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GIRIS

Trichinellosis, memeliler bagta olmak {izere genis bir konak yelpazesine sahip paraziter bir
zoonozdur. Tim diinyada genis bir cografik yayilima sahip olan bu hastalifin etkeni
Trichinella spp’dir. Yakin zamana kadar hastalifa neden olan tek tiiriin Trichinella spiralis
oldugu bilinirken bugiin tamimlanmis sekiz ayr1 tiir ve buna ek olarak (i¢ ayn genotip,

taksonomideki yerini almugtar.

Trichinella tiirli bu nematodlar, 6zellikle et¢il ve les yiyen hayvanlarda parazitlenmekte, insan
ise bu infekte hayvanlarin etlerini ¢ig veya az pismis sekilde yiyerek infekte olmaktadirlar.
Insanlarin beslenme aliskanliklarinin nemli oldugu bu hastalikta basta domuz, at ve av
hayvani etlerinin gok olarak tiiketildigi toplumlarda hastalik daha sik olarak gézlenmektedir.
Bugiin 6zellikle gelismis olan iilkelerde hastaligin kontrolii yapilabilmekte ve insanlari da
etkileyen genis salginlan Onleyebilmek amaciyla biiyiik fonlar ayrilmakta, bu amagla yeni

arastirma merkezleri kurulmaktadir.

Hastalik, hayvanlarda asemptomatik seyretmekle birlikte, insanlarda farkl klinik tablolara
neden olabilmekte, immun sistemi baskilanmis kisilerde ve 6zgiin tedavinin uygulanmadigi
durumlarda 6liimlere yol agabilmektedir. Insan infeksiyonlarinda klinik prognoz alinan larva
sayisina, Irichinella tiiriine ve konak yanmtina bagh olarak degismekle beraber, 6liimler daha

¢ok kardiyolojik, norolojik ve solunum sistemi komplikasyonlarina bagli olarak meydana

ii



gelmektedir. Infeksiyonun erken donemde taminmasi ve ayirici tamisinin yapilmasi, dogru ve

etkin tedavinin uygulanabilmesi agisindan biiylik 6nem tasimaktadir.

Trichinellosisin tanisinda serolojik testler yaygin olarak kullamilmaktadir. Giiniimiizde en sik
tercih edilen yOntemler arasinda, hastalifa 6zgiin antikorlarin ELISA tabanli sistemlerle
aranmas1 gelmektedir. Ozellikle parazitin eksretuar-sekretuar (ES) firiinlerinin kullanildig
testler, uygulama kolaylig1 yaninda, sensitivite ve spesivite oranlarimin yiiksek olmasi nedeni
ile tercih edilmektedir. Western blot (Wb) yontemi ise tarama testleri ile elde edilen

sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla dogrulama testi olarak kullamlmaktadar.

Bu ¢alismada, Izmir’de meydana gelen Trichinella britovi salgiminda infekte olan hastalardan,
diger parazitozlu hastalardan ve saglikli kisilerden alinan serumlar, anti-Trichinella 1gG
antikorlari yoniinden incelenmistir. 7. spiralis larvalarindan ES iirtinleri elde edilerek, ELISA
ve Wb tekniklerinde antijen olarak kullamilmis ve bu tekniklerin hastalig1 tammlamalarindaki
etkinlikleri degerlendirilmigtir. Boylece meydana gelebilecek diger olasi salginlarda, gerekli
olacak antijenin elde edilmesi ve uygulanabilecek testlerin standardizasyonunun saglanmasi

amaclanmgtr.
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KAYNAK BILGILER

Trichinellosis (Trichinosis, Trichiniasis, Trichinelliasis, Trichina infeksiyonu), Trichinella
cinsine ait nematodlarla meydana gelen, tlim diinyada yaygin paraziter bir zoonozdur.
Giiniimiizde hastalik olusturan 11 genotip tanimlanmugtir. insam da igeren genis bir memeli ve

vertebrali grubu, hastaliktan etkilenmektedir.

Infekte etlerin az veya pisirilmeden tiiketilmesi ile kazamlan parazit, konagin izgili
kaslarinda “enkiste larva” seklinde yillarca kalabilir ve insanlarda trichinellosis infeksiyonun
meydana gelmesine neden olur (Kumar ve ark., 1990). Bugiin diinyadaki salgmnlar dikkate
alindiginda, en az 11 milyon insanin Trichinella ile infekte olabilecegi bildirilmektedir

(Dupouy-Camet ve ark., 2000).

1. TARIHCE

Trichinellosis ile domuzlar arasindaki iligki, uzun zaman 6nce tanimlanmig olsa da kaslarda
enkiste larvalar 1821 yilina kadar gosterilememistir. Insanda parazitin kesfi, 1835 yilinda St.
Bartholomew Hastanesi’'nde tip 6grencisi olan James Paget tarafindan yapilmistir. Bulus,
Richard Owen tarafindan yine aynmi yil i¢inde yaymnlanmis, fakat insan kasindaki formun
nematodun larva sekli oldugu anlagilamamugtir. Eriskin formlar ise 1859 yilinda Rudolf
Virchow ve 1860 yilinda Frieddrich Zenker tarafindan tamimlanmustir. Zenker, infeksiyonun
insanlara az pigmis domuz etiyle gectigini ortaya koymustur (Virchow 1859; Zenker 1860;

Cox, 2002).



Trichinella infeksiyonlannin, 1972 yilindan sonra tek bir tlirle degil (7. spiralis), molekiiler
ve biyokimyasal olarak farkli 11 farkl tiirle olugtugu ortaya konulmugtur (Owen, 1835; Britov
ve ark.,1972; Pozio ve ark., 1992a; Pozio ve ark., 2000a; Garkavi, 1972; Pozio ve ark.,

1999a).

2. SISTEMATIKTEKI YERI

Trichinella’nin ilk defa 1835 yilinda tammlanmasindan gegtigimiz ylizyilin ortalarina kadar
olan siire boyunca trichinellosisin tek bir tiir tarafindan meydana geldigi diistiniilmiigtiir. Son
yillarda gelistirilen, 6zellikle DNA bazli metodlar sayesinde 7richinella’min taksonomik yeri

daha belirgin hale gelmisgtir.

Giintimiizde Trichinella tirlerinin sistematikteki yeri su sekilde 6zetlenebilir (Dick, 1983;
Pozio, 2000b; Murrell ve ark., 2000a).

e Subregnum: Helmintes

¢ Phylum: Nemathelmintes

* Classis: Nematoda

* Subclassis: Aphasmida

¢ Ordo: Anoplida

e Siiperfamilia: Trichuroidea

* Familia: Trichinellidae

* Genus: Trichinella

» Species: T. spiralis (T1), T. nativa (T2), T. britovi (T3), T. pseudospiralis (T4), T.

murrell (T5), T6 isolaty, T. nelsoni (T7), 18 isolati, T9 isolat:, T. papuae (T10), T.

zimbabwensis (T11)



3. MORFOLOJI

Trichinella’min eriskin erkek ve disisi morfolojik olarak birbirinden farklidir ($ekil 1a, 1b).
Eriskin erkek parazit, 1.5 mm boyunda, 0.04 mm enindedir. Kivrik olan arka ucunda spikiil
yoktur. Kloakin arkasinda iki gift papilla bulunur. Ureme sistemi tek bir testis, vas deferens,

vezika seminalis ve ejekiilat6r kanaldan meydana gelir.

Erigkin disi daha biiyiiktiir (3.5mm x 0.06 mm) ve vivipardir. Arka ucu daha kiinttlir ve vulva
stichosom’un sonuna dogru lokalize olmustur. Disi lireme sistemi tek bir over, ovidukt ve
uterus seklinde devam eder. Yumurtalar uterus i¢inde olgunlagir ve olusan embriyo uterus

i¢indeyken yumurtadan disar1 ¢ikar (Yasarol, 1978; Bogitsh ve ark., 1998).

Yeni dogan larva 80 pm uzunlugunda, 7-8 um enindedir (Sekil 1c). Mizraga benzer yapida
olan &sefagus konak hiicrelerine girigi saglar. Parazitin viicuda alimindan 19 giin sonra
infektiv hale gelen kaslardaki larvalarin, boyu 1 mm’ye, eni ise 36 um’ye ulasmaktadir

(Yasarol, 1978).

Erigkin parazit, ince bagirsak i¢inde aerobik olarak yasar. Besinlerini konaktan nasil sagladig
bilinmemektedir. Konak dokularimin direkt olarak sindiremedigi, muhtemelen kii¢iik
molekiiler agirhikli besinlerin kutikiiler yiizeyden veya hipodermal bez hiicreleri tarafindan

alindig1 diigiiniilmektedir (Despommier, 1998a).



!
« Kas Hiicresi "AJ

$Sekil 1: a. Erigkin erkek, b. Erigkin disi, c. Yenidogan larva
(http://www.trichinella.org/clinical/enteral.htm
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4. EVRIM

Parazit evrimini tek bir konakta tamamlayarak, monoksen tip parazitlik yapar (Kapel, 2000).

Konaga alinan parazit enteral, vaskuler ve muskuler dénemlerden geger.

Enkiste larva (Muskuler Larva, ML) iceren infekte etlerin yenmesiyle, insan. domuz, tilki,
cakal, kurt, ay1, rakun, fare, rat gibi canlilar basta olmak tizere bir ok vertebrali canliya gegen
parazit, konagin midesine geldigi zaman gastrik kosullar altinda kollajen kapsiillerinden disar
cikar. Serbestlesen larvalar ince barsafa ulagip ince barsagin kolumnar epiteli igine dogru
ilerleyerek buraya yerlesirler. Burada 24-30 saat i¢inde dort gomlek degistirerek erigkin hale
gelirler (Kozek, 1971). infekte etin alimindan yaklasik 30-40 saat sonra erkek ve disi erigkin
parazit giftlesir. Daha sonra, eriskin erkek &liir ve diski ile konaktan digart atilir. Disi erigkin
ise, ince barsaklarda hatta yogun infeksiyonlarda kolonda da mukoza iglerine dogru goe
ederek, submukozaya bazen de lenfatik kanallara ve lenf nodlarina yerlesir. Fertilizasyondan
sonraki 3 giin iginde larva olusumu baslar ve 5 giin iginde larvalar olgunlasarak 0.16 mm x
0.07 mm boyutlarina ulasir (Yenidogan Larva, YDL). Larvalar fertilizasyondan sonraki 5 ile
10. giinler aras: disi parazitten ayrilarak barsak i¢inde depolamr. “Larval depolanma dénemi”
denen bu dénem, erigkin disi barsak iginde oldugu siirece devam eder. Disiler yagsam siireleri
boyunca ortalama 1000-2000 adet larva dogurur (Despommier, 1998a; Campell ve ark., 1994;
Murray ve ark.,1998). Larva sayisi, konafin immun durumuna ve parazit genotipinin
infektivitesine baglidir (Capo, 1996). Bu safha tamamlaninca eriskin disiler konak

barsagindan digart atilirlar (Sekil 2).

Intestinal villuslarin i¢ine go¢ eden larvalar, kan ve lenf damarlari yoluyla kalbe ulagtiktan

sonra tiim viicuda dagilirlar. Ozellikle diyafram, gene, dil, goz, deltoid, gastroknemius olmak



Yemek
artigi
sakatat vb

Sigan domuz

7

_ Insanlar gig veya az pismis infekte et
Vi " driinlerinin yenmesi ile infekte olur.

Kan ve lenf
yoluyla yayilim

Kasta enkiste olmus larva

Sekil 2:  Trichinella spp’in hayat dongiisi
(Chiodini PL, Moody AH, Manser DW. 2001)



tizere tiim viicuttaki ¢izgili kas hiicrelerine yerlesirler. Ortalama infeksiyonun 6. giiniinden

itibaren kas hiicresine penetrasyon ve hiicre i¢ine konumlanma meydana gelir.

Trichinella spp. zorunlu olarak hiicre igi
gelisim gosteren tek helminttir. Hiicre
icindeki gelisim; stichosomun formasyonu,
cinsiyetlerin farklilagmas1 ve kutikiiliin
kalinlagmas1  basamaklarindan  olusur.
Kaslarda yerlesen larvaya karsi gelisen

konak  reaksiyonu sonucunda larva

gevresinde dejeneratif ve inflamatuar

degisiklikler meydana gelir. Boylece Sekil 3: Cizgili kasta enkiste Trichinella larvasi,
nurse cell (Bogitsh BJ, Cheng TC. 1998)

“nurse cell” olarak adlandirlan kist benzeri

yapt olusur (Despommier ve ark., 1993;

Despommier, 1998b) (Sekil 3).

Larva kas iginde yavagga biiyiimesine devam eder ve sonunda kendi tizerine kivrilarak
(17.gtin) karakteristik spiral geklini alir. Bu donem larvamin en infektif oldugu donemdir. Bu
dénemi takiben larva, konak orjinli ¢ift katl elipsoidal kapsiil (0.25-0.5mm uzunlukta) ile
ortiilmeye baglar (enkapsiilasyon). Bu kapsiiliin dis katman sarkolemmadan koken alirken, i¢
katman dejeneratif miyofibril ve fibroblast gibi diger hiicrelerden ve glikoprotein,
proteoglikan, laminin, fibronektin, kollojen yapilarindan meydana gelir. infeksiyonun 21.
giiniinde baglayan kapsiil olusumu yaklasik 3 ayda tamamlamir. Eger kalsifikasyon olugsmazsa
larva bu olusum iginde yillarca canh olarak kalabilir veya sonunda kalsifiye olarak oliir.

Kalsifikasyon en erken 6. ayda baglar ve yaklagik 18 ayda tamamlanir.



Cizgili kas dokusundan farkli dokulara giren larvalar, yasamlarim destekleyecek ozel
hiicreleri olugturamadiklari i¢in yeniden kan dolagimina katilirlar ya da 6liirler (Despommier,
1998a). Infektif larvay: igeren etlerin tekrar baska bir konak tarafindan yenmesi sonucunda

dongii tekrarlanir.

5. EPIDEMIiYOLOJIi

Kutuplardan tropikal bolgelere kadar kosmopolit bir dagilim gosteren Trichinella, birincil
olarak et yiyen memelilerde yerlesir. At ve nadiren koyun gibi otgul memelilerin de;
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber infeksiyondan etkilenebildikleri bilinmektedir
(Ancella, 1998). Memeli digindaki omurgalilarda genel bir diren¢ bulunmaktadir, fakat bazi
poikilotermik hayvanlar, viicut isilarm yiikseltmeleri halinde infekte olabilmektedir

(Smirnov, 1963; Williams ve ark., 1976; Tomasovicova, 1981).

Trichinellosis epidemiyolojisinde iki ana yasam dongiisii goze ¢arpmaktadir.

a) Evcil hayvan dongiisii (domestic cyclus, domestik siklus)

Evcil hayvanlar arasinda devam eden bu tip yasam dongiisii, en basta evcil domuz olmak
iizere fare, sigan, at gibi evcil hayvanlar arasinda devamliligint siirdiiriir. Bu dongti, temelde
ciftlik domuzlarmin, pigsmemis domuz etleri ve kalintilarimi igeren kontamine artiklarla
beslenmesi sonucunda olusur. Ayrica siganlarin da bu artiklarla beslenmesi, infekte siganlarin
domuzlar tarafindan yenmesi, ya da domuzlarin birbirlerinin kuyruklarim, kulaklarini yemesi
bu siklusun devaminda 6nemlidir. Insan bu dongiiye, infekte domuz etlerini veya bu etlerle
yapilmug {iriinleri (salam, sosis) az pismis veya ¢ig olarak yemeleri suretiyle katilmaktadir.

(Leighty, 1983; Campbell ve ark., 1994).



b) Yabani Hayvan Déngiisii (sylvatic cyclus, silvatik siklus)

Bu tip dongii les yeme ve yamyamlik gibi besin aligkanliklarina sahip basta yabani domuz,
kirmuz: tilki, kutup ayisi, kaplan, aslan, tilki, ¢akal, kurt, kopek, timsah, etgil kuslar gibi vahsi
hayattaki birgok memelide gozlenir. Silvatik siklus tiim diinyada ¢ok genis bir dagilim

gostermektedir. Insan tesadiifii olarak bu dongiiye katilmaktadir (Pozio, 2000c).

Trichinella Tiirleri

Tamimlanmig 11 Trichinella isolatindan sadece 7. spiralis domestik siklusta yeralmaktadir
(domestik genotip). Diger 10 genotip (silvatik genotip) ise sadece silvatik siklusta evrimini
devam ettirebilir. Silvatik siklustan kazanilan Trichinella’lar, domestik siklusta da infektivite
olustururlarsada, bu dongiiniin devami miimkiin degildir (Pozio, 2000c)(Tablo 1). Trichinella,

tiirlere gore degisen farkli cografik dagilim gosterir (Sekil 4 ve Sekil 5).

T. spiralis (T1): Thman bolgelerdeki evcil domuzlarin, vahsi domuzlarin ve sinantropik
hayvanlarin (fare, sigan vb.) tipik etiyolojik ajanidir. Evcil domuz trichinellosisinin endemik
oldugu bolgelerde (Eski Sovyet Cumbhuriyetleri, Yugoslavya, Romanya, Meksika) vahsi
hayata, insanlara ve hatta atlara gegisleri sik olarak gozlenir. 7. spiralis, bildirilen insan
infeksiyonlarimin bir¢ogunun etiyolojik ajami oldugu gibi, bir¢ok otgul hayvanda da (at, sigir,
koyun, kegi) yiiksek infektivite sergilemektedir (Tomasovicova ve ark., 1991; Pozio ve ark.,
1999b; Thodoropulos ve ark., 2000). Bunun yaninda sicaklik degisimlerinden ve konak
dokusundaki bozulmalardan diger silvatik genotiplere oranla daha fazla etkileniyor olmasi
vahsi hayvanlarda ve vahsi dogada diger genotiplerden daha az goriilmesine neden

olmaktadir.



Sekil 4a : Trichinella genotipinin diinyadaki dagiimi. Trichinella spiralis T1 (). Trichinella
pseudospiralis T4 (*). Trichinella papuae T10 (). T. nelsoni T7 isolates (®) ve (l) Trichinella T8 ()
(Pozio, 2000a)

Sekil 4b ¢ Trichinella genotipinin diinyadaki dagilimi. Trichinella nativa T2 (Z)Trichinella britovi T3
(‘) Trichinella murrelli T5 (@). Trichinella T6 (3. Trichinella T9 (&) (Pozio, 2000a)



T. nativa (T2): Soguk iklimlere adapte olmus bir tiirdiir. Infektiv 7. nativa larvalarinin -18 °C
4 y1l boyunca canli kalabildigi gosterilmistir (Kapel ve ark.,1999). Domuzlarda infektivitesi
siirh olmakla birlikte, kutup ayisi, kahverengi ayi, kurt, tilki, mors, mustelidler 7" nativa’nin

parazitlenmesinde 6nemli konaklardir.

T. britovi (T3): Asya ve Avrupa’mn ilman iklimlerinde gozlenir. Birincil olarak vahsi
hayvanlarda (tilki, raccoon dog, kurt, ay1, kanguru) parazitlenir. Farelerde, yabani ve evcil
domuzlarda infeksiyon, sadece birkag hafta ile sinirlanmaktadir (Pozio ve ark.,1992b). Italya,
Fransa ve Bati Avrupa’da (Dupuoy-Camet ve ark.,1999) atlarda gériilen infeksiyonlara
ilaveten diger otgullar (koyun) igin infektivitenin gok diisiik oldugu bildirilmistir. Insan
infeksiyonlar1 daha gok yaban domuzu kaynaklidir ve 7. spiralis’e gore daha orta siddette
infeksiyonlar seklinde seyretmektedir. 7. britovi diger tiirlerin ara karakteristik ozelliklerini
sergilemektedir. Bu 6zelikler arasinda, yavas kapsiil olusumu, domuzlarda diisiik sayida larva

olusumu ve donmaya direncli olma (-20 °C 6 ay canli kalabilme) sayilabilir.

T. pseudospiralis (T4): Kaslarda kapsiil olugturmayan bu tiir, Asya, Kuzey Amerika ve
Avustralya’da; kuslari, vahsi etgilleri, siganlari, keseli hayvanlar1 ve insanlan infekte ederek,
genis bir konak dagilimi ve cografik yayilm sergiler (Garkavi,1972; Jongwutiwes ve

ark.,1998)

T. murrelli (T5): Kuzey Amerika’min 1liman bélgelerinde silvatik trichinellosis etkenidir.
Domuzlarda parazitlenmeyen bu Trichinella tiri, kirmizi tilkide, kir kurdunda, rakunda,

vagakta ve siyah ayida infeksiyon olusturur (Pozio ve ark., 2000a).



T6 izolati: Kuzey Amerika’da bulunan bu tiir 7' nativa ile benzer 6zellikler gostermektedir.
Soguga direnci son derece fazladir. Domuzlar igin diisiik infektiviteye sahip olan bu
Trichinella izolati, vahsi hayvanlar (dag aslani, siyah ayi, gri kutup ayisi, kurt, gri tilki) ve

insanlarda infeksiyon olusturabilmektedir (Murrell ve ark., 2000a).

T. nelsoni (T7): Afrika’nin vahsi hayatinda leg yiyen etgillerde dagilim gosterir. Dogal yolla
infekte olan otgullarda infeksiyon gosterilememistir. Diger Trichinella genotiplerine oranla
yiiksek sicakliklara tolerasyon ¢ok fazladir ve tamamen ¢iiriimiis etlerde bile canli
kalabilmektedir (Sokolava, 1979). Buna karsin donmaya karsi en duyarli genotip olarak

goriilmektedir. Insan infeksiyonlar1 daha ¢ok vahsi domuz kaynaklidir

T8 izolati: Giiney Afrika ve Namibya’da elde edilen bu izolat, 7" britovi ile iliskilendirilmisse
de farkli molekiiler tekniklerle ayirt edici dzelikleri ile tammlanabilmektedir (Murrell ve ark

2000a).

T9 izolan: Japonya’'daki silvatik trichinellosisin etkenidir. 7. britovi ile benzerlik
gostermesine ragmen 7. britovi igin kullanilan molekiiler yéntemler bu genotipi tanimlamada
yetersiz kalmaktadir. Simdiye kadar birisi siyah ay1 ve digeri raccoon dog olmak iizere sadece

iki izolat gosterilmistir (Murrell ve ark 2000a)..

T. papuae (T10): Infekte hayvanin ¢izgili kaslarinda kapsiil olusturmadan parazitlenen ikinci
tiirdiir. Bu tiire ait vakalar sadece Papua Yeni Gine’de, evcil ve vahsi domuzlarda

bildirilmistir (Pozio ve ark.,1999a).



T11 genotipi: Afrika timsahlarinda tanimlanmig olan bu genotipin taksonomideki yeri, heniiz

tam olarak agiklik kazanmamustir (Murrell ve ark., 2000a; Pozio, 2001).

Insan trichinellosis olgulari diinyanin gesitli bolgelerinde goriilmekte ve toplumlarin diyet
aliskanliklarina bagl olarak prevalansi bélgeden bolgeye degismektedir (Campbell ve ark.,
1994). Insan infeksiyonlar genelde az pismis veya pismemis evcil, yaban domuzlarinin ve at
etinin yenmesiyle meydana gelmektedir. Islami ve Yahudi toplumlarda domuz etinin yenmesi

yasaklandig i¢in infeksiyon bu toplumlarda daha az gézlenmektedir.

Uluslararasi Trichinellosis Komisyonu tarafindan 1995-1997 yillar arasinda 10.000 den fazla

insan trichinellosis olgusu oldugu bildirilmistir (Dupouy-Camet ve ark., 2000).

Ikinci Diinya Savasi’ndan sonra ozellikle Bat1 Avrupa’daki endiistriyel domuz ciftliklerinde
hastalik rapor edilmemis, yalnizca Finlandiya’nin giineyi ve Ispanya’nin bazi bélgelerindeki
kiigiik domuz ¢iftliklerinde infeksiyona rastlanmistir (Pozio, 1998). Son yillarda veteriner
kontrollerinin azalmasi, ekonomik problemler ve savaglar nedeniyle Orta ve Bati Avrupa’da
domuz siiriileri arasindaki salgin oranlar giderek artmugstir. Avusturya, Belgika, Danimarka,
Finlandiya, Ingiltere, Irlanda, Liiksemburg, Portekiz, isve¢ ve Hollanda gibi iilkelerde 1978-
1998 yillar1 arasinda o bolge kaynakli insan trichinellosis vakalari g6zlenmez iken, 1998 den
sonra bu bélgelerden trichinellosis bildirimlerinde giderek artis olmugtur. Avrupa’daki at eti
titketiminin yaklagik %70’inin gergeklestigi Fransa ve Italya’da son 25 yil iginde, infekte at
etinin yenilmesine sonucu 3000 kisinin infekte oldugu bildirilmektedir (Dupouy-Camet ve
ark., 2000). Sadece 1999 yili igerisinde Fransa ve Italya’da meydana gelen 3 salginda 623 kisi

at eti kaynakl trichinellosisden etkilenmistir (Dupuoy-Camet, 1999).
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Avrupa Birligi’ne iiye tilkelerde 1975-2000 yillar1 arasindaki vakalar incelendiginde, insan
trichinellosis olgularinin %54.3"{iniin at eti, %26.1’inin evcil domuz eti ve %19.6’sinin ise
yaban domuz eti ve et liriinlerinin tilkketilmesi sonucu ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Pozio ve
ark.,1998, Anonymous, 2000). At eti tiiketimi ile meydana gelen infeksiyonlarin ana
kaynaginin ozellikle Kanada, Meksika, Polonya, A.B.D ve Yugoslavya’dan ithal edilen at

etleri oldugu belirtilmektedir (Boireau ve ark., 2000).

Giintimiizde trichinellosisin Balkanlarda, Baltik tilkelerinde ve Rusya’da sik olarak goriildiigii
bildirilmektedir. Ornegin Romanya’da 1993 yilinda 3649 kisinin, 1998 yilinda ise 1658
kisinin Trichinella ile infekte oldugu Diinya Saghk Orgiitiiniin raporlarinda goriilmektedir

(Dupouy-Camet ve ark., 2000).

A.B.D ve Kanada’da sporadik olgular disinda, domestik tip trichinellosisin gézlenmedigi
bildirilmigtir. Gliney ve Orta Amerika’da ise trichinellosis halen (Arjantin, Sili, Bolivya,
Meksika) endemik durumdadir. Arjantin’de 1990°dan 1999 yilina kadar evcil hayvan kaynakli
toplam 517 insan infeksiyonu bildirilmigtir. Amerika kitasinda 1.5 milyondan fazla
Amerikalinin kas dokusunda Trichinella kistlerinin bulundugu ve her yil 150.000-300.000
yeni infeksiyonun gerceklestigi tahmin edilmektedir (Murray ve ark., 1998). Amerika’da
1991-1996 yillar1 arasinda 230 olgu saptanmus ve bunlarin {igli trichinellosise bagh
komplikasyonlar nedeniyle (yilda ortalama 38 olgu) kaybedilmistir (Moorhead ve ark., 1999).
Alaska ve Kanada’daki insan infeksiyonlarinin ise 6zellikle infekte ay1 etlerinin tiiketilmesi

ile olustugu bilinmektedir (Campbell ve ark., 1994).

Asya’da ve Pasifik Okyanusu'nun kenarindaki bolgelerde de insan trichinellosis

infeksiyonlarina rastlanilmaktadir. Diinyada trichinellosisin en fazla goriildiigii yerlerden biri
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Cin’dir. 1964 ile 1998 willarn arasinda Cin’de toplam 500 salginda 25.000 insamn
infeksiyondan etkilendigi ve 200’iin {izerinde insamin hayatimt kaybettigi bildirilmistir
(Takahashi ve ark., 2000). Tayland’ da ise son 27 yil i¢inde rapor edilen 120 salginda 6700
kisi infekte olmug ve 97 kisi bu infeksiyon nedeniyle Slmiistiir (Takahashi ve ark., 2000).
Japonya’da meydana gelen birkag salgin ve sporadik vaka, infeksiyonun bagka bolgelerden
kaynaklandig1 seklinde agiklanmaktadir (Pozio ve ark., 2000d). Kore’de 1997 yilinda T.
spiralis ile infekte bir tek vaka bildirilmistir (Sohn ve ark., 2000). Avusturalya’daki tek insan
trichinellosis vakasi ise 1994 yilinda yeni Zellenda’da, Tazmania’ya yolculuk eden bir kiside

tespit edilmistir (Andrews ve ark., 1994).

Orta Dogu ve Afrika’da da insan trichinellosis infeksiyonlar1 mevcuttur ve genellikle 7.
spiralis ve T. nelsoni kaynakli vakalar gézlenmektedir. Liibnan’da 1992 ve 1997 yillarinda
goriilen iki domestik trichinellosis salgininda bir¢ok insan infeksiyondan etkilenmigtir. Kuzey
Afrika’da sadece Misir’da evcil tiirlerle olusan ve domuz ve kopeklerde rastlanan

infeksiyonlar goriilmektedir (Mikhail ve ark., 1994; Azab ve ark., 1988).

Tiirkiye’de trichinellosis :

Tiirkiye’de ilk insan trichinellosis salgim 1977 yilinda Merdivenci ve arkadaglar1 tarafindan
bildirilmistir. Kastamonu ilinde avlanan bir yabani domuzun Istanbul Kumkapi’da oturan
Ermeni ailelerine satilmasi ve bu etin az pismis olarak yenilmesi sonucu, 13 kisilik bir ailenin
hastalandig1 ve agir klinik belirtileri olan bir kadin hastanin gastroknemius kasindan yapilan

biyopside Trichinella larvalarinin saptandig: bildirilmistir (Merdivenci ve ark., 1977).

Istanbul’da 1997 y1h subat ayinda, Bulgar gégmenlerinin Bulgaristan’dan getirdigi belirlenen

ev yapimu sosis 6rneginde Trichinella larvalarina rastlamlmstir. S6z konusu mamullerin satin
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alindig1 ve daha ¢ok Bulgaristan’dan gelen et iiriinlerinin satildigi agik hava pazarlarinda
incelemeler yapilmug, fakat alinan orneklerde larvalar belirlenememistir (Bostan ve ark.,

1999).

Giiralp’e gore Tirkiye’deki yaban domuzu populasyonu yaklagik 150.000 civarindadir.
Yapilan ¢aligmalarda Toros daglarindan avlanan 76 yaban domuzundan birinde, Bolu,
Kastamonu, Balikesir ve Bursa bélgelerinden toplanan 1165 yaban domuzunun ikisinde
Trichinella larvalan tespit edilmigtir (tiir ayrim yapilmamustir). Ege bolgesinden toplanan 81
yaban domuzunun ve Istanbul’daki 535 giftlik domuzunun higbirisinde  Trichinella
larvalarina rastlanmamistir (Giiralp, 1995). Merdivenci’nin bildirdigine gore 1971 yilinda
Rommel tarafindan, Ankara Polatli’ da yabani domuzlarda (Suc scrofa lybicus) Trichinella

infeksiyonu saptanmugtir (Unat, 1995).

6. PATOGENEZ

Trichinellosisdeki lezyonlarin patolojik mekanizmalar1 kanigiktir; konaktaki Trichinella nin
evrimsel safhalariyla (enteral, parenteral, muskuler) ve parazitten antijen salinimu sonucu

tetiklenen immunopatolojik olaylarla iligkilidir.

Akut evredeki semptomlarin temelini erken tip hipersensitivite reaksiyonu olugturmaktadir.
Bu reaksiyon metabolik bozukluklar ve organ patolojileri olusmadan ortaya cikar. Artan
immunkompleksler, mast hiicrelerini uyararak hiicresel mediat6rlerin (PG, trombosit
kemotaktik faktér) ve diger preforme mediatorlerin (histamin, kinaz proteaz, eosinofil
kemotaktik faktér vb.) salmmm tetiklemektedir. Bu mediatérler ozellikle bozulmus
mikrosirkiilasyondan  sorumludurlar. Histamin, serotonin, SRS-A, bradikinin ve

prostaglandinlerin (PGE2, PGD2, PGJ2) salimmu ile, kapiller permeabilite artar. Boylece
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doku gevresinde siv1, elektrolit, albumin ve diger hiicre elementleri birikir. Bu durum 6zellikle

g6z gevresindeki doku 6deminin ana sebebi olarak gosterilmektedir (Kociecka, 2000).

Intravaskiiler ~ trombiis  olusumu, muhtemelen eozinofili  ile iliskilendirilmig
hiperkoagiilabilitenin bir sonucu olarak meydana gelmektedir (Medrano ve ark., 1988;
Fourestie ve ark., 1993). Kendini vaskiilit seklinde gosteren bu durum 6zellikle goz sklerast,
tirnak yataklari, miyokard, akciger, beyin, barsak mukozasi ve kaslarda goriilen hemorajilerin

ana olusum mekanizmasidir.

Ates, immunkompleks olusumunun bir sonucudur. Yiiksek miktardaki serotonin nedeniyle
notrofil miktar1 artmakta ve bu enflamatuar hiicrelerden agiga gikan IL-1’in hipotalamusu

uyarmastyla ates ortaya ¢ikmaktadir (Kociecka, 2000).

Kas agnlarmn, direkt olarak Trichinella larvalarininin invazyonu sonucu ortaya ciktid
agiklanmugtir. Ayrica indirekt olarak da, kinin aktiviteleri ve metabolik bozukluklar yoluyla
mikrosirkiilasyonda ve kas dokusunda olusan patomorfolojik hasarlanmalarin agn

etiyolojisinde rol alabilecegi bildirilmektedir (Kociecka, 2000).

6. Organ patolojileri
Parazit, ag1z yoluyla alinmay takiben barsaga invaze olur ve olusan larvalar kan yoluyla tiim
viicuda yayilarak (Sekil 4) organlarda patolojik degisimleri baglatirlar.

Barsak patolojisi

Eriskin Trichinella’larin hasarlanmasi ve barsak liimeninden temizlenmesi sistemik veya lokal
konak reaksiyonlariyla saglanmaktadir. Barsak patolojileri invazyonun farkli safhalarinda

meydana gelir.
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Invazyon

Yayihim

Lokalizasyon

Organizasyon

Sekil 5:  Trichinella larvalarmm kan ve lenf yoluyla tiim viicuda yayilimi
(Chiodini PL, Moody AH, Manser DW. 2001)
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1- Erken invazyon dénemi: Infeksiyonun ilk birkag giiniinde lamina propriada toplanan T ve

B lenfositleri, mast hiicreler gibi hiicrelerin infiltrasyonu ile parazitin uzaklagtiriimasi
amaglanmaktadir.

2- Akut infeksivon dénemi: Bu safhada goriilen intestinal patoloji, immun yanittan bagimsiz

olarak olusan fizyopatolojik ve morfolojik lezyonlar seklindedir.

a- Fizyopatolojik lezyonlar:
Barsak motilitesinde degisiklik (diyare, konstipasyon), absorbsiyon bozuklugu ve lamina
propriada hiicresel infiltrasyon olusur. Burada &zellikle liberkiin kriptalarmin tabamndaki
enterochromaffin hiicrelerce salinan intestinal enzimler ve hormonlar rol alirlar. Yapilan
deneysel ¢aligmalarda vazointestinal peptit (VIP) ve sekretin salmmmimn azaldig:
gosterilmistir (Dembinski ve ark., 1979; Kociecka ve ark., 1985).

b- Morfolojik lezyonlar:
Ozellikle jejenumun lamina propriasinda villus kaybi, liberkiin kriptalarinda hiperplazi ve
submukozada yogun hiicresel infiltrasyon (mononiikleer, plazma hiicreleri) olusur. Cogu
hastada gézlenen bu degisiklere infeksiyonun 65. giiniinde bile rastlanabilmektedir (Kociecka

ve ark.,1981; Gustovska ve ark., 1983).

Kas patolojisi

Larvalarn kas hiicresi igine girmesiyle patolojik, ultrastriiktiirel ve biyoelektriksel degisimler
olusur. Kas hiicresinde {i¢ 6nemli degisiklik meydana gelir. Bunlar bazofilik transformasyon,

larvanin enkapsiilasyonu ve kapiller ag olusumudur (Sekil 6).

Bazofilik transformasyon; sarkomer miyofibrillerinin goriinmez hale gelmesi, sarkoplasmanin

bazofilik doniistimii ve niikleusun merkezi hal almasi, niikleolusun irilesmesi gibi niikleer

20



degisimler olarak tammlanmaktadir (Ko ve ark., 1992; Jasmer, 1993). Etkilenen hiicrelerin bir
kisminda gozlenen bu degisiklikler larvanin yuvalanmasini, gelisimini ve sonraki yasamini
kolaylastiran zemini hazirlamaktadir. “Nurse cell” olarak da adlandirilan bu yeni tip hiicre ve
larva kompleksi konak dokular arasinda ayn bir kalici yapr olarak uzun yillar canh

kalabilmektedir (Despommier, 1993).

Larvanin enkapsiilasyonu ise infeksiyonun
18-20. giinlerinde baglamaktadir. Kapsiil,

larva ve larvanin etrafim saran, bazofilik

degisim sergileyen sarkoplasma Sinfizoidler

fragmanlarindan meydana gelir. Bu Veniil

olusumla paralel olarak da etkilenen kas

#

Kollajen Kapsiil  #

hiicresi  etrafinda kapiller ag olugumu

gozlenmektedir (Baruch ve ark., 1991).

Sekil 6: Kas hiicresinde Trichinella’nmn kapsilasyonu

Ultrastriiktiirel degisiklikler arasinda, ribozom ve mitokondri sayisinda artig, graniilsiiz
endoplasmik retikulumun proliferasyonu, golgi cisimciklerinin stimulasyonu ve DNA-RNA
miktarlarindaki artis sayilabilir (Gustowska ve ark., 1989; Jasmer, 1993). Kas hiicresinde
olusan bu hasarlanmalar, biyoelektriksel degisimleri de beraberinde getirir. Buna bagl: olarak,
etkilenen bolgelerde ¢ogu kez anormal elektromyografik (EMG) ve elektronérografik (ENG)

bozukluklar ortaya ¢ikar (Kociecka ve ark., 1975; Cruz ve ark., 1989).

Kalp patolojisi

Trichinella larvalari kalp kas hiicresi i¢inde kapsiilasyon olusturmamaktadir. Morfolojik
hasar, larvanin gegisi esnasinda meydana gelir. Lezyonlarda ¢ofu zaman eozinofil ve

mononiikleer agirhkli fokal selliiler infiltrasyon gozlenmektedir. Bu degisiklikler erken
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dénemde gozlenebilirse de genellikle infeksiyonun 4. ve 8. haftalar1 arasinda olusur.
Eozinofilik myokardit gelisimi, granuloma olusumu ve sik olarak da konnektif doku

proliferasyonu ile birlikte seyreder (Kociecka, 2000).

Goz patolojisi

Okiiler patoloji, degisik karakterlerde olmakla birlikte lezyonlar siklikla akut infeksiyon
stirasinda ve bozulan mikrosirkiilasyon sonucu meydana gelmektedir. Retina lezyonlarinin,
g6¢ eden larvalarin retinanin silier arteriollerine ve santral arterlere penetre olmasina bagl

olustugu bildirilmektedir (Kociecka, 2000).

Yogun invazyonlar esnasinda olusan anjiomiyozit tipi lezyonlarin bir sonucu olarak goz
kaslarinin fonksiyonlarinda bozukluk olusur. Ayrica bu lezyonlara bagli olarak, agrih goz
hareketi, goz kaslarinda paralizi, diplopi ve akomodasyon bozukluklari da meydana

gelmektedir (Kociecka, 2000).

Solunum sistemi patolojisi

Infeksiyonun erken ve geg dénemlerinde solunum sisteminde bozukluklar gézlenebilmektedir.
Erken donem belirtileri larvanin go¢li esnasindaki immunopatolojik olaylara baglhidir.
Perialveoler damarlar g¢evresinde hemorajik lezyonlar, vaskiiler trombozis ve hiicresel
infiltrasyon (eozinofil, lenfosit) gézlenir (Kociecka, 2000). Geg dénem belirtileri ise daha ¢ok
bakteriyel kaynakli pnémoni, pl6rit gibi infeksiyonlar sonucu ortaya ¢ikar (Pawlowski, 1983).

Sinir sistemi patolojisi

Merkezi sinir sistemindeki bozukluklar, vaskiilit ve perivaskiilit tipi lezyonlarla iligkilidir.
Lezyonlar fokal veya diffiiz olabilir. Cok siddetli infeksiyonlarda, larvanin kan damarlarindan

doku i¢ine penetre olabilecegi bildirilmigtir (Kociecka ve ark., 1987).
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Bibrek patolojisi

Bobrek hasarlanmasi genellikle ¢ok siddetli infeksiyonlar esnasinda gozlenmektedir.
Incelenen biyopsi materyallerinde proliferatif glomerulonefrit tipinde mezensiyal lezyonlar
goriiliir. Oliimle sonuglanan gok siddetli bir Trichinella infeksiyonunda, postmortem olarak

bobrek loop epitelinde nekrozlara rastlanmugtir (Kociecka ve ark., 1987).

7. KLINIK
Trichinellosis insanlarda farkli siddette bulgularla seyreden, farkli klinik tablolarin ortaya

¢ikt1g1 bir sendromdur. Bu sendromun siddeti invazyonun genisligine, Trichinella nmn tiiriine,

konagin yasina, cinsiyetine ve immun yanitina gore farklilik gosterir (Kociecka, 2000).

Temel olarak, ani gelisen yiiksek ates, yiizde 6dem ve miyalji g6zlenen hastalarda
trichinellosis infeksiyonundan stiphelenilmelidir. Ancak bu belirtilerin gézlenmedigi sporadik
vakalarda taniya gitmek daha zordur. Trichinellosisde goriilen tiim klinik belirtiler Tablo 2’ de

gosterilmektedir.

Geleneksel olarak trichinellosisin 5 farkl klinik formu tamimlanmigtir
1- Siddetli form: Tiim tipik semptomlarin yaninda hipoalbuminemi, hipoproteinemi gibi
belirtiler ve norolojik- kardiyovaskiiler komplikasyonlar mevcuttur.

2- Orta siddetli form: Tim tipik semptomlarin bazilarinin daha az siddetli gozlendigi klinik

tablodur. Komplikasyonlar daha nadir ve daha az siddette g6zlenir.

3- Hafif seyirli form: Orta siddette semptomlarin goriildiigii ve komplikasyonlarin

gozlenmedigi formdur. Tam i¢in serolojik testler zorunludur.
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Tablo 2: insan trichinelosisinde ana klinik ve biyolojik 8zellikler ( Pozio ve ark., 2003b)

Klinik semptom ve belirtiler Salginlarda goriilme Goriilme siiresi

sikligy (%)
Diyare ve karinda gigkinlik 0-40; 1-7 gtin (<3 hafta)
T. nativa i¢in %100
Karmn agris1 6-60 1-7 glin
Istah kayb 70-85 2-4 hafta
Kusma 5-10 1-2 glin
Genel halsizlik 85-97 1-4 hafta
Miyalji 59-97; 2-3 hafta
T. nativa igin %25-60
Bas agris1 80-90 2-3 hafta (<5hafta)
Ates (>40 °C) 41-100 1-2 hafta
Agin terleme 45-60 1-2 hafta
Gozkapag: ddemi 80-90 5-7 giin
Periokiller dem 17-100; 5-7 giin
T. nativa i¢in %0
Hareketle g6z agnis1 77 5-7 giin
Yiiz 8demi 43-88 5-7 giin
Ekstremitelerde 6dem 6-8 5-7 glin
Kutendz rag 4-51 3-5 giin
Petesi 2-12 2-4 giin
Intrakonjuktival kanamalar 56-73 3-5 giin
Tirnak yataf) kanamalar 49-65 3-5 gilin
Miyokardit 5-20 1-2 hafta
Norolojik komplikasyonlar 3-60 2-4 hafta
Laboratuvar
Eozinofili 99 1-10 hafta
Lakositoz 99 1-8 hafta
CPK yiiksekligi 75-90 3-7 hafta
LDH yiiksekligi 60-80 2-6 hafta
Serokonversiyon 100 2-8 hafta

24



4- Abortif form: Klinik bulgular bir sendrom seklinde olmaksizin tek tek ortaya ¢ikar. Cogu
zaman birkac giinde gerileyen bu belirtilere, genellikle eosinofili eslik eder. Tam igin
spesifik serolojik testler zorunludur.

5- Asemptomatik form: Eosinofili varlig1 ve infekte et yeme oykiisii diginda klinik bulgulara

rastlanmaz. Tam ancak spesifik serolojik testlerle konulur.

Inkiibasyon periyodu

Inkiibasyon periyodunun uzunlugu, Trichinella’nn tiiriine, alinan larva sayisina, etin yenme
sikhigina, etin nasil hazirlandifina (pismemis, az pigsmig) bagl olarak degiskenlik gosterir.
Inkiibasyon periyodu gogu zaman klinik semptomlarin siddetiyle iliskilidir. Siddetli formlarda
inkiibasyon, bir hafta kadar kisa bir siire iken, orta siddetli formlarda bu siire 2 haftaya, selim
seyirli infeksiyonlarda 2-3 haftaya ve abortif formlarda ise yaklasik 30 giine kadar uzayabilir.
Inkiibasyon periyodu boyunca gorillen diyare ve karn agris1 sikayetleri, klinik

semptomlardan ve tipik sikayetlerden 4-5 giin dnce baglar (Kociecka, 2000).

Akut trichinellosis

Klinik genellikle genel durumun bozulmasi, bag agrisi, yiiksek ates, dokiintii ve agir1 terleme
gibi bulgularla ortaya ¢ikar. Akut trichinellosisde tipik semptomlar; yaygin ya da lokal kas
agrilar, ylizde yaygin 6dem (fasiyal 5dem), g6z kapaklarinda 6dem ve kagintidir. Gegici bas

donmeleri ve bulantilar olabilir. Diyare ve hemorajilere (konjuktival, subungal) daha az

siklikta rastlanmaktadir.

Ates, trichinellosisin en erken belirtisidir ve ¢ogu kez bulunur (%41-100). Viicut sicaklij

hizli bir sekilde 39-40°C ye yiikselir ve siddetli formlarda 3 hafta boyunca devam edebilir.
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Periokuler ve fasiyal 6dem trichinellosis igin son derece tipiktir (%17-100). Fakat bu
bulgulanin yogunlugu infeksiyona yamt olarak gelisen allerjik reaksiyonun siddetine
bagimhidir. Siddetli infeksiyonlarda 6dem, iist ve alt ekstremitelerde de go6zlenebilir.
Simetriktir ve genellikle, glukokortikoid tedavisiyle 5-6 giin i¢inde izl bir gerileme g6sterir

(Kociecka, 2000).

Kas agrilari, birgok kas grubunda gozlenebilmektedir (%74-97). Agrinin siddeti infeksiyonun
siddetine baghdir. Kas tutulumu, en sik olarak ¢igneme kaslari, servikal kaslar, deltoit ve
gastroknemius gibi iist ve alt ekstremite kaslarinda gériiliir. Cigneme kaslarindaki agr daha
azdir. Normalde kas agris1 egzersizle olugurken, flebit komplikasyonu gelismis hastalarda ve
agir trichinellosis olgularinda, dinlenme anminda bile agri mevcuttur. Baz1 siddetli vakalarda,
noromuskiiler hasarlanmalar ve anjiomyozit tipi lezyonlar sonucunda hareket kisithilig
meydana gelebilmektedir. Hareket kisitliligi ozellikle diz ve dirsek eklemlerinde
kontraksiyonlara neden olabilir. Ayrica nadir rastlanan, ¢igneme kaslarindaki pseudorijiditeye
bagh olarak olusan trismus, trichinellosis i¢in tam koydurucudur (European Commission,

2001).

Barsak semptomlar1 olarak karin agnsi ve ishal goriiliir. Ishal giinde 10-15 kez olabilen
kansiz-mukuslu diskilama seklindedir. Siirekli ishale bagli olarak elektrolit, protein ve
albumin kaybi hastalarin genel durumlarinda bozulmalara yol agabilmektedir. Diyare

hastalarin %6-60’1nda gézlenmektedir.

Hemoraji, hastaliktaki patolojik siire¢ler sonrasi meydana gelen vaskulitin bir sonucudur.

Kamn damar disina kagisn sonucunda ozellikle konjuktivalarda ve tirnak yataklarinda

gozlenir. Hastalarin yaklasik %25’inde bu bulgulara rastlanmaktadar.
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Komplikasyonlar

T. spiralis, T nativa, T. pseudospiralis, T. murrelli ve T. nelsoni tiirleriyle olusan insan
infeksiyonlarinda komplikasyonlara bagli 6liimlerin meydana geldigi bildirilmistir (Owen ve
ark., 2001). Komplikasyonlar genellikle siddetli infeksiyonlarda g6zlenir. Ileri yaslarda veya
uygunsuz tedavi almis kisilerde goriilen orta giddetli infeksiyonlarda da meydana gelebilir ve

bu komplikasyonlar 6liimle sonuglanabilir.

* Kardiyovaskiiler komplikasyonlar

Kardiyovaskiiler komplikasyonlar, genellikle giddetli ve orta derece infeksiyonlarda;
infeksiyonun 3. ve 4. haftalar1 esnasinda meydana gelir. En sik miyokardit seklinde olan bu
komplikasyonlar, hastalarin %5-20’sinde gozlenebilmektedir. Gogiis bolgesinde agri,
tasikardi ve EKG degisiklikleri (T diizlesmesi, QRS ve ST ¢kmeleri, AV-IV iletkenliklerinde
bozulmalar) sik gézlenen bulgulardir. EKG degisikleri, 6zellikle baglangi¢ sathasindaki yogun
diyareler sonucu olusan hipoproteinemi ve hipokalemi nedeniyle meydana gelmektedir.
Potasyum agigimin kapatilmasi ile ¢ogunlukla EKG deki bozukluklar diizeltilebilmektedir
(Pozio ve ark., 2003b).

Kardiyovaskiiler komplikasyonlarin en ciddi olam1 derin ven trombozu, intraventrikiiler
tromboz ve pulmoner emboli gibi klinik semptomlara yol agan tromboembolik hastaliktir.

Pulmoner arter embolizasyonu ve giddetli tagikardi sonucu ani 6liimler bildirilmigtir.

Norolojik komplikasyonlar
Bag agrnisi, hemen hemen tiim hastalarda mevcuttur. Bag dénmesi, bulanti, kulak ¢inlamasi
gegicidir. Siddetli infeksiyonlarda, apati, uyku hali, somnolans, anisokoria, fasiyal sinir

paralizisi ve Babinski pozitifligi de g6zlenebilir.
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Bazi hastalarda menenjit ve ansefalopati belirtileri bulunabilir. Ansefelopati, atesin
baslangicindan sonraki birkag¢ giin i¢inde, dezoryantasyon, hafiza fonksiyonlarinda kayip,
frontal sendrom, davrams bozukluklari, gegici hemiparezi-hemipleji, okiilamotor disfonksiyon
ve afazi gibi belirtilerle kendini gosterir. Ansefalopati gozlenen hastalarin MRI ve CT

grafilerinde, kii¢lik hipodens alanlarin mevcut oldugu gosterilmistir (Pozio ve ark., 2003b).

Kas giiciinde azalma, yutma glicliigti, tendon reflekslerinde azalma, trismus gibi
noéromuskuler bozukluklar, genellikle hastaligin baglangic doneminde g6zlenmekte ve uzun
siire devam edebilmektedir. Norolojik bulgular ve semptomlar, hastalarin %3-46’nda
gozlenmektedir. Erken dénemde antihelmintik ve glukokortikoid tedavisi alan hastalarda

nadir olarak rastlanir (Pozio ve ark., 2003b).

Iyilesme dénemi

Infeksiyonun iyilesme dénemi 5-7. haftalarda baslar. Bu doneme gegis tipik semptomlarin
kaybolmas: ve laboratuar degerlerinin normale dénmesi ile olur. Bu dénem siklikla kronik
yorgunluk ve kalic1 kas agnlan seklinde devam eder. Nérolojik komplikasyonlarin gozlendigi
hastalarda 4.ve 8. haftalar arasinda CT ve MRI da gozlenen anormallikler kaybolur, fakat
konflizyon, depresyon ve motor problemler devam edebilir (Kociecka, 2000; Pozio ve ark.,

2003b).

Kronik trichinellosis

Kronik trichinellosis, ¢ok iyi tanimlanmis olmasa da genel olarak akut infeksiyon sonrasi 6.
ay1 ve ileriki donemi belirtmektedir. Kronik trichinellosisli hastalarda kronik miyalji, asir
terleme, depresyon, paranoya gibi semptomlar akut safhadan sonra aylarca ve hatta yillarca

devam edebilmektedir. Ozellikle siddetli infeksiyonlardan sonra gériilen bu semptomlar daha
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¢ok, erken donmemde tedavi almayan veya hi¢ tedavi uygulanmamis hastalarda
gozlenmektedir. Akut infeksiyondan 10 yil sonra bile devam eden kas giigsiizliigii,
konjuktivit, bozulmus koordinasyon ve IgG yiikseklikleri bildirilmektedir. Klinik semptom ve
belirtiler vermeyen bir hastanin kasinda, infeksiyondan 39 yil sonra canli larvalarn
bulundugu ve kasta yasayan bu larvalara bagli olarak inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
biyoelektrik bozukluklarin gézlendigi bildirilmistir (Harms ve ark., 1993; Froscher ve ark.,

1988).

8. TANI

Trichinellosis tanisinda agagidaki kriterler goz 6niine alinmalidar.
1- Epidemiyolojik anamnez (infeksiyonun kaynagi, yenilen infekte etin miktari, infekte etteki
larva say1s1, epidemik bolgedeki hasta sayisimn belirlenmesi)
2- Klinik degerlendirme (akut dénem bulgu ve semptomlarinin var olup olmadigmn
belirlenmesi, tedavi segimi igin 6nemli olan hastalik siniflandirmasinin yapilmas)
3- Laboratuvar testleri
a- Periferik kanda 16kosit, eozinofil varlig
b- Konfirmasyon (lokosit ve eozinofilden bagka)
c- Serolojik tam
4- Kas biyopsisi gosterilmektedir.
Gerek salgin, gerekse sporadik vakalar seklinde gozlenen insan akut trichinellosis olgularinin

tanisinda ve degerlendirilmesinde; algoritma, degerli bir rehber olarak kullanilir (Tablo 3).

29



Tablo 3 : Akut trichinellosis giipheli bir hastada kullanilan tam algoritmasi (Pozio ve ark., 2003b).

Grup Karakteristik 6zellikler

A Ates,

Yiiz ve/veya gbz 6demi,
Miyalji

B Norolojik bulgular,
Kardiyolojik bulgular,
Konjuktivit,

Subungal hemorajiler,

Kuten6z ras,

Diyare

C Eozinofili (>1000/mm”)

Total IgE dlizeylerinde ytikseklik,

Kas enzimlerinde yiikselme

D Pozitif seroloji (yitksek spesifiteli bir testle belirlenmis),

Serokonversiyon,

Pozitif kas biyopsisi

Degerlendirme:

Cok az olas1 : Bir A veya bir B veya bir C

Siipheli Olgu : Bir A +bir C veya
iki B + birC

Olasi Olgu :UgA+birC

Kuvvetle Olas1 Olgu :UgA+ikiC

Kesin Olgu : Ug A +iki C + bir D veya
Bir A + bir C + bir D veya
Bir B +bir C + bir D

TRICHINELLOSISDE LABORATUVAR
Biyokimyasal Testler

Lokositoz ve eozinofili:

Trichinellosisde tipik olarak l6kositoz goriiliir. Lokosit sayis1 15.000-30.000/mm? diizeylerine
ulasabilmektedir. Lokositoz hastaliin erken déneminde ortaya ¢ikar ve 2.-5. haftalar arasinda
huzl bir ylikselme gosterir. Klinik semptomlarin kaybolmasiyla birlikte eosinofil oranlarinda

diisme olmaksizin 16kosit sayisinda bir gerileme gozlenir (Capo, 1996; Kociecka, 2000).
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Eosinofili, hemen hemen tiim trichinellosis infeksiyonlarinda gozlenen bir bulgudur.
Genellikle hastalik belirtileri ve klinik tablo ortaya ¢ikmadan kendini gosterir. Hastahgin 2.-5.
haftalar arasinda yiikselis gostererek, 1000-19000/mm’® diizeylerine ulagir. Kan eozinofil
diizeylerindeki diismeler yavas bir sekilde olur ve 3 aya kadar yiiksek kalabilir. Eozinofil
diizeyleri ile hastaligin klinigi arasinda bir korelasyon gosterilememekle birlikte ¢ok siddetli
infeksiyonlarda eozinopeni goriilebildigi bildirilmistir. Bunun mekanizmasi tam olarak
acitklanamasa da kan diizeylerinde degisim gozlenen GM-CSF ve IL-3 gibi baz: sitokinlerin

eozinopeni mekanizmasinda rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (Kociecka, 2000).

Kas enzimleri

Trichinellosis esnasinda basta kreatin fosfokinaz (CPK), laktat dehidrogenaz (LDH), aldolaz
ve aspartat aminotransferaz (AST) olmak {izere, tiim kas enzim aktivitelerinde yiikselme
goriilir. Hastalarin yaklagik %75-90’1inda infeksiyonun 2. ve 5. haftalan arasinda serum CPK
aktivitesinde ylikselme (1-10kat) gézlenir. Serum CPK diizeyleriyle, infeksiyonun klinik
siddeti arasinda bir iligki bulunamamustir, fakat kas agrilarinin yogunluguyla CPK diizeyleri

arasinda bir korelasyon oldugu diistiniilmektedir (Pozio ve ark., 2003b).

Hastaligin 1. ve 6. haftalar1 arasinda serum LDH diizeylerinde yiikselme goriiliir. Fakat bu
yiikselmeler CPK oranlariyla kiyaslandiginda daha diisiiktiir ve infeksiyonun siddetiyle bir
korelasyon gostermemektedir. Serum AST diizeylerinde yiikselme her trichinellosis

infeksiyonunda gozlenmese de, tamda diger enzimlerle birlikte kullamlabilmektedir

(Kociecka, 2000).
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Serolojik tanm

Testlerin performansin etkileyen faktorler

a- Antijenin dogasi

Trichinella antijenleri koken aldiklann yerlere gore surface (ylizey), somatik ve
ekskretuar/sekretuar (ES) antijenler olarak simflandinlirlar. Yiizey antijenleri, esas olarak dis
kutikiil kaynaklidirlar. Somatik antijenler ise, parazitin i¢ ve dis yapisal organelleriyle iliskili
olup ortaya ¢ikabilmesi igin parazitin 6lmiis olmasi gerekmektedir. ES antijenleri stichosomun

ekskretuar graniillerinden sahinirlar (Dea-Ayuela ve ark., 1999).

Testlerde kullamilan antijenleri elde etmek igin genellikle kaslardaki larvalar (ML)
kullanilmaktadir. Diger iki parazit sgekli (eriskin, yeni dogan larva) ise plirifiye

edilmelerindeki zorluklar nedeniyle daha az tercih edilmektedir.

Kas larva antijenleri, giiniimiizde TSL-1 den TSL-8 kadar olmak {izere sekiz ana grupta
toplanmaktadir. TSL-1 antijenleri, yapilarinda bulunan karbonhidrat epitopu (tyvelose)
nedeniyle immun sistem tarafindan oldukga iyi tanimlandiklan i¢in son derece 6nemlidirler
(Ortega ve ark.,1996). Bu yiizden TSL-1 antijen ailesini iceren ES ve larva yiizey antijenleri,

serolojik tani testlerinde daha sik tercih edilmektedir (Gamble ve ark.,1983).

Solubl antijenler (surface-somatik):

Piirifiye edilmis kas larvalarim direkt olarak birgok kez dondurup-¢6zme ve homojenize etme
islemi sonrasinda elde edilirler. Agir partikiillerin 100.000 g’ de 10 dakika santrifiij
edilmesinden sonra elde edilen siipernatant, krut solubl antijenleri igermektedir. Bu gibi

antijenler, ELISA testi i¢in ¢ok spesifik sonuglar vermemesine ragmen Wb veya
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hemagliitinasyon testlerinde kullamlabilecegi bildirilmektedir (Dea-Ayuela ve ark., 1999;

Patrascu ve ark., 2001).

Ekskretuar -sekretuar (ES) antijenler:

Canli piirifiye kas larvalarinin antibiyotikli kiiltiir besiyerleri i¢inde bekletilmesi esnasinda,
larvalar tarafindan ES iiriinler ortama salinir. ES antijeni krut solubl antijenlere oranla daha az
duyarhilikta olmakla birlikte daha spesifiktir. Tiirler arasinda ¢ok diisikk capraz reaksiyon

gostermesi, ES antijeninin kullanimim arttran diger bir faktordiir (Gamble ve ark., 1996).

b- Antikor yanit1 olusum siiresi

Trichinella invazyonunun erken evresinde antikor yamitimn gosterilemedigi bir “pencere
dénemi” bulunmaktadir (NSckler ve ark., 1995; Nockler ve ark., 2000). Trichinella’ya kars1
olusan antikor yaniti, genellikle duyarlilig: yiiksek testlerle infeksiyonun 1. haftasinda ortaya
konabilmektedir.

Konagin diisiik viriilanstaki Trichinella suslanyla (7. britovi) veya diisiik sayida larva ile
infekte oldugu durumlarda, serolojik testlerle yalanci negatif sonuglar elde edilebilir (Gamble,

1996; 1998).

* Antikor aranmasi ile ilgili testler:

Trichinella antijenlerine karsi olugmus antikorlari aramaya yonelik testler basaryla
kullanilmaktadir. Bu testler arasinda Indirect Fluorescence Antibody Test (IFAT), Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Competetive Inhibition Test (CIA), Immunoblotting
(IB) veya Western Blotting (Wb), Complemant Fixation Test (CFT),
Counterimmunoelectrophoresis (CIE) ve Latex Agglutination gibi teknikler yer almaktadir

(Kociecka, 2000).
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Giiniimiizde yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olan ELISA ve Immunoblotting testleri sik
olarak kullanilmaktadirlar. IFAT, CFT ve hemaglutinasyon testleri gibi indirekt tan1 testleri,
gerek ozel ekipman ve ozellikli personel gerektirmeleri, gerekse standartizasyon zorlugu

nedenlertyle ¢ok tercih edilmeyen testlerdir (European Commission, 2001).

ELISA testi, giiniimiizde ELISA-IgG ve ELISA-IgM testleri trichinellosisin serolojik
tamsinda en ¢ok kullamlan serolojik testler konumundadir. Ozelikle ELISA ve IFAT lerinin
birlikte kullammi, gerek klinikte, gerekse epidemiyolojik aragtirmalarda oldukga glivenilir

sonuglar verebilmektedir (Feldmeier ve ark., 1987; Dupuoy-Camet ve ark.,1988).

ELISA testi kullanilarak kandaki Trichinella spesifik IgG, IgM ve IgE tipi antikorlar1 son
derece hizli bir sekilde saptanabilmektedir. Bu sekilde 100 gram dokuda birden daha z
larvanin oldugu infeksiyonlarin bile tanimlanabildigi belirtilmektedir (Nockler ve ark., 2000).
ES antijeni kullanarak hazirlanan IgG-ELISA testinin duyarhiliginin %100, IgM-ELISA
testinin duyarhiliginin %93.33 ve IgE-ELISA duyarlilginin ise %100 oldugu bildirilmektedir.
Insan trichinellosisinde infeksiyondan 1 ay sonra maksimum duyarlibk elde edilebilecegi

belirtilmistir (Morakote ve ark., 1991).

Capture ELISA, yontemi ile dolasimdaki antijenler de saptanabilir. Fakat yOntemin bu
amagla kullanimi birkag¢ konak tiirii (insan, fare) i¢in stmrlanmig olmast nedeni ile sik olarak

kullaniimamaktadir (Dubenski ve ark., 1994).

CIA ve immunoblotting yontemleri ise spesifik antikorlar1 tamimlayabilen olduk¢a spesifik

ve sensitif serolojik teknikler olmalarina kargin teknik zorluklar nedeni ile yalmzca dogrulama

testleri olarak kullamlirlar. Bu yontemler, en ¢ok diger parazitik infeksiyonlarda ve otoimmun
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hastaliklarda olugan ve ayrica fosforilkolin antijenlerinin varliginda g6zlenebilen yalanci
pozitif ELISA sonuglarimin degerlendirilmesinde yararlanilan alternatif yontemler olarak

kullaniimaktadir (Kociecka, 2000).

Bugiin birgok laboratuvarda dogrulama testi olarak kullanilan Wb testinde antijen olarak ES
ve surface antijenlerinin kullanilabiliyor olmasi testin degerliligini daha da artirmaktadir.
Yapilan g¢aligmalarda infeksiyonun erken dénemlerinde ELISA testinin ¢ok duyarli olmadig,
bu dénemde Wb yonteminin ise bagariyla kullanilabilecegi bildirilmektedir. Mohannop ve
ark.,

ES antijenini kullanarak spesifik antikor yanitlarim infeksiyonun 2. haftasindan itibaren Wb

y6temiyle gosterebilmislerdir (Mahannop ve ark., 1992).

CIE ve latex agglutination testleri, 1 saatten daha kisa zamanda sonug verebilmelerinden

dolay1 lmzli tammlama gerektiren infeksiyon durumlarinda tavsiye edilen yontemlerdir.

Polymerase chain reaction (PCR), ilk kez Bandii ve ark., tarafindan 1993 yilinda, tek bir
Trichinella larvasi tanimlayabilen bir teknik olarak kullamma girmistir (Bandi ve ark.,
1983). Son 10 yildir PCR baglantili metodlar insan ve hayvanlardan elde edilen larvalarin
genotip tayininde, ayrica nadiren tam1 amaciyla viicut sivilarinda ve dokularda Trichinella
DNA’sm tespit eden bir yontem olarak kullanilmaktadir. Tan1 amaciyla PCR’dan, 6zellikle
immunsiipresif hastalarda, diger tekniklerin yetersiz kaldig: erken donemdaki hastalarda ve
forilkolin antijenlerine bagli olarak konvensiyonel antikor tarama testleri ile sonug

alinamayan durumlarda, yararlanilmaktadir (Pozio ve ark., 2003a).
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* Dolasimdaki antijenlerin aranmasi:

Kaslardaki Trichinella larvalarinin stichocytlerinden kaynaklanan 49 ve 53 kDa molekiiler
agirhigindaki antijenler, spesifik monoklonal antikorlar ve Radioimmun Assay (RIA)
kullanilarak tamimlanabilmektedir (Gamble ve ark., 1984). Dolasimdaki antijenlerin
saptanmasi parazitin varligm direkt olarak ispatlamasi agisindan olduk¢a 6nemli olmakla
birlikte hastalik ve konak reaksiyonu hakkinda yeterli bilgi vermemektedir. Diisiik miktardaki
antijenin saptanmasindaki zorluklar ve yogun antikor varliginda immun komplekslerin
olugsmasi, yontemin dezavantajlari olarak sayilmaktadir. Son zamanlarda bazi aragtirmacilarin
(Dubenski ve ark.,1994) gelistirdikleri dot-ELISA teknigi ile duyarlilik artirilmaya
calisilmigsa da bu teknik, trichinellosis tanisinda rutin olarak kullamilmamaktadir. Fakat
Ozellikle standart serolojik testlerin spesifik antikorlari saptayamadifi parenteral fazin

baslangicinda yararli olabilecegi bildirilmektedir (Nishiyama ve ark., 1992).

Kas biyopsisi:

Kas biyopsisi gerek parazitin kendisini, gerekse parazite bagli olusmus histokimyasal
degisiklikleri gbstermesi bakimindan son derece Onemli bir direkt tam aracidir. Biyopsi
materyalinin agrili kastan alinmas: tercih edilmelidir. Cogu zaman hastanin deltoid kasindan
alinan 0.2-0.5 gr kas dokusunun, inceleme yapilincaya kadar higbir fiksatif kullanmadan

sadece serum fizyolojik iginde bekletilmesi nerilmektedir (Pozio ve ark., 2003b).

- Direkt Parazitolojik Inceleme :
Alinan kesitsel doku &rneklerinin, trisinoskop altinda (trigsinoskopi) veya lam-lamel arasinda
direk mikroskop altinda incelenmesi seklindedir. Larva sayismin az oldugu veya larvanin

kendi etrafina kivrilmasinin gerceklesmedigi erken donemde ve ayrica kapsiile olmayan
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tirlerin tanisinda, kas fibrilleriyle larvanin ayut edilememesi nedeniyle trisinoskopi
onerilmemektedir (European Commission, 2001).

Aktif digestion teknigi ile larvalarin serbest kalmasi ve daha kolay tamumlanmas:
saglanmaktadir. Bu teknigin mikroskobik incelemeye gore daha duyarli oldugu, ancak
immatlir larvalarin yiiksek pargalanma riski tagimasindan dolayr dikkat edilmesi gerektigi

bildirilmektedir.

- Histolojik inceleme :

Infekte kas dokusu, Hematoksilen-Eosin boyasi ile boyanarak histolojik olarak incelenir.
Cesitli gelisim evresindeki larva fragmanlarin, kapsiil ve onun destriikksiyon bulgularini, kas
hiicresindeki bazofilik transformasyonu ve hiicresel infiltrasyon kompozisyonunu tanimlamasi
yOntemin dnemini artirmaktadir. Bazofilik transformasyon ozellikle larvamn gésterilemedigi
durumlarda bile tam kriteri olarak kullanilmaktadir (Gabryel ve ark., 1995). Tiim bunlarin

yaninda histolojik kesitlerin yiiksek kalitede olmasi gerekmektedir.

Direkt tam metodu olan kas biyopsisi ile en ¢ok kullamilan diger indirek metodlarmn

infeksiyonu saptama agisindan kargilagtirmalari agagida gosterilmistir (Tablo 4).

Tablo 4 Farkh tam: tekniklerinin bir gram dokuda saptayabildigi larva sayis1 (European Commission, 2001)

Larva sayis/gram Kullamlan teknik
3 Trisinoskopi (Sadece kapsiilasyon gosteren tiirler igin)
1 Digestion metodu
0.1 IFAT
0.01 ELISA antijen arama
0.01 ELISA antikor arama
0.001 PCR
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9. AYIRICI TANI

Ozellikle trichinellosisli sporadik vakalarda ve atipik olgularda, taminin dogru olarak

konulmasi, erken ve uygun tedavinin uygulanmas: agisindan oldukca 6nemlidir.

Periokuler 6dem, fasiyal 6dem ve ateg gibi semptomlarin goriildiigti akut glomerulonefrit,
serum hastalif1, dermatomyozit gibi hastaliklarla ve ilaglara, allerjenlere kars1 gelisen toksiko-
allerjik reaksiyonlarla trichinellosisin ayirici tamisim yapmak Snemlidir. Siddetli bas agrisi,
cene Kkilitlenmesi, trismus, konflizyon, ansefalopati ve atesle seyreden diZer nérolojik
infeksiyonlar yine trichinellosis ile karigtirilmamas: gereken klinik bulgulardir. Kaginti ve
eosinofiliden bagka bulgunun olmadig1 vakalarda, trichinellosisin toxocariasis ve fascioliasis

gibi paraziter hastaliklardan ayirt edilmesi gerekir (Kociecka, 2000).

Periokiiler 6demin bulunmadigi, nérolojik bozukluklarla, 16kopeni ve eozinopeni ile seyreden
ve immunsiipresyondan dolay1 antikor yanitinin da olugmadig siddetli infeksiyonlarda yanlis
tan1 konulabilmektedir. Bu sekildeki infeksiyonlarda kas biyopsisi en degerli tami araci
konumundadir. Kas dokusunda Trichinella larvalarimn veya bazofilik degisikliklerin

tanimlanmasi kesin tani igin ¢ok degerlidir (Kociecka, 2000).

10. TEDAVI

Trichinellosisin etkin  tedavisinde antihelmintik, glukokortikoid, immunomodiilatér ve

protein-elektrolit igeren ilaglar kullanilmaktadir.

Antihelmintik tedavinin erken donemde baslanmasi son derece onemlidir. Infeksiyonun

ozellikle ilk 3 giiniinde kullanilmas1 gastrointestinal liimenden Trichinellanin erken ve etkin

bir gekilde elimine edilmesini saglamakta ve bu sekilde muskuler invazyonun gelismesi,
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hastalipmn ilerlemesi ©nlenebilmektedir. En tercih edilen antihelmintik ilaglar arasinda
benzimidazol tiirevleri (albendazol, mebendazol, tiabendazol), pirantel ve bu ilaglarin
kombinasyonlar1 bulunmaktadir (Kociecka, 2000). Akut trichinellosis tedavisinde mebendazol
400mg/giin, 10 giin siireyle veya albendazol 15kg/giin, 10-15 giin stireyle kullanilabilir.
Mebendazol ve albendazol erigkinlerde ve 2 yag tUstii gocuklarda kullamilabilirken,

hamilelerde kontrendikedir (Kociecka, 2000).

Tiabendazoliin 5 giin siire ile 50 mg/kg/G olacak sekilde uygulandiginda en etkin ilag olarak
degerlendirildigi ¢alismalara rastlanmaktadir. Ancak tolere edilemeyen yan etkileri (basagrisi,
bulanti, vertigo) nedeniyle pek fazla tercih edilmemektedir. Hamile kadinlar, ¢ocuklar, bobrek
ve karaciger hastalign olanlarda kontrendikedir (European Commission 2001; Kociecka,

2000).

Pyrantel, parazitin sinir uglarindaki iletiyi bloke ederek ve parazit kaslarninda paralizi
yaratarak etki eden bir ilagtir. 10-20mg/kg tek doz tedavi 2-3 giin sonra tekrarlanarak

uygulanir. Pyrantel, hamilelerde ve gocuklarda giivenle kullamlabilmektedir(Kociecka, 2000).

Glukokortikoidler, infeksiyonun akut doneminde diger antihelmintik ilaglarla birlikte
kullamilmaktadirlar. Glukokortikoidlerin, dokularda larva invazyonu sonucu gelisen
enflamasyonun yan etkilerini azaltmasi yaninda vaskiilit, myosit ve hipereosinofili kaynaklt
zararli etkileri ortadan kaldirdigi Dbilinmektedir. Bu nedenlerden dolay1 6zellikle
kardiyovaskiiler ve nérolojik komplikasyonlarin énlenmesine yonelik olarak, hastaligin akut
doneminde sikga tercih edilmektedirler. Glukokortikoidler 30-60mg/G, bolinmiis dozlar
seklinde 10-14 giin siireyle uygulanir. Tedavi kesildikten sonra niiksler goriilebilir. Uzun

sitireli tedavi 6nerilmemektedir (Pozio ve ark., 2003b).
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Ozellikle siddetli trichinellosis infeksiyonlarinda ve immunsiipresyon durumlarinda tedaviye
immounomodiilatér ilaglarin eklenmesi tavsiye edilmektedir. Bu amagla timus faktor-X,
levamisol ve L- tetramisol HCL en sik kullanilan farmakolojik ajanlar arasinda yer almaktadir

(Kociecka ve ark., 1989).

» Akut trichinellosisin tedavi ve izlemi
Akut trichinellosisin tedavi ve izlemi hastalifin siddetine gore degismekte olup, su sekilde
diizenlenir (Kociecka, 2000);

Asemptomatik hastalar

1- Yalnizca antihelmintik tedavi,

2- Periferik kanda l6kosit ve eosinofil izlemi,

Hafif seyirli veva abortif hastalar

1- Antihelmintik tedavi,
2- Endikasyona gore salisilat eklenmesi (glukokortikoid kullanilmaz),

3- Gerekirse hospitalizasyon,

Orta derece ve siddetli infeksivonu olan hastalar

1- Zorunlu hospitalizasyon,

2- Antihelmintik tedavi,

3- Glukokortikoid uygulanmasi,

4- Sivi-elektrolit agiginin kapatilmasi,

5- Analjezik ilag kullamimu,

6- Immunsiipresyon ve siddetli infeksiyon halinde immunomodulatér ilaglarn

uygulanmasi.
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Hamilelerde
1- Hastalik sekli ve siddeti ne olursa olsun hospitalizasyon,
2- Intestinal limenden emilmeyen antihelmintiklerin (Pirantel, 10mg/kg/1-3 giin)

kullantm

11. KORUNMA

Trichinellosisten korunma yollar1, infekte etlerdeki Trichinellalarin eradike edilmesi , tiiketici
ve avcilarin egitimi ve Ozellikle domuz giftliklerinin kontrolii bagliklar1 altinda

genellendirilebilir.

Infekte etlerde Trichinella eradikasyonu

Infekte etlerdeki larvalarin mikrodalga firinda pisirme, tiitsiileme ve kurutma ile tamamen
ortadan kaldirilamadigi belirlenmistir (Murray ve ark., 1998; Gamble ve ark., 2000). Bu
infeksiyonu onleyebilmek i¢in Trichinella ile infekte et {irlinlerinin dondurulmasi ve en az
71°C°de (160°F) pisirilmesi 6nerilmektedir (Gamble ve ark., 2000).

Dondurma isleminin;

- kalinlig: 15 cm e kadar olan et pargalan igin; -15 °C de 20 giin, -23 °C de 10 giin, -29 °C de
6 giin,

- kalinligh 15-70 cm olan et pargalar i¢in ise: -15 °C de 30 giin, -25 °C de 20 giin ve -29 °C de
12 giin olarak yapilmasi tavsiye edilmektedir (European Commission, 2003; European

Commission, 2001).

Ciftliklerin kontrolii

Trichinellosisin evcil ¢iftlik hayvanlarina gegisinin 6nlenebilmesi ve bu hayvanlarin kontrolii
oldukca 6nemli goriinmektedir. Uluslararas1 Trichinella Komisyonu (International Trichinella

Comisssion, (ITC)) tarafindan uygulanmasi 6nerilen 6nlemler asagida bildirilmigtir.
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. Ciftlik hayvanlari (domuz, at vb.) ile vahsi hayvanlar ve ev hayvanlar temasin

onleyecek etkili bariyerlerin olusturulmasi,

Domuz vb. ¢iftlik hayvanlarimin ¢ig 6lii hayvan artiklan ile beslenmesinin Snlenmesi
Konak olabilecegi bilinen kemiricilerin kontrolii,

Olmiis ¢iftlik hayvanlarinin  yakma, goémme gibi uygulamalarla ortamdan
uzaklagtirilmasi,

Ciftlikteki hayvanlarin rutin olarak; yeni gelen hayvanlarin ise Trichinella igin
endemik olmayan bolgelerden gelmeleri halinde bile en az 3 hafta boyunca serolojik

izlemlerinin yapilmasi.

Tiiketici ve avcilarin egitimi

Uluslararas1 Trichinella Komisyonu her ne kosulda olursa olsun ¢i§ ya da az pismis

domuz, at ve diger av hayvanlarinin tiiketilmesi Onermemektedir. Burada alinacak

6nlemler sunlardir;

1.

3.

Bu infeksiyondan korunma yollarimn insanlara ogretilmesi amaciyla egitim
galigmalarinin yapilmasi (Murray ve ark., 1998),

Hifsisihha kanunlarinin kontrolsiiz av hayvanlarinin avlanmasi, kesilmesi ve satilmasi
konusunda diizenlenmesi,

Avcilarin bilgilendirilmesi ve 6zellikle av hayvanlarinda bulunan Trichinella tiirlerinin
donmaya direngli oldugu konusunun vurgulanarak anlatilmasi1 (Despommier, 1998;
Murrell ve ark., 2000),

Vahsi hayatta avlanan av hayvanlarinda aragtirma yapacak enstitiilerin kurulmasi
tesvik edilmelidir. Ozellikle yaban domuzu gibi av hayvanlarinin, insanlara ve evcil

domuzlara infeksiyon etkenlerini bulagtirmada ¢ok 6nemli rol oynamasi, Almanya,
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Italya ve Rusya gibi iilkelerde vahsi hayatta avlanan av hayvanlarinda arastirma
yapacak enstitiilerin kurulmasinm zorunlu hale getirmistir.
5. Cig et ve mamiillerinin agikta ve kontrolsiiz olarak satilmasinin engellenmesi ve buna

dair gerekli kanunlarin ylirtirliige sokulmasi

Tirkiye’de saptanan Trichinella tiriintin 7. britovi olmas1 ve bu tiirlin yabani hayvan
etlerinden kaynaklanmasi nedeni ile, bu infeksiyonun 6nlenmesi i¢in 6zellikle yabani
hayvan etlerinin tiiketilmesine y6nelik ¢alismalarin yapilmasi iilkemiz agisindan oldukga

Onemlidir.
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GEREC VE YONTEM

1. Hasta ve kontrol grubu serumlar

Calisma grubu olarak, Izmir’de 2004 Ocak ayinda meydana gelen trichinellosis salgim
esnasinda, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Parazitoloji Anabilim Dali
Seroloji Laboratuari’na trichinellosis siiphesiyle bagvuran 39 kisinin serum 6rnekleri alindi.
Kontrol grubu olarak ise 3’ii toxocariasis pozitif, 2’si fascioliasis pozitif wve 6’s1 saglikli
olmak {izere toplam 11 kiginin serumlar1 dahil edildi. Toxocariasis hastalari ticari IBL
Toxocara-1gG ELISA kiti ile, fascioliasis hastalar ise F. hepatica ES tiriinlerinin kullamidig:
in-house ELISA ile, onceki rutin c¢aligmalar esnasinda tespit edildi. Tim serumlar

¢aligilincaya kadar -20 °C’de saklanda.

2. Kullanilan Testler

Serum Ornekleri, Enzim Linked Immunsorbent Assay (ELISA), Western Blotting (WDb)
serolojik yontemleri ve ticari Cypress IgG-ELISA kiti ile anti-Trichinella IgG antikorlari

yoniinden incelendi.

3. Serolojik Testlerde Kullamilmak Uzere Antijen Hazirlanmasi

Serolojik testlerde kullanilacak T. spiralis larvalan ve ekskretuar/sekretuar (ES) antijenleri,
Uluslararas: Trichinella Komisyonu tarafindan 6ngorillen yontem (European Commission,

2002; Pozio ve ark., 2002; Gamble ve ark., 1983) uygulanarak elde edildi. Ancak antijen



konsantre etme diizenegi, laboratuvarimizda bulunmadigi igin Wb ve ELISA testlerinde
kullanilan piirifiye Trichinella ES antijeni, Uluslararas:t Trichinella Referans Merkezi’nden
saglandi (Trichinella International Reference Centre, Istituto Superiore di Sanita, Roma).
Kendi laboratuvarimizda 7. spiralis larvalarindan elde ettigimiz ES antijeni konsantre

edilmeden ELISA testinde kullanildiginda piirifiye antijen ile benzer sonuglar tespit edildi.

T. spiralis larvalarinn elde edilmesi

..........................................................

Pepsin 5gr
HCL (%37 lik stok) 27 ml
Cesme suyu 21t
karistirilarak hazirlandi.

a- Siganlara (Rattus norvecigus, Wistar albino) 7. spiralis larvalar iceren etler, gavaj
yoluyla veya yedirmek suretiyle  verilerek, siganlarin enfekte olmalar saglandi.
Yaklagik 3 hafta sonra siganlar sakrifiye edildikten sonra agilarak, i¢ organlari, derisi ve

bas1 uzaklastinldi.

b- Hayvanin kalan kismu makas yardimyla kiigiik parcalara ayrildi. Bu pargalar, bir blendir
igerisine konularak, iizerine 6nceden 48 °C’ye getirilmis digestion soliisyonu (%1 lik
pepsin-HCL) azar azar ilave edildi ve kaslar homojen hale gelene dek blendir ¢aligtirildi

(100gr’ ik Ornek yaklagik 21t soliisyon iginde).

¢c- Cam balona alinan bu karigim 37 °C’lik ortamda manyetik karigtirict kullanilarak 30-45

dakika inkiibe edildi ve béylece larvalarin kapsiil digina ¢ikmasi saglandi.

d- Inkiibasyon sonunda soliisyonun {iizerine ¢esme suyu ilave edildi ve 20-30 dakika

bekleme periyodunu takiben siipernatantlar vakum pompasi yardimiyla uzaklastirildi.
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Bu yikama iglemi 10-15 kez tekrarland1 ve boylece saf T. spiralis larvalarmmn elde

edilmesi saglanmg oldu.

Ekskretuar/sekretuar (ES) antijeninin elde edilmesi :

-4
'

Piirifiye edilmis larvalar penisilin(5000/ml)-streptomisin(500ug/ml) iceren serum

fizyolojik (%0.85) sollisyonu iginde ii¢ kez daha yikandi.

Larvalar penisilin (5000/ml) ve streptomisin (500ug/ml) iceren Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) iginde tekrar birkag¢ kez yikandiktan sonra 5000/ml larva
olacak sekildle DMEM (IM HEPES, 200mM L-glutamin, 50000/ml penisilin-

streptomisin) ile resiispanse edilerek 25 cm? lik kiiltiir flasklarmna (Falcon) alind1.

Flasklar %5 CO; ve 37 °C kosullarinda 18 saat inkiibe edildikten sonra siipernatant

toplandi ve 0.2 um filtre yardimiyla filtre edildi.

Stipernatant Amicon® basingl konsantrasyon cihazi kullarularak 100 kez konsantre
edildikten sonra 260 nm ve 280 nm dalga boyunda optik dansite Slglimii yapildi ve

protein konsantrasyonu degerlendirildi.

280 nm/260nm degerinin 1.2 den biiyiik olmasi durumunda elde edilen ES iirtinleri,

antijen olarak testlerde kullanildi.
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4. Serolojik Testler ve Uygulanmasi

4.1. TRICHINELLOSIS STANDART ELISA TESTI

Tampon ve soliisyonlar

Karbonat Buffer

0.1M Na,COs 10.6 g/LL
0.1 M NaHCO; 8.4 g/L
Na;CO;3 kullanilarak pH 9.6’ya ayarlandi.

PBS

NaH,PO4 0.44gr

K,HPO4 2.40gr

NaCl 17.00gr

Distile su 2000m!’ye tamamlandi.

Tiim maddeler tamamen karigtirildiktan sonra pH 7.4’e ayarlandi.

Yikama soliisyonu (PBS-T)

1000 ml PBS igine 0.5 ml Tween-20 ilave edilerek hazirlandi.

Bloking soliisyonu

Bovin serum albumin(BSA) lgr
PBS-Tween 20 1000ml
kangtirilarak hazirlandi.

Konjuge

Goat Anti-Human IgG (peroxidase ile isaretli)
Substrat

3,3’, 5,5°-Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate System
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Testin Hazirlanmas: ve Uygulanmasi

a- ES antijeni Spg/ml olacak sekilde karbonat buffer iginde sulandirildiktan sonra, her
cukura 100p1 konulmak suretiyle ELISA plaklar1 (Nunc® MaxiSorp) kapland:. Plaklarin

lizeri parafilm ile kapatilarak 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.

b- Antijen kapl plaklar, etiivden cikarildiktan sonra, ters gevrilmek suretiyle bogaltild:.
Her gukura 200ul bloking solusyonu konularak 37 °C’ de 1 saat bekletilerek bloking

islemi yapilda.

¢~ Serum sulandirmasi igin master blogun her ¢gukuruna 990ul PBS-Tween20 (PBS-T) ve
tizerlerine negatif kontrol, pozitif kontrol ve hasta serumlarindan 10pl eklenerek, 1/100

seklindeki serum diliisyonlar1 elde edildi.

d- Her hasta igin ¢ift gukur ¢alisildi. Hazirlanan 1/100 diliisyondaki serum 6rneklerinden

100pl, antijen kapli plaklara aktarildiktan sonra 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edildi.

e- Etiivden ¢ikarilan plaklar ters gevrilmek sureti ile bosaltildi. PBS-T’den her gukura
200l konularak 5 dakika beklendi. Siire bitiminde plaklar ters gevrilmek suretiyle

bosaltildi. Bu yikama islemi iki kez daha tekrarlanda.

f- Optimal diliisyonda (1/1200 diliisyonda) PBS-T ile sulandirilan, hydrogen peroxidase
ile igaretli goat anti-human IgG konjuge, plagin her ¢ukuruna 100 pl olacak sekilde

aktarildi ve plaklar tekrar oda 1s1sinda 30 dk bekletildi.

g- Plaklar etiivden ¢ikarildiktan sonra daha Once bahsedildigi sekilde 2 kez PBS-T ile ve

son olarak bir kez PBS ile yikand.
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h- TMB Peroxidase Substrat System’den her ¢ukura 100ul konuldu ve reaksiyon 15 dk
sonra 1 N HCL den 100ul ilave edilerek durduruldu. Olusan renk degisikligi, ELISA

okuma cihaziyla 450 nm‘de degerlendirildi.

i- Testin Degerlendirilmesi:
A= (negatif kontrollerin OD ortalamasi — blenk ¢ukurlarin OD ortalamasi) x 2

B= (negatif kontrollerin OD ortalamas1 — blenk gukurlarin OD ortalamasi) x 3
. Negatif sonug ; Hasta serum OD < A ise
. Ara pozitif sonu¢ ; A<Hasta serum OD <B ise

. Pozitif sonug ; Hasta serum OD > B ise

4.2. TICARI ELISA KIiTi

Tiim serum Ornekleri Cypress ticari [gG-ELISA kiti ile 1/100 diliisyonda, iiretici firma
prosediirlerine uyularak g¢alisildi ve degerlendirildi (Cypress Diagnostics, Langdrop,

Belgika).

4.3. SDS PAGE ve Wb TESTI

Test iki basamaktan olugmaktadir.

1. Sodium Dodecyl Sulphat Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)
Yontemi: Bu yontem ile 6nceden elde edilen ES antijeninin, SDS igeren jel sistemi ve

elektroforez yardimi ile protein fraksiyonlarina ayrilmasi saglandi.
2. Western Blotting Testi: Ayrismus antijenik fragmanlarin nitroselliiloz membrana

aktarildiktan sonra serum Ornekleri ile reaksiyona girmesi saglanarak, Trichinella

spesifik IgG antikorlarinin varlig: aragtirildi.
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I- SDS-PAGE YONTEMIi

ES antijen proteinlerinin molekiil agirliklarina gore ayrigtirilmasi amaciyla yapildi

(Laemmli, 1970).

Test icin gerekli olan aletler

- Mini Trans-Blot Elektroforetic Transfer Cell sistemi

- Glig kaynagi
- Calkalayici

- Sicak su banyosu

Test icin gerekli olan bufferlar
1M Tris:

Trisma base 121,14 gr
Distile su ile 1000mI’ye tamamlandiktan sonra pH’ 1 6,8’¢ ayarlandi.

%?2 Bromphenol blue

Bromphenol blue 0,2 gr

Distile su 10 ml iginde ¢6ziilerek hazirlandi.

Ammoninm persulfate % 10

Ammonium persulfate 0,1 gr
Distile su 1 ml
icinde ¢oziilerek hazirlandi ve hazirlandiktan sonra hemen kullanlds.

Seperation buffer

Trisma base 43 gr
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Trisma base yaklagik 50 ml distile su i¢inde eritildikten sonra pH 8,8’e (saf HCI ile)
ayarlandi.

SDS 1gr

SDS yaklagik 10 ml distile suda eritilerek, daha 6nce hazirlanmis Tris soliisyonuna
eklendi. Trisma base-SDS karigimu distile su ile 125 ml’ye tamamland: ve buffer oda

1s1sinda saklandi.

Stacking buffer

Trisma base 6,06 gr
Az miktarda distile su iginde eritildikten sonra pH’s1 HCI ile 6,8’e ayarland.
SDS 0,4 gr

Az miktarda distile su i¢inde eritilerek hazirlanmig Trisma base solusyonu iizerine
eklendi. Daha sonra Trisma base-SDS karigimi distile su ile 100 ml’ ye tamamlanarak

Stacking soliisyonu elde edildi. Bu buffer oda 1sisinda bir ay stire ile saklanabilmektedir.

Sample buffer

IM Tris 12,5ml
%10 SDS 40 ml
Glycerol 20 ml

%?2 Bromphenol blue 2ml
Mavi renk olugana kadar NaOH ile pH ayarland1 ve tizeri 100 ml distile su ile
tamamlandi. Kullanilincaya kadar oda 1sisinda saklandi.

%10 SDS:
- SDS 10 gr
Distile su 100 ml

iginde tamamen eritilmek suretiyle hazirlandi.
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Elektrolit buffer x 5:

Tris 15 gr
SDS (Dodecylsulfat Natriumsalt) 5 gr
Glycine 72 gr
Distile su 1000ml

Tim maddeler distile su iginde tamamen eritildikten sonra pH 8,5°e¢ ayarlandi.

Soliisyon kullanilincaya kadar 4°C’ de bekletildi.

Seperasyon jeli (%10’luk):

Seperasyon jeli 50 ml’lik santiflij tiipti i¢inde hazirlandi.

Distile su 7,65 ml
Stacking buffer 5,00 ml
Acrylamide/Bis %30 6,60ml
TEMED 18 ul

%10 ammonium persulfate 130 ul

Seperasyon jeli hazirlanirken toksik maddeler kullanildig: i¢in ¢eker ocak iginde
¢alistidi. TEMED ve ammonium persulfate polimerizasyon islemini baslattig1 i¢in en
son olarak ilave edildi ve bu maddeler ilave edildikten hemen sonra jel dokme islemi

gergeklestirildi.

Stacking jel (%5’lik):

Distile su 2,90 ml
Stacking buffer 1,25 ml
Acrylamide/Bis %30 835ul
TEMED 5pul
%10 Ammonium persulfat 50 ul
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SDS TESTININ UYGULANMASI

Protein kontaminasyonunu 6nlemek igin testteki biitiin iglemler eldiven giyilerek yapildi

ve testte kullanilacak tiim malzemeler test 6ncesi etil alkolle iyice temizlendi.

Elektroforez aletinin, biri kalin digeri ince iki cam levhasi, birbiri ilizerine getirildikten
sonra mengene seklindeki alet yardimiyla diizgiin bir zeminde, dik olarak sehpaya

(casting stand) monte edildi.

Cam levhalar arasinda olugan bosluklar tamamen alkol ile doldurularak bosluk olup

olmadid: kontrol edildi. Takiben alkol kurutma kagidina emdirilerek uzaklagtirildi.

Separasyon jeli 50 ml tiip i¢inde hazirlandi ve hazirlanir hazirlanmaz cam levhalar
arasina hava kabarci3 kalmayacak sekilde bir pipet yardimyla dokiildii. Cam levhalar
arasindaki bogluk jelle % {ine kadar dolduruldu. Jelin hava ile temasimn kesilmesi igin

lizerine % 70’lik etil alkol dokiildi.

Polimerizasyon igin 30 dakika beklendi ve polimerizasyon isleminden sonra jelin

tizerindeki alkol kurutma kagidia emdirilerek alindi.

Hazirlanan stacking jel, seperasyon jelinin {izerine dokiildii ve hig¢ beklemeden bu jele
kullanim amacina uygun olarak tek disli tarak yerlestirildi. Bu islem esnasinda taragin
mutlaka stacking jel iginde kalmasina, seperasyon jeli ile temas etmesine ve jel ile tarak

arasinda hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi.

Stacking jelinin polimerizasyonu igin 20 dakika beklendi.

Bu bekleme esnasinda, 6nceden belirlenmis ideal oranlardaki ES antijeni ile sample
buffer 1.5 ml’lik ependorf tiip iginde hazirlandi (Bizim 6n ¢alisgmamiza gore 70 pl

antijen + 130ul sample buffer).
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On calisma;

Omek serumlarin ¢alisma asamasina gelmeden once Wb yonteminde kullamlacak
antijenin ideal sulandinm oram belirlendi. Bu o6n c¢alisma esnasinda farkh
sulandinimlarin elde edildigi ES antijeni ile sample buffer karisimlari, SDS-PAGE
yontemi ile caligildi. Bu yontemle yapilan analiz sonucunda hangi sulandirim
stitunundaki bantlarin ideal yogunluk olustuguna bakildi. Bantlarin net gériintiilerinin
elde edildigi slitundaki antijen sulandirimi “antijenin ¢aligma sulandirim” olarak kabul
edildi. Biz ¢aligmamizda 70 pl antijen + 130pl sample buffer seklindeki antijen

sulandirimunin Wb uygulamas: igin ideal olduguna karar verdik.

ES antijeni ile sample buffer igeren ependorf tiipiin kapagina, sicak etkisi ile olusacak
basincin 6nlenmesi amaciyla igne yardimiyla birkag delik agildi ve kaynayan su iginde 5

dakika bekletildi.

Tek kullanimlik olacak gekilde ependorflara béliinmiis olarak -20 °C’de bekletilen
marker (Prestained SDS-PAGE standart low range) birkag dakika oda 1sinda kaldiktan

sonra, bir pens yardim ile birkag kez kaynar suyun i¢ine daldirilip ¢ikarildi.

Stacking jelinin polimerizasyonu i¢in beklenen 20 dakikamin sonunda, arasinda jel
bulunan cam levhalar elektroforez tankina yerlestirildi ve sonra soguk ortamdan
cikarilan elektrolit bufferla elektroforez tanki jelin {izerinden tagmayacak sekilde

dolduruldu.

Stacking jelin i¢indeki taraklar jele zarar vermeden ¢ikarildi.

Taraklarin giktiklan yerlerde jelin iginde olusan ¢ukurlardan, en bastaki kiigiik ¢ukura

Gilson pipet ile 6ul marker, diger biiyiik ¢ukura ise 200pul sample buffer ve antijen
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karisimi konuldu (Cok digli tarak kullananlar ise birinci gukura marker, diger tiim

cukurlara sample buffer ve antijen karisiminmi koymalidir).

- Bu islemlerden sonra elektroforez aletinin kapagi anod ve katod uglarinin dogrulugu
kontrol edilerek kapatildi ve alet, proteinlerin seperasyon islemi i¢in 1 saat siire ile

150V sabit akima ayarlanarak ¢aligtirildi.

- Bu siire sonunda markerin olusturdugu rengin jelin alt ucuna kadar gelip gelmedigi
kontrol edildi. Eger hala gelmemisse, marker jelin alt ucuna ulasincaya kadar bir siire

daha beklendikten sonra akim kesildi ve uglar ¢ikarildi.

- Jel, elektroforez aletinden dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak Wb kasetine yerlestirildi. Eger
Wb diizenegi heniiz hazir degilse, jel elektroforez aletinden ¢ikarilmadan bir siire daha

+4 °C’de bekletildi.

II. WESTERN BLOT (WESTERN BLOTTING) YONTEMI

Bu basamakta SDS-PAGE yapilarak jel {izerinde antijenik proteinleri ayristiran ES antijeni,
nitrotrosellilloz membrana aktarilarak serumlarla inkiibe edildi ve Trichinela’ya ozgii IgG

antikorlar1 aragtirild: (Towbin ve ark 1979).

Test icin gerekli olan aletler

Mini Trans — Blot Electroforetic Transfer Cell
Giig kaynag

Nitroselltiloz membran

Filtre kagid1

Fiber spang

Dikdortgen petri kutusu
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Test icin gerekli olan bufferlar

Stok Tris buffer saline (Stok TBS ):

Trizma base 121,14 gr
NaCl 99,35 gr
Bu maddeler 1 litrelik balon igine aktarilip tizerine distile su eklenerek 1 litreye

tamamland1 ve kullanilincaya kadar oda 1s1sinda bekletildi.

Tris buffer saline-Tween 20 (TBS-T):

Stok TBS 100 ml
Distile su 900 ml
Tween 20 500ul
Bloking soliisyon:

Casein 3gr
TBS 100 ml

Stok Tris-Glycine buffer :

Tris 18,905 gr
Glycine 90 gr

Distile su ile1000 ml’e tamamland: ve tiim maddelerin iyice erimesi saglandi. Soliisyon

kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C ‘de bekletildi

Transfer buffer :

Stok Tris-Glycine buffer 200 ml
Distile su 800 ml

Kangtirilarak hazirlandi. Kullanmadan hemen 6nce 800 ml transfer buffer iizerine 200

ml %96’1lik methanol ilave edildi.

56



Konjuge

Goat Anti - Human IgG (alkaline phosphatase ile isaretli)

Substrat
5- Bromo-4Chloro-3-Indol phosphate (BCIP)/Nitro Blue Tetrazolium (NBT) tablet

(BCIP/NBT alkaline phosphatse substrat) -20 °C’de karanlikta saklandi.

Calisma aninda 1 tablet substrat, 10ml distile su i¢inde eritilerek bekletilmeden

kullanildi.

Jel boyama soliisyonu :

Commasie brillant blue 200 mg
Ethanol 90 ml
Glacial asetic acide 20 ml
Distile su 90 ml

Kangtirilip kullanilincaya kadar oda 1s1sinda bekletildi.

Jel boya agma soliisyonu:

Ethanol 100 mi
Glacial acetic acide 100 ml
Distile su 800 ml

Kangtirilip kullanilincaya kadar oda 1sisinda bekletildi.

Wb TESTININ UYGULANMASI

Nitrosellilloz membran, filtre kagitlarn ve spanglar 30 dakika transfer buffer iginde bekletildi.
Iki jelden aktarim yapilacaksa 2 adet nitroselliiloz membran, 4 adet filtre kagid ve 4 adet

spang kullamldi.
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Blotting aletine, transfer igleminin yapilacag1 kaset, nitroselliiloz membran, filtre kagitlar1 ve
spanglar yerlestirilerek kapatildi. Bu islem dikkatli bir sekilde gu sira ile yapild.

= Kasetin siyah kismu jelin katod kismina karsilik gelecek sekilde yerlestirildi.

@ Kasetin {izerine 1slak spang, onun iizerine de 1slak filtre kagidi yerlestirildi.

o Jel elektroforez aletinden g¢ikarildiktan sonra bir spatula yardimiyla 1slak filtre
kagidimn iizerine alindi.

@ Yerlestirme sirasinda jel, elle hava kabarcig1 kalmayacak sekilde diizeltildi ve
tizerine nitroselliiloz membran konuldu. Bu sirada siirekli olarak transfer buffer
ile 1slatild.

= Nitroselliiloz membrann iizerine 1slak filtre kagidi ve onun tizerine 1slak spang

konduktan sonra alet kapatilda.

- Hazirlanan jel-membran sistemi, +4 °C’de saklanan transfer buffer ile doldurulmus

tankin igine aktarildi ve 1stnmay1 Snlemek igin yanina buz akiileri yerlestirildi.

- Blotting aletinin kapag1 anod ve katod uglarinin dogrulugu kontrol edildikten sonra

kapatilarak 300 mA akim uygulanmak suretiyle 1 saat boyunca galigtirildi.

- Bu islem sirasinda akim istenmeyen seviyelere gikabileceginden, alet sik sik kontrol

edildi ve akim siddetinden sapmalar oldugu zaman tekrar istenilen siddete ayarlandi.

- Blotting igleminin sonunda akim kesildi. Membran ve jel dikkatlice birbirinden ayrilda.

- Antijenin nitroseliilloz membrana transfer olup olmadigim kontrol etmek igin jel, 10ml
jel boyama soliisyonu iginde 1 gece bekletilerek boyandi. Ertesi giin boyama soliisyonu
dokiildii ve jel 10 ml boya agma soliisyonu igine alinarak bu soliisyon i¢inde yarim saat
bekletildi. Bantlarin olmamast durumunda antijenin, jelden nitrosellliloz membrana

tamamen transfer oldugu kabul edildi.
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Nitroselliiloz membran, olusabilecek non-spesifik baglanmalarin Snlenmesi icin TBS ile
% 3’lik sulandirimui yapilan casein (100ml TBS + 3 gr casein) iginde bir gece  +4

°C’de bekletildi.

Ertesi giin membran, lizerindeki fazla caseini uzaklagtirmak i¢in 15 ml TBS igerisine

konularak, 3 kez 10 dakika boyunca kanstirici {izerinde yikanmasi saglandi.

Bloklanmis ve yikanmig, antijen igeren nitrosellilloz membranlar, eger hemen
kullaniimayacaksa hafif nemli olarak alimiinyum folyoya sarilir ve —20 °C’de birkag ay

bekletilebilir.

Alkolle temizlenmis bir cam {izerine konan membran, cetvel ve bistiiri yardimu ile 0,3
cm kalinhiginda seritler halinde kesildi. Bu arada seritlerin ve markerin {ist kismina

hangi markerin hangi mambrana ait oldugunun bilinebilmesi i¢in bir isaret konuldu.

Membranin markerdan sonraki ilk ve son seriti, iizerinde yeteri kadar antijen

olmayabilecegi diisiintilerek kullanilmadi.

Serum rnekleri total 4 ml olacak sekilde TBS ile tiip iginde 1:100 (40pul serum +

3960l TBS) oraninda sulandirildi.

Sulandirilan her bir serum dikdortgen seklindeki kutulara bosaltildiktan sonra iglerine

nitroselliiloz seritlerden birer tane atildi ve karigtirica {izerinde 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda serum sulandirimlari bosaltildi ve nitroseliiloz membran seritler

yine dikdortgen kutular i¢inde 3 kez 10’ar dakika 4 ml TBS ile yikandi.

Isaretli sekonder antikorun baglanmasi: Her bir nitroselliiloz serit tizerine TBS ile

1:5000 oraninda sulandirilarak hazirlanan goat anti-human IgG konjugeden 4 ml ilave

edilerek bir saat karigtirici {izerinde inkiibe edildi.
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Inkiibe isleminden sonra her serit, 3 kez 10’ar dakika 4 ml TBS ile yikand.

Subsrat ilave edilmesi: 10 ml distile su iginde 1 tane BCIP/NBT alkaline-phosphatase

substrat tablet eritilerek substrat buffer hazirland: ve seritler siralarinin bozulmamasina
0zen gosterilmek sartiyla, bu soliisyon igine konularak bantlarin goriiniir hale gelmesi

icin 1-5 dakika beklenildi.

Seritlerdeki bantlar mor renge donene kadar soliisyon iginde tutuldu ve daha sonra

reaksiyonu durdurmak igin seritler distile sudan gegirildi.

Siralar1 degismeden kurutma kagitlarmin arasina konulan seritler, ertesi giin kurutma
kagitlarindan g¢ikaraildi.Her serit {izerine numaralan yazilarak markerla aym hizaya

gelecek sekilde bir kagt lizerine fikse edildi.

Testin degerlendirilmesi:

Seritlerin tizerindeki belirgin bantlar, markerdaki bantlarla karsilagtirilarak bantlarm

molekiil agirliklar tespit edildi.

Nitroselliiloz seritlerin marker ile degerlendirilmesi sirasinda, iizerinde Trichinella’ lara
Ozgli bantlar1 igeren geritlerin karsilagtifn serum ornekleri, trichinellosis yoniinden

pozitif olarak kabul edildi..
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4. Kullanilan Malzemelerin Ticari Ad1

Pepsin Merck, 1.07185.0100
HCI UPARGC, %37°lik stok 08364602
Tween-20 Merck, 8.22184.0500
Bovin serum albumin(BSA) %30 _ Lorne, 452010

HEPES buffer (1M) Sigma, H-0887

DMEM Sigma, D-5796
Penicillin-Streptomycin soliisyon _ Sigma, P-0906

Trisma base Sigma, T-1503

SDS Merck , 1.13760.0100
Bromphenol blue Merck, 1.08122.0025
Ammonium persulfate Applichem, A 2941,0100
Glycerol Sigma, G-7757

NaOH Riedel-deHaen, 06203
Glycine Applichem, A 1067,1000
Acrylamide/Bis %30 Bio-Rad, 161-0158
TEMED Applichem, A 1148,0100
Casein Sigma, C-7078
Commasie brillant blue Merck, 15444

Goat Anti-Human IgG (peroxidase ile isaretli) Sigma, A-6029

3,3%, 5,5’ -Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate System Sigma, T-8665
Goat Anti — Human IgG (alkaline phosphatase ile igaretli) Sigma, A-3187
5- Bromo-4Chloro-3-indol phosphate (BCIP)/Nitro Blue Tetrazolium (NBT) tablet

(BCIP/NBT alkaline phosphatse substrat Sigma, B-5655
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Test icin gerekli olan aletler:

Amicon basingh konsantrasyon cihazi (YM-5 filtreli)

Mini Trans-Blot Elektroforetic Transfer Cell sistemi

Mini Trans — Blot Electroforetic Transfer Cell

Giig kaynag

165-5051

Calkalayici

Nitroselliiloz membran

Filtre kagitlan

Fiber spang

Dikdértgen seklindeki kutular

Kiiltiir flask (25 cm?)

ISTATISTIKSEL ANALIZ

(Amicon Inc., MA, USA)
Bio-Rad, 170-3930
Bio-Rad, 170-3930

Bio-Rad, Power Pac 300,

Janke & Kunkel, HS 500
Bio-Rad, 162-0145
Bio-Rad, 1703932
Bio-Rad

100mm x 100mmx75mm

Falcon, (35)3108

Bantlarin molekiiler agirliklarimin hesaplanmasinda Win Curve Fit bilgisayar programi

kullanildi.

Sonuglarin istatistiksel analizi SPSS 11.0 istatistik programu ile yapildi. Sonuglarin

degerlendirilmesinde parametrik ve nonparametrik testler kullanildi. Saptanan protein

bantlarimn degerlendirilmesinde X? testi ve Discriminant analizi uygulanda.

Saptanan protein bantlarinin tamsal giivenirliligini degerlendirmek i¢in Roc Curve egrieri

cikanldi ve egri altinda kalan alan hesaplatildi.
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BULGULAR

Calismamiza, 2004 Ocak ayinda Izmir’de meydana gelen trichinellosis salgim boyunca
trichinellosis stiphesiyle bagvuran 39 kisi dahil edildi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Parazitoloji Anabilim Dali Seroloji Laboratuvari’na yonlendirilen ve standart
ELISA sonuglarina gore pozitif saptanan 39 hasta serumu ve yine ELISA sonuglartyla negatif
olarak saptanan 11 kontrol grubu serumu anti Trichinella-IgG antikorlan yoniinden farkli

yontemlerle incelendi. Ttim serum drnekleri ticari ELISA kiti ve Wb yontemi ile aragtirildi.

Kontrol grubu olarak segilen 11 kisinin 3’ti Toxocara pozitif, 2’si Fasciola pozitif ve 6’s1

saglikl kisilerden olugmaktaydi.

Calismaya alinan bireylerin 25 (%50)’i erkek ve 25 (%50)’i kadindi. Yag gruplarina gore

degerlendirme yapildiginda, hastalarin 11 (%22)’1 3-15, 19 (%38)’u 16-30 ve 20 (%40) tanesi

de 31-55 yag grubundayd: (Tablo5 ).
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ELISA SONUCLARI :

ES antijen kullamilarak hazirlanan standart ELISA ile 29 (%74.4) hasta 1/100 diliisyonda
pozitif saptandi. ELISA ile ara pozitif olarak degerlendirilen 10 (%25.6) hasta klinik
bulgularimin trichinellosis y6niinde olmasi ve 1. aydan sonra tekrarlanan ELISA testi ile
pozitif saptanmalarindan dolay: pozitif hasta olarak degerlendirildi. Kontrol grubundaki 11

hasta serumu ise standart ELISA testi ile 1/100 diliisyonda negatif olarak degerlendirildi.

Ticari kit olarak segilen Cypress IgG-ELISA kiti ile 1/100 diliisyonda 39 hastanin yalmzca
22’1 (%56) pozitif olarak saptandi. Bu kit ile kontrol gruplarinda herhangi bir pozitif

reaksiyon izlenmedi.

Tablo 5: Caligma ve kontrol grubundaki hastalarin demografik dzellikleri, standart ELISA ve ticari ELISA

sonuglar

Hasta Serum Orneginin alinma Ticari ELISA Standart
No Cins | Yas | Klinik tarihi kiti ELISA
1. K 4] + 26.giin - A
2. K 15 + 20. glin + +*

3. E 17 iy 35. giin + +
4. K 23 + 25. glin + +*
5. E 33 + 17. glin - +*
6. E 49 - 22. giin - +*
7. E 12 + 24. giin + +*
8. E 27 + 38. giin - +
9. E 24 + 20. glin - +
10. K 49 + 19. giin + +
11. K 11 - 31. giin +
12. K 31 + 30. giin - +
13. K 32 + 26. giin - +
14. E 28 - 19. glin + +
15. E 25 + 25. giin + +
16. K 36 + 33. giin - +
17. K 49 + 31. glin - +
18. K 55 + 22, giin + +




19. K 8 - 29, giin + +
20. E 16 + 27. glin +
21. E 10 + 23. giin + +
22. [K 35 + 15. giin - +*
23. K 24 + 26. giin + +
24, E 5 + 21. giin + +
25. E 9 - 19. giin + +
26. K 14 + 28. giin + +
27. |[K 28 + 24. giin + +
28. [K 21 + 18. giin - +
29. K 26 + 29. giin + +
30. K 51 + 25. giin + +
31. |E 50 + 32. glin + +
32. |E 14 + 15. gin + +
33. E 29 - 12. giin - +
34. K 24 + 23. giln - +*
35. |E 19 + 17. gim - i
36. E 42 + 19. giin -

37. |[K 43 + 21. giin +
38. K 35 - 17. giin +*
39. [E 25 + 21. giin - +
40. E 12 - 17. giin - -
41. |E 29 - 15. giin - -
42, K 30 - 22. giin - -
43. [X 38 - 11. giin - -
4. |E 36 - 30. giin - )
45. |E 3 - 19. giin - -
46. E 46 - 28. glin - -
47. |E 51 ) 19. giin - -
48. |K 55 - 25. giin - -
49. |E 51 - 24. giin - -
50. |K 16 - 24. giin - -

* Standart ELISA ile 1/100 diliisyonda, ara pozitif olarak degerlendirilen hastalar

Wb SONUCLARI :

Standart ELISA ile pozitif olarak saptanan 39 hasta ve 11 kontrol serumu, Wb ydntemi ile

degerlendirildi (Resim 1, 2, 3).

65



-l
) -
o el

i

R

1§

1911138 ZO[N[[9SONIU GA 118 3,07~ OUI() :] umsay

e

0T

ot
0L

66



IO[II2$ ZO[NY[2 SOLIU QA e B, 0P~ [T YOI i WISy

0T

ofF

s o - - e - - =54 - 0s
- b

0L
L. L8

W 6 8 L % s ¥ € U I 0 € wW LW T K L T WA

67



I5[ILIS8 ZO[N[[2SONIU A\ 1B 3, pp-1H YOUIQ) :f WISY

0o 6

% b %

% W o W

0T

or
0s
0L

06

17 AN

68



ES antijenin kullanildigi Wb testiyle, ELISA ile pozitif ¢ikan 39 hastanin tiimii (%100) pozitif
bulundu. Wb testi ile pozitif olarak degerlendirilen hastalarda en az 2, en fazla 13 olmak

iizere farkli molekiiler agirlikta bantlar elde edildi (Tablo 6).

Tablo 6: Calisma ve kontrol grubu hastalarinin standart ELISA sonuglari ve Wb ile elde edilen bant paternleri

Hasta o Wb Wb bantlar (kDa)
(1/100)
1. P St 45, 89, 131
2. + + 45,52,55,71,79, 86,95
34 + 5 43,45, 58,61, 64,77,95, 111
4. =t -+ 45,55, 79,89,95
5. + + 14, 66, 79, 98
6. + + 45,55, 63, 81, 89, 95
b it + 45, 52,55, 79,89,95
8. + s 45,48, 55,79
9. i + 45, 55, 81
10. + e 45, 55, 81, 89,95
11. i = 43,45, 52,55,79, 95
12 + + 43,45, 89,95
13. + i 45, 52,55,79,89, 95
14. + = 27,28, 35, 40, 43, 45, 47, 52, 57,73, 80, 88, 123
15 + + 28, 33, 40, 43, 45, 52, 59, 61, 66, 73, 82, 88, 123

16. + T 29, 33, 40, 45, 47, 52, 59, 73, 75, 82, 88, 123

" = = 14,20, 40, 45, 47, 52, 59, 62, 73, 75, 88, 123
18. + + 20, 38,42, 45, 47, 52, 59, 64, 73, 75, 82, 88, 123
1. + ¥ 20, 38, 42, 45, 47, 52, 59, 64, 73, 75, 82, 88
0 T T 20, 38, 42, 45, 47, 52, 59, 64, 73, 75, 82

21. + + 20, 40, 45, 47, 52, 73, 75, 82, 88, 123

7 T % 37, 40,45, 48, 55

X T T 26, 40, 43, 46, 55

Ty T 2 40,43, 45,49, 50, 57, 88

35, T T 43,46,79

76, T ¥ 35, 38,43, 45, 55, 73, 75, 19, 84

27, T ¥ 40, 45,48, 55,79, 84

78, ; ; 20,45, 48, 55, 19, 84, 89

70, n T 20,43, 48,55, 79, 84, 89

30. ¥ + 40,43, 45, 48, 55, 77, 19, 84, 89
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31. + t 43,48, 55

32. + + 40, 43, 45, 48, 55,79, 84, 89

33. + + 32,34, 35, 40,42, 45,61, 66,70, 80, 111, 115, 123
34. o + 43,45

35. + + 20,43

36. + & 38, 40, 43, 45, 47, 50, 52, 57, 70, 73, 82, 115, 123
37. + v 45,47, 52, 64,77, 82, 88

38, ¥ n 45,47, 50,77, 82, 88

39, + + 41, 43, 45, 50, 70, 73, 77, 85, 115, 123

40. " = :

41. - = =

42. = = =

43. E - B

44. - - B

45. & = 3

46. S F r

47. 7 = i

48. = * =

49. = = =

50. = _ =

Wb testi sonucunda hasta ve kontrol gruplarinda 14-123 kDa arasinda farkli sensitivitelerde

toplam 46 bant saptandi. Gdzlenen tiim bantlar Tablo 7°de gosterilmistir.

45 kDa agirligindaki bant, trichinella pozitif hastalarin gogunda gézlenirken ELISA ile negatif

bulunan 3 hastada da reaksiyon verdi.

Sensitivitesi en diigitk bantlar incelendiginde 29, 32, 34, 58, 62 ve 63 kDa agirhigindaki

bantlar 11 kontrol hastasinin higbirisinde gozlenmezken pozitif olarak degerlendirilen

hastalarda %2.6 sensitivitede gozlendiler.
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Tablo 7 : Wb sonucu elde edilen tiim bantlarin hastaligi gostermedeki etkinlikleri

Hasta o Saghkh Parazitli
Griliu Sensitivite | Kontrol Kontrol
(%) Grubu Grubu

el (n:6) (n:5)
14 kDa 2 %5.1 ] -
20 kDa 6 %15,4 . -
27 kDa 2 %5,1 R =
28 kDa 2 %5.1 R %
29 kDa 1 %2,6 ~ =
32 kDa 1 %2,6 ¥ =
33 kDa ] %5,1 = %
34 kDa 1 %2,6 ~ =
36 kDa 8 %7,7 ) =
38 kDa 6 %15,4 : =
40 kDa 16 %41,0 4 -
42kDa 4 %10,3 s s
43 kDa 18 %46,2 ~ =
45 kDa 32 %82, 1 3 =
46 kDa 0 %5,1 B B
47 kDa 10 %25.6 R 3
48 kDa 8 %20,5 R B
49 kDa 8 %20,5 _ =
50 kDa 4 %10,3 r -
52 kDa 14 %35,9 B =
55 kDa 19 %487 . 3
57 kDa 3 %77 i 3
58 kDa 1 %2,6 = =
59 kDa 6 %15,4 . =
61 kDa 3 %7, = =
62 kDa 1 %26 i =
63 kDa 1 %2,6 = =
64 kDa 5 %12,8 = =
66 kDa 3 %77 ) =
70 kDa 3 %7,7 ~ =
73 kDa 11 %282 R =
75 kDa 7 %17,9 ; -
77 kDa 6 %15,4 R &
79 kDa 14 %35,9 B =
80 kDa 2 %5,1 : %
81 kDa 3 %7,7 » 2
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82 kDa 9 %23,1 - i
84 kDa 6 %15,4 2 -
86 kDa 2 %S5,1 - )
88 kDa 10 %25,6 - )
89 kDa 11 %28,2 B 3
95 kDa 9 %23, 1 - )
98 kDa 1 %2,6 - )
111 kDa 2 %S5,1 - )
115 kDa 3 %73 - :
123 kDa 9 % 23,1 - )
40-45-55 kDa 36 %92,3 - B

Wb sonuglarma gore trichinellosis i¢in en anlamli bantlar sirastyla 40kDa molekiiler
agirthgindaki bant, 16 (%41) hastada, 43kDa bant 18 (%46.1) hastada, 45kDa bant 32 (%82)
hastada, 55kDa bant 19 (%48.7) hastada, 77-79kDa bant 20 (%51.2) hastada ve 88-90kDa
bant ise 21 (%53.8) hastada pozitif olarak tespit edildi. 40-45-55 kDa ve 40-45 kDa
agirhgindaki bantlar birlikte degerlendirildiklerinde sirasiyla %92.3 ve %97.8 oraninda

sensitiviteler elde edildi (Grafik 1).
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Grafik 1: Wb yontemi ile en sik saptanan bantlar
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TARTISMA

Trichinellosis, akut ve kronik donem semptomlarimn spesifik olmamas: nedeniyle, 6zellikle
infeksiy6z ve immunolojik hastaliklarla karigabilen paraziter bir hastaliktir. Hastalida geg
dénemde tan1 konmas:i tedavi basarisini azaltmakta, dolayisiyla direngli, uzun siireli ve
komplikasyonlu hastalik tablosuna yol agmaktadir. Diger taraftan taninin konulamamasi veya
gecikmesi sporadik vakalarin belirlenememesine, hastaligin kaynaginin ortaya konulamamasi
yada ge¢ kalinmasina ve bu sekilde salginlarin biiyiik boyutlara ulagsmasina neden olmaktadir.
Tim bu sonuglarin &nlenmesi i¢in hastaliin erken tarusinda ve ilag tedavisi sonrasinda
hastaligin seyrinin izlenmesinde, serolojik yontemler son derece 6nemlidir (Kociecka, 2000;

European Commission, 2001 ).

Serolojik tamida kullamlan testler temelde, konagin infeksiyona karg1 gelistirdigi hiicresel ve
sivisal immun yanitin nicel ve nitel yontemlerle olgiilmesi esasina dayanir. Bu testlerde
kullanilmak tizere farkl: antijen tipleri tammlanmigtir. Bunlar arasinda en yaygin olarak krut,
ES, tyvelose ve sentetik antijenler yer alir (Pozio, 2003b; De-la-Rosa, 1995). Krut
antijenlerin, ES antijenine oranla daha duyarli fakat daha az 6zgiilliikte oldugu bildirilmistir.
Bunun yaninda somatik antijenlere karsi antikor yamitinin en erken ortaya ¢iktig1 ve ES’ye
kars1 olugan antikor yanitinin da ilk olarak diisiis gosterdigini belirtilmistir (Rodriguez-Osorio

M ve ark., 2003).

Morakote ve ark., kaslardaki larvalardan elde edilen krut ve ES antijenlerinin olduk¢a duyarli

oldugunu fakat diger parazit hastaliklariyla ¢apraz reaksiyonlar olusturdugunu saptamislardir
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(Morakote ve ark., 1991). Mahannop ve ark., diger parazit hastaliklarim1 ve saglikli bireyleri
kontrol grubu olarak aldiklar1 galismalarinda, T. spiralis’in infektif dénem larvalarindan
hazirladiklan krut antijeni kullandiklari ELISA ile %96.8 spesifite oran: elde etmiglerdir. Bu
krut antijen ile capillariasis, gnathostomiasis ve opisthorchiasisli hastalara ek olarak
strongyloidiasis ve kancali kurt infeksiyonu olan opistorchiaisisli hasta serumlariyla da ¢apraz
reaksiyonlarin gozlendigi belirtilmigtir. Aragtirmacilar yine aymi ¢alismada, infeksiyonun 57.
giiniinde krut antijen kullanarak yapilan ELISA testinin sensitivitesini %100 olarak tespit

etmislerdir (Mahannop ve ark., 1995)

Trichinella igin oldukga yiiksek spesifitede bir immiinodominant epitop olan tyvelose (3,6-
dideoksihegzos sekeri), son zamanlarda iizerinde sikga galigilan bir bagka antijendir. Bu
antijenin kullanumi ile her ne kadar non-spesifik reaksiyonlar gézlenmese de, krut ve ES
antijenlerine gére daha diisiik duyarlibikta olmasi tyvelosun rutin testlerde kullammum
simrlayan bir fakt6rdiir (Owen ve ark., 2001; Bruschi ve ark., 2001). Bruschi ve ark.,
trichinellosisin tausinda ES antijen ile beta-tyvelose-BSA’y1 kiyasladiklar1 caligmalarinda
IgG-ELISA igin her iki antijen ile de %100 sensitivite ve IgE-ELISA igin ise ES antijen ile

%78, beta-tyvelose-BSA ile ise %100 sensitivite elde etmiglerdir (Bruschi ve ark., 2001).

Farkli arastirma gruplarninin gelistirdigi monoklonal ve poliklonal antikorlarinn, erigkin
Trichinella, yeni dogan larva (NBL) ve muskular larva (ML) total ekstratlarina kars:
reaksiyonlan ELISA, Wb, ve immunopresipitasyon teknikleri kullamlarak degerlendirilmigtir
(Ortega ve ark., 1996). Bu ¢aligma sonucunda TSL-1 ile TSL-8 arasi sekiz farkli ML antijeni
tammlanmigtir. Bunlardan biyokimyasal ve immunolojik olarak en iyi tanimlanmg olan
antijenik grup olan TSL-1, hem ES, hem de larva kutikiil ylizeyinde bulunmaktadir. Ayrica
Trichinella’ya spesifik, fosforilkolin ile iligkisi olmayan, immunodominant bir karbonhidrat

epitopu olan tyvelose’u igerdigi i¢in son derece degerli oldugu bildirilmistir (Ortega ve ark.,
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1996). Biz de bu nedenlerle galigmamizda TSL-1 antijen grubunu igeren ES {irlinlerini tercih

ettik.

Serolojik testlerde bazi piirifiye fraksiyonlar da kullanilmaktadir. Chapa-Ruiz ve ark, ELISA
testinde antijen olarak poliacrylamid jelden kaldirdiklar1 43 ve 47 kDa agirhigindaki antijenik
bolgeleri (p43, p47 TsL1) kullanmiglar ve bunu kas larva antijeni kullanarak hazrladiklar
ELISA ile karsilastirmiglardir. 43kDa ve 47kDa TSL-1 ELISA testi ile tlim trichinellosis
hastalarinda ve kas larva antijenini kullanildiklar1 ELISA ile diistik antikor titresi saptadiklan
8 hastanin 6°sinda, bu test ile pozitif sonu¢ saptanmustir. Ayrica tiim kontrol gruplarinda
(saglikli vd parazitozlu) bu testle negatif sonuglar elde etmislerdir. Sonug olarak bu 43 ve 47
kDa agirligindaki antijenik bolgeleri igeren piirifiye fraksiyonun, trichinellosis tamsinda daha

sensitif ve spesifik oldugunu bildirmislerdir (Chapa ve ark., 1992).

Farkl: konaklarda farkl: antijenler kullamlarak yapilan tarama testlerinde ES antijeninin daha
degerli olabilecegi sonucuna varilmistir. Sofronic-Milosavljevic ve ark., Trichinella’l 5267 at
serumu iizerinde, ES antijenini ve farkli konjugeleri kullanarak (protein A, protein G, koyun
ve kegi) ELISA ve Wb testlerini uygulamiglardir. Kullamlan antijene bagh olarak ELISA ile
%3-6 oraninda prevalans saptanirken, pozitif serumlarin tiimiiniin sentetik tyvelos- glikan-
BSA antijen ile negatif olarak saptadiklarim bildirmiglerdir. Arastirmacilar eksperimental
olarak infekte edilen atlardan alinan serumlarin ise pozitif oldugunu gostermislerdir (Sofronig

ve ark., 2001).

Mahannop ve ark., Trichinella ES antijenini kullanarak galigtiklan standart ELISA testiyle
IgG antikorlarim aragtirnuglardir. Trichinellosis oldugu ispatlanmis hastalarin serumlarn
calisildiginda, IgG-ELISA testini infeksiyonun 57. ve 120. giinlerinde %100 sensitivite ve

%100 spesifitede bulurlarken 23. ve 700. giinde toplanan serum Orneklerinde
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O6nemsenmeyecek kadar diisiik antikor yanitlar1 saptamislardir. Bu nedenle aragtirmacilar, ES
antijeni kullanilan IgG-ELISA ile hem hastalik tanisi1 konulabilecegini, hem de hastalik

kitirliniin degerlendirilebilecegini savunmuslardir (Mahannop ve ark., 1992).

Kapel ve ark., T. spiralis, T. britovi ve T. nativa ile eksperimental olarak infekte edilen deney
hayvanlanyla yaptiklan ¢alismalarinda, farkh antijen gruplarint kullanarak ELISA ile antikor
yanitlarimt aragtirmiglar ve infeksiyonun 35. giiniinden itibaren, kaslarda larva saptanmayan
denekler de dahil olmak {izere tiim hayvan serumlarinda dolasan antikorlar1 saptamisglardir.
Antijen gruplarmin etkinliklerine bakildiginda ise 7. spiralis’in ES antijeni ile daha 6nce

pozitiflik sergiledigi gosterilmistir.(Kapel ve ark 1998).

Bugiin serolojik yontemlerde kullarulan antijenler incelendiginde ES antijeninin yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlarina sahip antijen grubu oldugu goriilmektedir (Dupouy-Camet J
ve ark., 2002; Kociecka, 2000; European Commission 2001). Diger taraftan ES antijenin,
hangi Trichinella tiirii, genotipi veya sugundan elde edildiginin 6nemli olmamasi da bu
antijenin degerini daha da artwmaktadir. Tiim bunlar dikkate alindigi zaman biz de
calismamizdaki her iki testte de 7. spiralis’ten elde edilen ES antijenini kullanmay1 uygun

bulduk.

Glinlimiizde trichinellosisin serolojik tanisinda kullanilan birgok test bulunmaktadir. Ancak
bu testler arasinda kolay uygulanabilir, ¢abuk yamt veren ve ekonomik olan testlerin
se¢ilmesi 6nemlidir. Son yillarda ELISA ve Wb yontemleri en sik kullanilan teknikler olarak
gosterilmektedir. ELISA yontemi gerek yiiksek sensitivitesi, gerekse yiiksek spesifitesinden
dolay1 en sik tavsiye edilen ve Ozellikle epidemiyolojik arastirmalarda en sik kullamlan

yontemler arasindadir ( Pozio ve ark., 2002).
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Her giin yeni bir testin uygulamaya konuldugu giiniimiizde trichinellosisin serolojik tanisinda
ELISA ve Wb tekniklerinden farkli tekniklerin de degerli olup olmadigini degerlendiren
calismalara rastlanmaktadir. Bu teknikler arasinda IFAT, FAST-ELISA, PVC-ELISA, CIA
(Competetive Inhibition Assay), dot-ELISA, Dipstick Assay, Dot Immunogold Filtrasyon,
CC-dot ELISA (Cysteine capture dot enzyme- linked immunosorbent assay), CIEP (Counter-
Current immunoelectrophoresis),  Thin-layer =~ Immunassay (TIA-ELISA) testleri

bulunmaktadir.

Costantino ve ark insan trichinellosisinde ELISA ve IFAT testlerini degerlendirdikleri
calismalarinda, serolojik testlerin mutlaka birlikte degerlendirilmesi gerektigini, tek test
kullanilmasinin tamy1 geciktirmenin yaninda, yanliy tamiya neden olabilecegini iddia

etmiglerdir (Costantino ve ark., 2001).

Cui ve ark., trichinellosis tanisinda, piirifiye Trichinella larvalarmdan hazirladiklart donmusg
kesitleri antijen olarak kullandiklar1 IFAT testini degerlendirmislerdir. Calismada infekte
farelerden, trichinellosisli hastalardan, diger parazitozlu (filiariasis, echinoccosis,
paragonimiasis) hastalardan ve saglikli bireylerden alinan serum omekleri kullanilmugtir.
Deneysel olarak infekte edilmis 15 farenin serumunda, infeksiyonun 2. haftasinda anti-
Trichinella antikorlan gosterilirken, 467 trichinellosisli hastanin %86.5 inde bu antikorlar
pozitif olarak saptanmustir. Saglikl bireylerde antikor yanut1 gozlenmezken 48 paragonimiaisli
hastamin 8’inde (%16.7) pozitiflik saptanmugtir. Trichinellosisli hastalarda, hastaligin
baslangicindan 1, 2, 3 ve 4 hafta sonra sirasiyla %70.2, %91, %95.8, %100 oranlarinda
pozitiflik belirlenmistir. Tedavi sonrasi antikor yanitindaki negatif konversiyon, tedavinin 1.
aynda %24 ve tedavinin 4. ayinda %75 olarak saptanmustir. Bu sekilde hazirlanmug

antijenlerin yiiksek sensitivite ve spesifite sergiledigi ayrica —20 °C’de 5 yil saklanabildigi
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bildirilmigstir. Bu caligmada IFAT testinin tedavi izlemi i¢in de faydali bir y6ntem oldugu

sonucuna vardmistir (Cui ve ark., 1999).

Azab ve ark., eksperimental olarak T. spiralis ile infekte ettikleri tavsanlarda FAST-ELISA
(Falcon Assay Screening ELISA) ile standart ELISA testlerini kargilagtirmiglardir. Kan
Ornekleri ilk iki hafta i¢in her giin ve 12. haftadan itibaren haftalik olarak alinmis, Trichinella
spesifik antikorlar1 saptamak tizere ELISA, FAST-ELISA teknikleri uygulanmustir. 7. spiralis
krut larva antijenlerinin kullamldigt testlerde antikor yamitinin ELISA ile 10. giinde
saptanabildigi, FAST-ELISA ile infeksiyonun 7. giinlinde bu yanitin elde edilebildigi
belirtilmistir. Ayrica her iki test i¢in de 4. haftada maksimum antikor yanitlar1 elde edilmis,
sonug olarak FAST-ELISA teknigi infeksiyonun erken tanisinda ELISA’ya gore daha sensitif,

uygulanmasi kolay ve hizl bir teknik olarak degerlendirilmistir (Azab ve ark., 1999).

Chen ve ark., insan trichinellosisinde 1988-94 yillar1 arasinda sik kullanmilan PVC-ELISA
testini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, klinik olarak konfirme edilmis 56 hasta serumu
kullanmiglar ve testi %100 sensitiv olarak degerlendirmislerdir. Arastirmacilar yaptiklari
prevalans ¢alismasinda, endemik bolgede bu teknikle %10.63 oraninda pozitiflik saptamiglar
ve alan galigmalarinda bu teknigin uygun olabilecegi goriistinii bildirmiglerdir (Chen ve ark.,

1997).

Kociecka ve ark., Trichinella invazyonunun ge¢ donem periyodunda ELISA ve CIA
(Competetive Inhibition Assay) testlerini degerlendirmigler ve her iki testin birbirini
tamamladigim; CIA’nin yiiksek spesifitesi nedeniyle invazyonu takip eden ileri ve geg
dénemlerde patolojik bulgularin iyi bir gostergesi oldugunu ve immun cevabin

degerlendirilmesinde 6nemli olabilecegini ortaya koymuslardir (Kociecka ve ark., 2001).
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Chan ve ark’nin ELISA ile dot-ELISA’y1 kargilagtirdiklart ¢aligmalarinda, konfirme edilmis
18 Trichinella hastasinda, standart ELISA ve dot-ELISA teknikleri benzer spesifite ve
sensitivitede bulunmustur. Capraz reaksiyonlarin degerlendirilebilmesi igin dier paraziter
infeksiyonu olan 31 hasta incelenmis ve standart ELISA ile 7 ¢apraz reaksiyon olugurken dot-

ELISA ile sadece 2 gapraz reaksiyon gozlenmistir (Chan ve ark., 1988).

Su ve ark., domuz trichinellosisinin tamsinda gelistirdikleri dot-ELISA tekniginde, piirifiye
edilmis antijenleri ve monoklonal antikor affinity kromatografisi kullanmuslardir. ES iirtinleri
kullamildiginda, ELISA ve Wb kadar sensitiv ve en az Wb kadar spesifik olarak
degerlendirilen bu teknikle diisiik seviyedeki infeksiyonlarin hepsini tanimladiklarim
bildirmiglerdir (5.-6.haftalarda/ 0.08-4.74 larva/gr). Calisilan 1960 Grnegin 262’si standart
ELISA ile pozitif bulunurken, Wb ile 15 ve dot-ELISA ile 16 6rnekte pozitiflik saptanmistir.
Aragtirmacilar bu yiiksek spesifiteyi tiire spesifik denatiire edilmis antijen kullanimina
baglamislar ve dot-ELISA nin Wb dan daha kolay bir teknik oldugu sonucuna varmislardir.

(Su ve ark., 1991).

Mahmoud ve ark., anti-Trichinella spiralis cystein proteinase (CyP) IgG aranmasi igin
gelistiritmis CC-dot ELISA (Cysteine Capture dot Enzyme- Linked Immunosorbent Assay)
teknigi ile standart ELISA’ y1 karsilagtirmiglardir. Bu teknikte piirifiye edilmemis Trichinella
ES fiiriinlerinden CyP yi yakalamak igin cystatin ile sensitize edilmis nitroselliiléz
nembranlardan faydalamlmis ve ¢alisma igin agir infekte edilmis (300 larva/fare) ve hafif
infekte edilmig (100 larva/fare) farelerden 7., 14., 21., 56. giinlerde almman kanlar
kullamlmigtir. CC-dot ELISA, agir ve hafif infeksiyonlarda infeksiyonun 1. haftasinda
sirastyla %86.6 ve %100 oranlarinda pozitif reaksiyonlar vermistir. Diger kontrol farelerinde
ve diger parazitlerle infekte farelerde capraz reaksiyonlar gostermeyen CC-dot ELISA

teknigi; standart ELISA nmin % 93.3 spesifitesine karsin %100 spesifite de bulunmugtur.
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Flubendazol tedavisi sonrasinda yapilan incelemelerde standart ELISA ile hem tedavi sonrasi
kaslarinda larva bulunduran hem de bulundurmayan fare kanlarinda pozitifliklerin saptandig:
buna karsin CC-dot ELISA yontemiyle sadece kaslarinda larva kalmig fare kanlarnnda

pozitiflik g6zlendigi bildirilmigtir (Mahmoud ve ark., 2003).

Al-Sherbiny ve ark., trichinellosis tamsinda Dipstick Assay’i, Enzyme-linked
Immunoelectrophores Blot (EITB) ve Falcon assay screening test-ELISA (FAST-ELISA) ile
karsilagtirdiklar1 ¢aligmalarinda 7. spiralis muscle larva antijenleri (TSML) kullanilmustir.
Trichinellosisli, diger paraziter hastalikli ve normal saglikli kisilerden toplananan serum
Orneklerine ilaveten T. spiralis ile infekte edilmis ve infeksiyondan sonra belli araliklarla
sakrifiye edilmis farelerden de serum drnekleri alinmistir. Insan trichinellosisi igin sensitivite,
spesifite ve tamsal kesinlik dipstick ve EITB i¢in %100 iken, FAST-ELISA igin %87.5 olarak
tespit edilmigtir. FAST-ELISA hastalifin erken dénemi igin (ikinci haftada %100 sensitif),
dipstick assay ve EITB (iiglincii haftada %100 sensitif) den daha sensitif olarak bulunurken
tiim testlerin sensitivitelerinin 12. haftaya kadar korundugu gézlenmistir. Dipstick Assay son
derece kolay olmasi, 15 dakika i¢inde okunabilmesi ve yiiksek sensitif ve spesifik olmasi
nedeniyle, EITB ve FAST-ELISA gibi yontemlerin uygulanamadig: laboratuar kosullarinda

onemli bir alternatif yontem olarak 6ngoriilmiistiir (Al-Sherbiny ve ark., 2004).

Liu ve ark., 2003 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, trichinellosisli hastalarin IgG’lerinin
tamimlanmasinda yeni bir yontem olarak tanimlanan Dot Immunogold Filtrasyon ydntemini
yiiksek sensitivite ve spesifitede bulduklarii bildirmisler, 7. spiralis kas larvalarimn
membran antijenlerinin  kullamldign c¢aligmada 76 serumun %94.7°sinde  pozitiflik

saptamuslardir (Liu ve ark., 2003).
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El-Temsahi ve ark., trichinellosis tamisinda CIEP (Counter-Current immunoelectrophoresis)
ve ELISA tekniklerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, krut larva antijeni kullanarak
infeksiyonun 1., 2., 5., 8., ve 12. haftalarinda alinan serum orneklerinde antikor yamitlarina
bakmiglardir. ELISA ile 12. haftaya kadar alinan tiim 6rneklerde pozitif sonuglar elde edilmis,
buna kargin CIEP ile infeksiyonun 2. haftasinda &rneklerin sadece %36’sinda, 5. ve 8.
haftalarda tiim 6rneklerde, 12. haftada ise 6rneklerin % 90’ inda pozitiflik sapatanmistir. Bu
sebeple ELISA hastaligin erken ve geg déneminde daha sensitif olarak degerlendirilirken,
CIEP yalanci1 pozitif reaksiyonlar vermemesi nedeniyle daha spesifik bir test olarak

degerlendirilmistir (El-Temsahi ve ark 1992).

Gomez-Priego ve ark., insan trichinellosisinde antikor saptamaya yonelik bir serolojik test
olarak degerlendirdikleri Thin-layer Immunassay (TIA-ELISA) immunoenzimatik yéntemini,
Wb ile dogrulanmig kas biyopsisi pozitif olan 8, semptomolojik olarak pozitif 26 ve saghkli
67 kisiye uygulamiglardir. Standart ELISA’nin sensitivitesi ve spesifitesi sirasiyla %76 ve
%094 olarak bulunurken, TIA-ELISA i¢in her iki parametre de %91 olarak degerlendirilmistir.
TIA-ELISA testinin, genel labaoratuvar kosullarinda 3 saatte galigilabilmesi, Wb ve ELISA
da oldugu gibi kantitatif antijen gerektirmemesi, uygulanmasimn kolay, ucuz olmasi ve
oldukca sensitiv ve spesifik bir yontem olmasi nedeni ile ELISA ve Wb gibi testler igin
gerekli laboratuar kosullarin olmadigi durumlarda alternatif bir yontem olarak

kullamlabilecegi belirtilmistir (Gomez-Priego ve ark., 2000).

Biz de ¢aligmamizda, giinfimiizde kullmilan yukarida bahsettigimiz birgok test arasindan,
trichinellosis tamisinda rutin laboratuar olanaklar1 iginde uygulanmasi kolay, birgok serum
Orneginin es zamanli incelenmesine olanak saglayan ve duyarhi bir yontem olan standart

ELISA ile Wb yontemlerini bir arada kullanmay1 uygun gordiik.
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Yurt disinda yapilan birgok galismada IgG, IgM, IgE ve IgA tipi antikorlarin trichinellosis
tamst igin degerlilikleri aragtirilmugtir. Bu g¢alismalarda IgG’nin hastalifa karsi oldukga
spesifik bir antikor yanit1 gelistirdigi bildirilmis ve kanda saptanabilme dénemleri géz Oniine
alindigmda hastaligin tanisim koyma agisindan, en uygun antikor tipi oldugu gosterilmistir
(Morakote ve ark., 1991; Dupuoy-Jamet ve ark., 2002). Biz de ¢alismamizda kullandigimiz

yontemler olan ELISA ve Wb testlerinde anti- Trichinella IgG antikorlarin aragtirdik.

Morakote ve ark., IgG -ELISA’nin 1 aydan 6nceki vakalarda maksimum sonug vermedigini
ancak 2. aydan sonra %100’e yakin sensitivitenin elde edildigi bildirmiglerdir. Arastirmacilar
bu ¢aligmalarinda infeksiyonun 23., 50. ve 57. giinlerinde IgG-ELISA ile siwrasiyla %68.75,
%100 ve %100; IgM-ELISA ile de sirasiyla %12.5, %85.71, %93.33 oraninda pozitif
sonuglar elde etmislerdir. Mendez ve ark., ise IgG-ELISA ile 3. haftada, ancak vakalarin
%31’inde tam1 koyulabildigini; bu dénemlerde diger antikorlarin arandig1 tani yontemlerinin
daha yararli olacagim bildirmiglerdir (Mendez-Loredo ve ark., 2001; Morakote ve ark.,

1991).

IgG-ELISA’nin 6zellikle ge¢ vakalarda, diger antikorlar arayan testlerden g¢ok daha degerli
oldugu bildirilmektedir. Brushi ve ark., 1986 yilinda Italya’nin giineyindeki salgin sirasinda
yaptiklari calismalarinda 7. britovi‘e 6zgii antikorlart aragtirmiglar, standart ELISA ile IgG ve
IgM, giiclendirilmis ELISA ile IgE ve ayrica IFAT ile IgG antikorlarini taramislardir.
Infeksiyonun ilk doneminde tiim testlerde hemen hemen aymi oranlarda pozitif sonuglar elde
edilirken (%78.2-86.9), infeksiyondan 1 yil sonra en yliksek pozitiflik ELISA-IgG ile %55
oraninda saptanmugtir. Diger testlerde ise bu oran %20-38.5 seklinde bulunmustur.
Infeksiyonun 2. ayinda kesin tanim yapilmis olgulan en iyi tespit eden yontem IFAT- IgG
olarak bulunsa da, 6zellikle ge¢ dénem insan trichinellosis tanisinda ELISA-IgG nin en

duyarli test oldugu sonucuna varitmigtir (Brushi ve ark., 1990).
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IgE antikorlarinin trichinellosiste en erken dénemde saptanan antikorlar olmasma ragmen
yarilanma Smiirlerinin oldukg¢a kisa olmasindan dolay1 ¢ok nadir olarak saptandiklar onceki
calismalarda bidirilmistir (Dupouy-Camet, 2002). Bunun yaninda Trichinella spesifik IgA
antikorlanimin  6zellikle erken donem enfeksiyon tamisinda yararli olabilecegini bildiren
caligmalara sik¢a rastlanmaktadir. Mendez ve ark., Meksika’daki salginda yeni dogan larva
(YDL) antijenlerini ELISA da kullanarak hastalarda antikor yamitlarina bakmislardir. YDL
antijenlerini tamyan IgA antikorlar1 infeksiyonun 3. haftasinda hastalarin %80’inde, 5.-7.
haftalar arasinda ise %82- 100’iinde pozitif olarak bulunmustur. IgE antikorlari hastaligin 3.
haftasinda %44, IgM antikorlart %19 oraninda pozitif bulunurken; 5.-7. haftasinda ise % 0-
82 arasinda pozitif bulunmustur. Yine 37.-57. haftalar arasinda IgA, IgE, IgM’in, YDL’ya
kars1 reaktiviteleri %0-38 arasinda bulunmustur. Tiim bu sonuglara gore IgA’mn,
epidemiyolojik caligmalarda ve salginlarda trichinellosisin erken dénem tarusi igin faydali

olabilecegi bildirilmigtir (Mendez ve ark., 2001).

Contreras ve ark., trichinellosis tamisinda IgA-ELISA ve IgM-ELISA degerlendirdikleri
calismalarinda IgM-ELISA sensitivitesini %82.2-100, spesifitesini %92.3-97.8 olarak
saptamiglardir. IgA-ELISA sensitivitesini ise %86.7-100 ve spesifitesini ise %97.8- 100

olarak tanimlamiglardir (Contreras ve ark 1999).

Yugoslavya’ya kisa turistik gezi yaptiklan esnada infekte et yiyen 5 kisilik bir aile
bireylerinin Hollanda’ya dondiikten sonra hastalanmalan {izerine 1., 2., 6. ve 18 aylarda
alinan kanlarinda IgG, IgM ve IgA antikor diizeyleri, ES antijeni kullanilarak hem ELISA,
hem de Wb teknikleri ile aragtinlmistir. Semptomatik ii¢ hastada da en kuvvetli yanit IgM

yamt1 olarak g6zlenmis, 2. ayda baglayan antikor yamitimin 18. aya kadar devam ettigi
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goriilmiistiir. IgG yanit1 yine aymi hastalarda 18. aya kadar ylikselerek devam etmis ve bu
ayda en yiiksek titredeki antikor olarak degerlendirilmistir. IgA antikor yamt1 da baglangigta
yiiksek olmak iizere bu ii¢ semptom gosteren bireyde de saptanmigtir. Buna kargin
asemptomatik bireylerde antikor yaniti gbzlenmemistir. Wb ydntemi sonuglarina gore de bazi
bireylerde ELISA sonuglarinin negatif oldugu dénemde antikor yanitlar1 gosterilebilmisgtir.
Ozellikle vejeteryan olan bir bireyde ne ELISA ile ne de Wb ile spesifik antikorlarn

gosterilemedigi belirtilmistir (Pinelli ve ark., 2003).

Au ve ark., IgE, IgG, IgM-ELISA ve ayrica IgG-RIA ile IHA testlerinin degerlendirilmesi
amaciyla, klinik 6zellikleri bakimindan akut trichinellosisli 18 hasta ve diger parazitozlu 35
hastanun serumlarim ¢aligmuglardir. Giiglii amplifikasyon etkisi olugturmak amaci ile ek bir
antikor tabakas1 eklenerek caligilan IgE-ELISA testi ve IgM-ELISA testi ile %100 spesifite
ve sensitivite elde edilirken THA, IgG-RIA ve IgG-ELISA ile %94 sensitivite elde edilmis,
ancak ozellikle IgG-ELISA ve IgG-RIA testlerinde non spesifik reaksiyonlar gozlenmistir.

Kas biyopsisi ise hastalarin sadece %56’s1 pozitif olarak saptanmugtir (Au ve ark., 1983).

Pozio ve ark., T. spiralis ve T. britovi infeksiyonlarin1 karsilagtirdiklar1 zaman 7. britovi
infeksiyonlarinda parazite spesifik antikorlarin goriilme siirelerinin daha uzun oldugunu

bildirmislerdir (Pozio ve ark., 1993)

Calismamizda degerlendirdigimiz IgG-ELISA testiyle trichinellosis siipheli 39 hastanin 29
inde 1/100 diliisyonda pozitif sonug elde edilmistir. Diger 10 hastada ara pozitif sonuglarla
karsilagilirken, kontrol grubu hastalarinda herhangi bir reaksiyon gézlenmemigtir. Pozitif
hastalarin ¢ogunda, serumlarin ¢ig et yeme Oykiisiinden sonraki 1 ay i¢inde alinmig olmasi,
Trichinella spesifik IgG antikorlarinin hastaligin erken tamisim koymada etkin oldugunu

gostermektedir. Bununla birlikte bagta ara pozitif serumlar olmak tizere tiim siipheli kisilerin
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serumlarimin  belli periyotlarla tekrar incelenmesinin sensitivite oranlarimi daha da

yiikseltecegi diisiincesindeyiz.

Ozellikle yurdumuzdaki salgmmn 7. britovi kaynakli oldugu diisiiniildiigiinde, serum antikor
diizeylerinin daha uzun siireler yiiksek seyredecegi ve bu sebeble prevelans ¢aligmalarinda bu
durumun goz Oniine alimmasi gerektigi unutulmamalidir. Caligmamizda kontrol grubunda
goriilen, trichinellosis igin spesifik bantlarin degerlendirilmesi esnasinda da bu durumu

diistinerek bu kigilerin eski trichinellosis vakalar olabilecegi ihtimalini diistindiik.

Trichinellosis seyrinde antikor yamitinda gozlenen degigiklikler, tanida kanda dolagan immun
komplekslerin ve antijenlerin arastirilmasim giindeme getirmistir. Ancak &zellikle antijen
aranmasina yoOnelik testler, gerek o6zel personel, gerekse o6zel laboratuar kosullar
gerektirmelerinden dolayr hastaligin tamimlanmasinda ve izleminde uygulanmast oldukga
glictiir (Feldmeir, 1987; Dubenski, 1994). Tiim bu zorluklara ragmen bazi arastirmacilar
Trichinella tamisinda antijenleri aramanin, spesifik antikorlar1 aramaktan daha yararh

oldugunu belirtmiglerdir (Nishiyama ve ark., 1992).

Nishiyama ve ark., Sandwich’ ELISA ile kanda dolasan 7. spiralis antijenlerini saptamaya
caligmuslar ve yontemin sensivite ve spesifitesini degerlendirirken 4 farkli antijen (7. spiralis,
Trichirus trichiura, Dirofiliaria immitis, Askaris suum) kullanmiglardir. Yontem 7. spiralis
icin sensitif ve spesifik bulunmustur. 7. spiralis igeren etleri az pigmis olarak yiyen
trichinellosis siipheli 347 hasta bu yontemle galigilmigtir. Klinik semptom gosteren hastalarda
antikor varlign %18.9 oraminda, olusan antijenlerin ise %29.9 oraninda bulundugu, klinik
belirti vermeyen olgularda ise bu oranin sirasiyla %5 ve %21.4 oldugu bildirilmigtir. Bu
sonuglar 15181nda, aragtirmacilar dolasan antijenleri aramanin, Trichinella tanisinda spesifik

antikorlar aramaktan daha yararl oldugunu belirtmislerdir((Nishiyama ve ark., 1992).
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Capraz reaksiyonlar trichinellosis serolojisinde en sik kargilasilan sorunlardan biri olarak
goriinmektedir. Ozellikle nematod grubundan parazitler arasinda birgok benzer epitopun
bulunmasi, gapraz reaksiyonlarin en Onemli sebepleri arasinda gosterilmekte ve parazit
ekstratlarinin krut olarak kullamldigx ¢aligmalarda bu tip reaksiyonlarin saptanabilecegi, ES
antijenleri veya yiizey piirifiye antijenlerin kullanilmas: durumunda ise bu reaksiyonlarin daha

az gozlenecegi bildirilmektedir (De-la-Rosa ve ark., 1995).

Marakote ve ark., trichinellosisli ve diger parazitik infeksiyonlu (intestinal nematod ve
sestodlar) hastalardan topladiklari serum Srneklerinde ELISA ile Trichinella spesifik IgG ve
IgM antikorlarim ¢alisarak ¢apraz reaksiyonlart arastumuslar ve en gliglii intestinal
capillariasiste olmak lizere [gG-ELISA ile %20.93, IgM- ELISA ile de %9.30 oraminda ¢apraz

reaksiyonlarla karsilagmiglardir (Marakote ve ark., 1991).

Yera ve ark’min yaptiklart galismada ELISA ile negatif kontrollerin higbirisinde yalanci
pozitiflik saptanmazken, otoimmun ve diger paraziter hastaliklt ¢ahsma gruplarinda
gruplarinda sirasiyla %4.3 ve %39.2 yalanci pozitif sonuglar elde edilmigstir (Yera ve ark.,

2003).

Dela Rosa ve ark., Trichinella infeksiyonu tamisinda kargilagilabilecek gapraz reaksiyonlar
degerlendirmek i¢in ELISA ve Wb testlerini kullandiklar1 ¢ahigmalarinda trichinellosis
(25serum), brucellosis (31), toxoplasmosis (16), typhoid ates (12), amebiasis (8),
trichocephaliasis (1), cysticercosis (99), ascariasis (20) ve onchocerciasis (17)’li hasta
serumlanm ¢ahismuglardir. Tiim Trichinella’li hasta serumlarinda ELISA ile pozitif sonug
bulurlarken Wb ile de onceden belirtilmis bant paternleri elde etmislerdir. Diger grup
hastaliklarda ELISA ile yalmzca 1 onchocerciasis hastas1 diginda tiim hastalarda,

trichinellosise dzgiin antikorlara rastlamamglardir. Wb sonuglarina bakildiginda ise ELISA
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ile negatif bulunan bir ascariasis olgusunda ve onchocerciasis olgularimin gogunda silik de
olsa bant paternlerini géstermiglerdir (77 kDa da bir bant). Fakat diger gruplar i¢in herhangi

bir bant g6zlememislerdir (De-1a-Rosa ve ark., 1995).

Biz de ¢alismamizda Trichinella tamisinda kullandigimiz standart IgG-ELISA testinin olasi
capraz reaksiyonlarim degerlendirmek amaciyla toplumumuzda daha sik gézlenen parazit
hastaliklarindan toxocariasis ve fascioliasis infeksiyonlarimi ele aldik. ES antijenini
kullandigimiz IgG-ELISA testi ile g¢alisilan 2 toxocariasis ve 4 fascioliasis serumunun
higbirisinde pozitif sonugla karsilagmadik. Bu sonu¢ daha sonraki olasi Trichinella
salginlarinda elimizdeki ES antijenini  kullanabilecegimizi 6ngoérebilir. Fakat capraz
reaksiyonlar1 tam olarak degerlendirebilmek i¢in, farkli paraziter hastalik gruplarindan, daha

fazla serumun ¢aligilmasi gerektigi inancindayiz.

Wb, genellikle, 6nceden elde edilmis serolojik sonuglar1 konfirme etmek amaciyla kullanilan
bir test olarak kullanolmaktadir. Ozellikle ELISA ile elde edilen gercek pozitif ve yalanci
pozitif sonuglari, teyit etme veya ekarte etmede oldukg¢a bagarili bir teknik olarak

gosterilmektedir(Rodriguez-Osorio M , 2003; Yera ve ark., 2003).

Wb testinin 6zellikle hastalifin baglangi¢ doneminde, ELISA dahil diger testlerden daha fazla
degerli bir test oldugu bildirilmektedir. Ispanya’nin Granada bélgesinde yasanan 140 kisinin
infekte oldugu tglincii 7. britovi salgininda, semptomlarin bagladii donemde Wb testi ile
ELISA ve IFAT’a gore daha fazla sayida pozitif olgunun saptandigi bildirilmistir. Rodriguez-
Osorio M ve ark., toplam 52 hastay: igeren ¢aligmalarinda, hastalarin IgG diizeylerinin orta
seviyelerde bulundugunu gérmiisler ve infeksiyondan 6 ay sonra ELISA ile diger iki testten
daha az pozitiflik saptamislardir (Rodriguez-Osorio M, 2003). Biz de ¢alismamizda klinik

semptomlar acisindan kuvvetle trichinellosis oldugu diisliniilen 11 hastamin ELISA ile,
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stipheli diizeylerde kaldigim gordiik. Fakat bu ara pozitif hastalarin tlimiiniin Wb ile pozitif
olarak bulunmasi, 6zellikle hastaligin erken déneminde ELISA ile yasanabilecek ara pozitif
sonuclarin, kesin tani agisindan Wb ile degerlendirilmesi gerektigi sonucunu ortaya

koymaktadir.

Hassanain ve ark.’min erigkin krut antijen kullanarak uyguladiklart Wb’da, insan, domuz ve
sigan igin sirasiyla 45.00, 75.35 ve 57.98 kDa agirligindaki antijenik bantlar, Trichinella igin
anlamli bulunurken, eriskin ES antijen kullamilarak yapilan Wb’da ise sirasiyla 26.00, 24.00
ve 46.99 kDa aguliginda bantlar degerli bulunmustur (Hassanain ve ark., 2004).
Caligmamizda, 45 kDa agirhgindaki bant, standart ELISA ile pozitif olarak degerlendirilmis
hastalarin %82 sinde gdzlenmis ve bu bant, calismamizda Trichinella tanis1 igin en sensitif

bant olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda 95 kDa agirhifindaki bantin pozitif hastalarin %23’tinde, 61-66 kDa bantin,
%33 hastada ve 38-40 kDa arasindaki bantlarin da yine pozitif hastalarin %56.4° iinde
oldugunu gordiik.Bizim galigmamizla uyumlu olarak Mahannop ve ark., ise Wb ile 7. spiralis
icin 94 kDa, 67 kDa, 63 kDa ve 39 kDa agirligindaki komponentleri degerli antijenik bantlar

olarak degerlendirmislerdir (Mahannop ve ark., 1992).

Chapa-Ruiz ve ark T. spiralis kas larvasinin total solubl ekstraktlarina insan antikor cevabim
Wb ile ¢aligmislardir. En sik tamimlanan antijenleri 96, 67, 63, 55 ve 47kDa agirhiginda
belirlemiskerdir (Chapa ve ark., 1992). Alcantara ve ark., 7. spiralis krut antijenini
kullandiklar1 Wb testi ile trichinellosis hastalarmin serumlarimi galismislardir ve 38 ile 104
kDa arasinda sekiz ayirt edici bant tammlamiglardir (Alcantara ve ark., 1993). Calismamizda
Wb testinde ES antijeni kullamlmig ve hasta ve kontrol gruplarinda 14-123 kDa arasinda

farkl1 sensitivitelerde, tekli, ikili ya da iiglii toplam 47 bant saptanmustir.
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Nunez ve ark., insan trichinellosisinin akut ve kronik déneminde, ES antijenini kullanarak
Wb yontemini uygulamiglardir. Tekli, ikili veya figlii yerlesimli 66, 55, 45, 36, 29, 24 ve 14
kDa agirlifa uyan bolgelerde yogunlasmis 13 bant tamimlamiglardir. Arastrmacilar yaklagik
55, 36, 29 ve 14 kDa agirigindaki bantlan 7. spiralis i¢in spesifik bulurken, 55 kDa’nun tiim
hasta serumlarinda gozlendigini buna karsin 14 kDa bantin ise serumlarin kiigiik bir
yiizdesinde bulundugunu bildirmiglerdir. Arastirmacilar ayrica kronik trichinellosis
vakalarinda Wb tekniginin, 6zellikle endemik bolgelerdeki surveyans galigmalarinda standart
bir yontem olan ELISA dan daha sensitif oldugunu bildirmiglerdir (Nunez ve ark., 2000).
Caligmamizda 55 kDa agirligindaki bant %48.7 oramyla Trichinella igin en degerli bantlar
arasinda degerlendirilmistir. Yine Nunez ve ark’min 7. spiralis igin spesifik olarak
degerlendirdikleri 14 kDa agirlifindaki bant, aragtirmacilarin sonuglarina benzer bir bicimde
bizim ¢aligmamizda da diisiik bir yiizde de bulunmus, fakat kontrol gruplarinin higbirisinde
saptanmanmugtir. Diger taraftan caligmamizdaki sensitivitesi en diisiik bantlar incelendiginde
29, 32, 34, 58, 62 ve 63 kDa agirhgindaki bantlar 11 kontrol hastasinin higbirisinde

gézlenmezken, pozitif olarak degerlendirilen hastalarda %2.6 sensitivitede gozlenmistir.

Wb ydnteminin trichinellosisin erken dénem tanisinda ELISA’dan ¢ok degerli oldugu ve bu
donemde tam koymada tek serolojik yontem olabilecegi bildirilmistir (Yera ve ark., 2003).
Yera ve ark., yaptiklar ¢aligmada erken dénem trichinellosisli 9 hastanin higbirisinde ELISA
ile antikor yamitimin gosterilemedigini buna karsin Wb ile 4 hastada 43-44 ve 64 kDa luk
bantlarin saptandigin belirtmislerdir. Yera ve ark., trichinellosis tamisinda IF ve ELISA ile
kargilagilan ¢apraz reaksiyonlan asabilmek amaciyla 7. spiralis krut ekstratlarim kullanarak
endiistriyel Wb stipleri dizayn etmisler ve trichinellosisli 60 hastanin tiimiinde 43, 44, 64, 96
ve 127 kDa agirliginda bantlar1 gézlemislerdir. Aragtirmacilar 43-44 kDa ve 64 kDa bantlarini

%100 sensitif olarak bulmalarinin yamsira, %98,8 ile en spesifik bantlar (sadece bir
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kontrolde, anisakiasis) olarak degerlendirilmistir (Yera ve ark., 2003). Benzer sekilde
calismamizda 40-45 kDa bantlarim birlikte degerlendirdigimizde %97.8 oraninda sensitivite
elde ettik. Ancak 45 kDa bant1 3 saglikli kontrol hastasinda da pozitif olarak bulduk. 64 kDa
bantinin ¢aligmamizda sadece 5 (%12.8) hastada pozitif bulunmasi, aragtirmacilarin farkl krut

antijen kullanmig olmalarindan kaynaklamyor olabilir.

Robert ve ark., trichinellosis tamisinda IFAT ile gozlenen g¢apraz reaksiyonlart Wb ile
tammlamaya ¢aligmuglardir. Wb ile Trichinella serumlaniyla 47, 55 ve 90°kDa da spesifik
bantlar tammlanmistir (Robert ve ark., 1996). Bizim c¢alismamizda 47 kDa bant1 pozitif
hastalarin %25.6 sinda gozlenirken saglikli kontrol gruplarinda rastlanmamigtir. Robert ve
ark nin bulgularmma paralel olarak, biz de 88-90 kDa agirligindaki bantlar1 %53.8 sensitivite

ile trichinellosis tanisinda en degerli bantlar arasinda siraladik.

Pinelli ve ark., IgM ve IgG antikorlarimi tamimlayan ES antijenin komponentlerini Wb
yontemini kullanarak tanimlamaya calismuslardir. Ozellikle 45 kDa ile spesifik IgG4
yanitinin  birliktelii ortaya konurken echinococcosis, filariasis, cysticercosis, ascariasis,
strongyloidasis veya toxocariasisli hasta serumlarinda ise bu iligki gosterilememistir (Pinelli
ve ark., 2001). Yine aym arastirmacilar I[gG4 yanitinin tetiklenmesi i¢in siirekli bir antijen
maruziyetinin gerekli oldugunu belirtilerek, 1. aydan 6nce bu yanitin alindigi hastalarin daha
Onceden infekte ete maruz kalmug olabilecegini bildirmiglerdir (Pinelli ve ark., 2004).
Calismamizda, 45 kDa antijenik banti %82 oramyla en fazla gozlenen bant olarak
degerlendirdik. Ozellikle diger arastirmacilarn belirttiginin aksine uyguladigimiz IgG ELISA
testinin infeksiyonun 1. ayindan 6nce de yiiksek pozitiflikler vermesi 6nceden bu infeksiyona
stirekli bir maruziyetin olabilecegini de diiglindiirebilir. Bu perspektiften bakildiginda
iilkemizde 6nceden bilinmeyen kiigiik ¢aph salginlarin, ya da sporadik vakalarin olabilecegi

gercegini ortaya koymaktadir.
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Yera ve ark., T. spiralis krut ekstratlarni ile hazirladiklari Wb striplerini kullandiklan
calismalarinda amebiasis, strongyloidosis, hydatidosis, malarya, toxoplasmosis serumlarinda
higbir reaksiyon gozlememisler, anisakiasis, bilharziasis, cysticecosis, filariasis, toxocariasis,
fascioliasisli hasta serumlarinda, zayif reaksiyonlar bulmuglardir (20 serumda 127 kDa, 16
serumda 96 kDa, 10 serumda 110 kDa, 4 serumda 64 kDa, 2 serumda 43 kDa, 1 serum
oreginde ise 44-46 kDa). Otoimmun hastaliklara ait, 11 serum &rneginde 127 kDa, 10
ornekte 110 kDa , 2 6rnekte 43 kDa bantlar1 saptamuglardir. Kontrol gruplarinin ¢ogunda 127,
110 ve 96 kDa bantlart da saptandigindan, bu bantlar en az spesifik bantlar olarak
degerlendirilirken, akut trichinellosisli tiim hastalarda ve sadece bir kontrolde (anisakiasis)
43-44 kDa ve 64 kDa bantlar1 gosterildiginden bu bantlar %98,8 ile en spesifik bantlar olarak

degerlendirilmistir (Yera ve ark 2003).

Robert ve ark., Trichinella, otoimmun ve Trichinella dig1 paraziter hasta (hydatidosis,
filariasis, leishmaniasis, fascioliasis, schstosomiasis) serumlart ile hem IFAT, hem de Wb
tekniklerini ¢alismiglardir. Bu ¢aligmada, otoimmun ve diger parazitozlu hasta gruplarinda,
doku kesitlerine karsi belli serum diliisyonlarinda pozitiflik saptanmugtir. Leishmaniasiste 60
kDa, filariasiste 85 kDa, schistosomiasiste 85, 90 ve 120 kDa agiliginda bantlar
tammlanmigtir. Otoimmun hasta serum Srneklerinden 3’iinde Wb ile 47, 55 kDa bantlar
gosterilmigtir. Sonugta bazi otoantikorlarin da Trichinella antijen epitoplariyla reaksiyona
girebilecegi bildirilmis. Diger parazit infeksiyonlu hasta serumlarinda goriilen bantlarm da
yine ortak antijenik epitoplara karsi olugmus reaksiyonlarla veya HSP60, HSP90 gibi stress
proteinlerine kargt olusan antikor yamitlariyla meydana gelmis olabilecegi bildirilmigtir

(Robert ve ark., 1996).

Biz de ¢alismamzda da hepsi saghkli kontrol grubunda olmak tizere 20, 28, 33, 43, 45, 47,

50, 52, 57, 61, 82, 115 ve 131 kDa bantlarda diisiik yogunluklarda reaksiyonlar saptadik.
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Sonug olarak, ES antijenini kullanarak hem standart ELISA, hem de Wb tekniklerini
trichinellosis tanisinda bagartyla uyguladik. Yurdumuzda meydana gelebilecek bundan
sonraki olas1 Trichinella salginlarinda, tarama testi olarak standart ELISA’y1 basariyla
uygulayabilecegimiz ve 6zellikle siipheli olgularda ya da hastaligin erken donemlerinde diger
testlerin heniiz negatif oldugu durumlarda Wb tekniginin kullamilmasimin yararli olacagt

sonucuna vardik.
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SONUC

Aragtirmamizda trichinellosisli hastalarin serolojik tamlarinda ES antijen kullamilarak
hazirlanan standart ELISA ve Wester blot testlerinin son derece degerli oldugunu gordiik.
Ozellikle trichinellosis salginlar gibi biiyiik popiilasyonlar: etkileyen durumlarda tarama testi
olarak ES antijenin kullanildi@1 standart ELISA’nin uygulanabilecegi, bu testle kesin tanmin
konulamadii durumlarda dogrulama testi olarak Wb yonteminin yararli oldugu sonucuna
vardik. Ancak elde ettigimiz diger bir sonuca gore saglikhi gruplarda da Wb ile degerli bazi
bantlarin ortaya konulmasi, trichinellosisde ¢apraz reaksiyonlar ile ilgili galigmalara ihtiyag
oldugunu ve testlerin spesifitelerinin de ortaya konulmas: gerekliligini gosterdi. Coziim olarak
ozellikle sporadik olgularda, en az bu iki serolojik testin birlikte degerlendirilmesinin gart

oldugu inancinday1z.
Tiirkiye’de olusan ilk biiyiik trichinellosis salginindan sonra tilkemizin tekrar karsilagacagt

salgmlar ve sporadik olgular kargisinda, tam amaci ile serolojik testlerden ELISA ve Wb

testlerinin giivenle kullanlabilecegi sonucuna vardik.
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OZET

Trichinellosis, insan ve diger birgok vertebraliy1 etkileyen, Trichinella tiirleriyle meydana
gelen bir parazit hastalipidir. Tiim diinyada halk sagligim tehdit eden bu hastalik, genis
yayilim gosteren helmintik zoonozlardan biridir. Ocak 2004 tarihinde Izmirde, sifir ve
domuz eti karisimindan yapilan ¢ig kofte tiiketilmesine bagli olarak bir trichinellosis salgimi
ortaya cikmustir. Etiyolojik ajanun T. brifovi oldugu saptanmustir (Trichinella International

Reference Centre, Istituto Superiore di Sanitd, Roma).

Bu ¢aligmada ekskretuar/sekretuar (ES) antijen kullamlarak yapilan standart ELISA testi,
Western blot (Wb) testi ve ticari IgG-ELISA testi ile trichinellosisde IgG antikorlar1 arand.
Calisma grubunu 39 trichinellosis hasta serumu ve kontrol grubunu 3°ii Toxocara pozitif, 2’si
Fasciola pozitif ve 6’s1 saglikli olmak tizere 11 kontrol serumu olusturdu. Tiim serumlar 6nce
ES antijenin kullamldig1 standart ELISA ile degerlendirildi. Trichinellosis pozitif olan 39
hasta serumunun hepsi standart ELISA ile pozitif olarak belirlenirken, 11 kontrol grubunun
hepsi negatif olarak bulundu. Ticari IgG-ELISA kiti ile ise 39 serumun 22’i (%56) pozitif
olarak saptandi. Wb sonuglarmna goére trichinellosisli hasta serumlarmda 14 kDa ile 123 kDa
arasinda benzer bant profilleri gézlendi. Bu serum 6rneklerinin en gok; 40 kDa (%41), 43 kDa
(%46.1), 45 kDa (%82), 55 kDa (%48.7), 77-79 kDa (%51.2), ve 88-90 kDa (%53.8)
molekiiler agirhgindaki antijenik bantlari, farkli sensitivitelerde tanidig: saptandi. Aynica 40-

45 kDa bant kompleksinin sensitivitesi %97.4 olarak bulundu.

Bu arastirma ile insan trichinellosisinde ES antijeni kullamlarak yapilan ELISA ve WB

testlerinin 6zellikle salginlarda erken tanida degerli oldugu sonucuna varildi.
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SUMMARY

Trichinellosis is a parasitic disease caused by Trichinella spp. that affects human and many
other vertebrates. This disease, one of the most widespread helminthic zoonoses, is a public-
health concern throughout the world. In January 2004, an outbreak of trichinellosis occurred
in Izmir, Turkey, following the consumption of raw minced meat ball made with both beef
and pork. The etiological agent has been identified as Trichinella britovi (Trichinella

International Reference Centre, Istituto Superiore di Sanita, Roma).

In the present study, a conventional ELISA, Western blot (Wb) assay using an
excretory/secretory (ES) antigen and commercial IgG-ELISA kit have been evaluated for the
IgG antibody detection in trichinellosis. Serum samples were collected from 39 persons with
trichinellosis and from 11 control individuals: 3 with a positive serology for Toxocara, 2 for
Fasciola and 6 healthy subjects. All of sera have been previously tested by a standart ELISA
using ES antigen. By ELISA, serum samples from the 39 persons with trichinellosis resulted
positive, and serum samples from the other 11 persons were negative. Whereas, 22 serum
samples from the 39 persons with trichinellosis resulted positive by commercial kit. In Wb
analysis, serum samples from the 39 persons suffering for trichinellosis showed common
profile bands with band size ranging from 14 to 123 kDa. These serum samples recognized
the following antigenic bands with a different sensitivity: 40 kDa (sensitivity 41%), 43 kDa
(46.1%), 45 kDa (82.0%), 55 kDa (48.7%), 77-79 kDa (51.2%) and 88-90 kDa (53.8%). Also

the band complex of 40-45 kDa showed 97.4% sensitivity.

As a result of this study, ELISA and Wb tests using ES antigen are found valuable in early

diagnosis of human trichinellosis especially in outbreaks.
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