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Toksoplazmoz Tamisinda ACIF Testin Degeri, IFA ve

ELISA ile Karsilastirilmasi

Ozden Biiyiikbaba, Nilgiin Dinger, Y. Ali Oner, Ergene Biiget

Ozet: IgM antikorlarnnn kayboldugu dénemde akut Toxaplasma infeksiyonunun geg dinenini belirlemede Gnem tagiyan, geg
- pazitiflesen ve cabuk negatiflesen kompleman birlesmesi deneyi modifiye edilerek, antikompleman immiinofluoresan (ACIF) test
seklinde nygulannngtir, ACIF test ile IFA ve ELISA (IgG, IgM) yintemlerini karsulagtmak iizere, toksoplazmaoz 8n tamlt 100
hasta sermnu incelenmigtir. Hastalarm 28'inde ACIF, IFA-IgG ve ELISA-IgG ile antikor belirlenmis, serumlnrm lighirinde yatnz
ACIF ile pozitif sonug almmannghir. Anti-Toxoplasma IgM antikorlar: belirlenen bes hastada ise, ACIF negatif sontg vermigtir, Bu
dn gatigmanun bulgular, ACIF testin akut Toxoplasma infeksiyomumun gég doneminin saptanmasmda yararlamlabilecek bir

yantent oldugu izlentmini vermigtir.

Anahtar Sdzciikler: Toxoplasmn gondii, ACIF test, serolojik tar,

Summary: The value of ACIF test in the laboratory diagnosis of toxoplasmosis and its comparison with IFA and ELISA,
Anticomplement immunofluorescence (ACIE} test which is a modification of complement fixation test, that becomes positive lately intf becomes
nesative rapidly and is important for detecting the late period of acute Toxoplasma infection when IgM antibodies disappear, was applied in this
study. ACIF, IFA and ELISA {IgG, IgM) were compared in investigation of 100 clinically suspected toxoplasmosis patients. Although IFA-IgG
and IFA-TgM antibodies were detected with ACIF in 28 patients, none of the sern were renctive with ACIF alone. In five of Hhe patients with
anti-Texoplasma IgM antibodies, ACIF was negative. The results of this preliminary study suggested that ACIF iay be a relinble lest in

detecting the Inte period of acute Toxoplasma infection,
Key Words: Toxoplasma gondii, ACIF, serodiagnosis.

Girig

Toksoplazmoz halen tilm diinyada cldugu gibi yurdumozda da
oldukga tnemli, sik rastlanan bir hastaliktir, Hastalifin etkeni olan
Toxoplasma gondii insany, doku kisti iceren az pigmis ya da cif et-
lerin yenmesi, infekte kedi digkisindaki ookistlerle kontamine yi-
yecek ve iceceklerin sindirim yolundan alinmasi ile bulagir.
T.gondii gebe anneden fetusa plasenta yolu ile de gegebilmektedir.
Aynca kan transfiizyonu ve organ transplantasyonu ile bulasabil-
digi bildiriimektedir (I-5). Buglin dofian her bin gocuktan % 0.1-
0.7'sinin belirgin veya gizli toksoplazmozlu dogdugu bilinmekte-
dir (6).

Tani tan1 etkenin goriilmesi, izole edilmesi veya meydana gelen
antikorlarn saptanmasi ile konur. Ancak giivenilir yontemler uy-
gulanmadikgca elde edilen yanlis sonuglar, hem hastaya hem de
gereksiz ilag kullanma nedeniyle yurdumuz ekonomisine zarar
vermektedir, Pratikte daha gok antikor tespitine dayanan serolojik
deneylerle tan: konur. En ok kullamlan deneyler Sabin-Feldman
boya deneyi (SFBD}, kompleman birlegmesi deneyi (KBD), indi-
rekt fluoresan antikor (IFA} deneyi, enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) ve dirckt agliitinasyondur (2).

SFBD duyarli ve gilvenilir bir deney olmakla birlikte zor ve
pahals bir yontemdir. IFA deneyinde pozitif soneca yol agan anti-
korlar SFBD'ndekilerle aynidir ve sonuglan paralellik gdsterir.
1gG ve IgM antikorlarim ayr ayn gistermesi, 81ii antijente caligil-
mas1 ve aklivattr maddeye ihtiyac gfistermemesi deneyin iistiln
olmasina yol agar (7). ELISA da IgG ve IgM cinsi antikorlan ayn
ayn saptar. IgM, infeksiyonun ilk gilnlerinde belirir ve 1-2 ayda
azalarak kaybolur. IgM-ELISA deneyinde, IgM-1FA deneyindeki
yalancy pozitiflik goriilmemektedir (8,9). IHA, SFBD ve IFA de-
neylerinden daha geg pozitiflegmekte ve uzun siire pozitif kalmak-
tadr (10).

Toxoplasma infeksiyonunun tamsmda ek yonlem ve tek serum
omegi tle aliman sonuglar gilvenilir degildir. Her zaman (Smegin
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medikal abortus gerektirebilecek duramlarda) ikinci bir serum al-
mak igin olanak ve zaman elmayabilir. Bu durumda tek serum &r-
neginde birden fazla ybntemle ¢alisilarak glivenilir sonuca varmak
gerekmektedir, Omegin KBD, SFBD ve IFA deneylerinden daha
gec pozitif olmakta ve daha erken negatiflesmektedir. IgG pozitif,
KBD negatif bulunmussa, ya ¢ok yeni baglayan ya da eskiden gegi-
rilmig bir infeksiyonu gosterir. 1gG ile birlikte KBD'nin pozitif ol-
masi ise yeni bir infeksiyonu gistermesi balomindan degerlidir (4).

Bununia birlikte IFA ve KBD birbirinden farkl: iki laboratuvar
disiplinini gerektirmektedir. Ozellikle KBD, yapiligi oldukga zor
bir ydntemdir. ACIF ydntemi ise IFA ydntemi ile birlikte, hatta
aym lam ilzerinde uygulanabilir bir yoniemdir. Bu galigmada
ACIF ve IFA-IgG ve IFA-1gM yontemleri aynt lam ilizerinde gali-
gilarak toksoplazmoz tamsinduki degeri aragtirilmig ve difer yon-
temlerle kargilagtirlmigtir.

Yontemler

Bu cahigmada Istanbul Tp Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dal'na Kadin Hastaliklan ve Dogum
Anabilim Dali'ndan Toxoplasma infeksiyonu 8n tams: ile gdnderi-
len 100 hastanin serumu incelenmistir.

T.gondii antikorlarimin aranmasinda ACIF, TFA ve ELISA yin-
temleri uygulanmigtir. T.gondii antikorlarnin aranmasinda uygula-
nan ACIF ve IFA yoniemlerinde antijen olarak Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda fare pasajlan ile yagatilan
T.gondii ile infekte edilen findikfarelerinin periton ekstidasindan
alinan takizoitler kullamlmistir.

ACIF ve IFA ybntemlerinde konjugat serum olarak insan anti-
(3 (sheep) "anti-human C3/FITC" {Welcome), insan anti-1gG glo-
biilini "anti human I[gG/FITC" (Welcome), insan anti-IgM globiili-
ni "anti human [gM/FITC" (Welcome) kullaralmustir.

ACIF Deneyinin Yapilisi: Kompleman baglayan antikorlann
aranacag hasta serumiart deneye alinmadan dnce 56°C'de 30 duki-
ki inaktive edilmigtir. Kompleman olarak kullamlan taze kobay
serumu egil miktarlarda inaktive edilmis olan serum ile kanghnl-
mgtr. Serumlar fosfat tamponlu su ile 1/4 craninda sulandirilip
ozel lamlardaki antijen kapl oyuklara 25 pl damlatiimigtr. Lamlar

- rutubet tanks icinde 37°C'de 30 dakika bekletilmigtir. Stire sonun-
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Tablo 1. 100 Hasta Serumunda ACIF lle Alnan Sonuglar

Pozitif Serum Sulandirimlart

Negatif
B 116 1432 1/64 1128 1/256

28 25 20 16 7 1 72

da lamlar fosfat tamponlu su ile 10 dakika yikanmigtir, Daha sonra
FITC ile isaretli anti-human C3, oyuklara 25 p damlatiimmg ve yi-
ne aym ortamda ayni slirede inkiibe edilmis, siire sonunda aym y1-
kama islemi uygulanmistir. Kuromaya yakin pH 7.6 olan tampon-
lanmis gliserin damlatilarak lamelle kapatnlmig ve fluoresan mik-
roskopta sonuclar okunmusgtur,

1/4 sulandirmada pozitif bulunan serumlar, 1/8, 1/16, 1/32, 1/
64, 1/128 ve 1/256 oranlarinda sulandinlarak antikorlar aranmugtir.
Deneylerde her lama bir pozitif ve bir negatif kontrol serum kon-
mugtur,

Deneye baglamadan &nce FITC ile igaretli anti-human C3'liniin
gerceklen kompleman varhfnde gahighfim gostermek icin bir

kentrol ¢alisma yapimigtr. Bunun igin deney iki agamada ylirtittl-

miistiir, Birinci asamada pozitif kontro] serumu ve negatif kontrol
serumu (Behring firmasindan temin edilen) egit mikiarlarda komp-
leman ile kangtirilmg ikinei agamada ise aym serumlar komple-
mansiz olarak galigimigter.

IFA Deneyinin Yapihisi: Lamlardaki antijen izerine 1/16 su-
landimlmg inaktif hasta serumlarn 25 ml damladlmig ve rutubet
tantky iginde 37°C'de 30 dukika bekletilmigtir. Daha sonra fosfat
tamponlu su ile 10 dakika yikanan lamlar kurutulmug ve lizerine
FITC ile igaretli anti-human IgG damlatilarak rutubet tankinda
37°C'de 30 dakika bekleti!migti, Buradan ahnan lamlar fosfat
tamponlu su ile yikanmg, havada kurutulmug ve gliserin ile kapa-
trlarak fluoresan mikroskopta incelenmigtir.

Pozilif bulunan serumlar 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512 ve 1/
1024 oranlarinda sulgndirlarak IgG antikorlan aranmgtir. Deney-
de her lama standard bir pozitif ve bir negatif kontrol serum kon-
mustur.

Bu deney FITC ile igaretli anti-human IgM kullamlarak yukari-
da snlatildiga gibi tekrarlanmigtir.

ELISA Cahgmase: T.gondif'ye tzgil IgG simfi antikorlann arag-
tirilmasinda, Captia Toxo-G {Mercia Diagnostics); IgM simfi an-
tikorlarin aragtirdmasinda, Platelia Toxo-M (Diagnostics Pasteur)
ELISA kitleri kullamlmugtir. Deneyde, ¢ift antikor sandvig yOnte-
mi uyarinca anti-IgM (insan) kaplt mikrotitrasyon plaklar kan faz
olarak kullamlrmsg, hasts serumlarindaki spesifik IgM'lerin varlig,
Toxopigsma antijent ve peroksidaz isuretli T gondii monoklonal
antikorlan ile gisterilmistir,

Sonuclar

Toksoplazmoz 8n tanils hastalara ait 100 serum Smeginde anti-
kompleman immilnofloresans (ACIF) yéntemi ile alinan sonuglar
Tablo 1'de gésterilmistir.

IFA ile bes serum Smeginde IgM antikorlan belirlenmis, bu se-
rumlar romatoid faktir ile absorbe edildikten sonra deney yinelen-
diginde, sadece dért serumda IgM antikorlan tekrar saptanmigtir.
IFA-IgG ile alinan sonuglar Tablo 2'de gosterilmigtir. ELISA ile
bes serumda 1gM antikorlart belirlenmistir. ELISA-IgG ile ahinan

/ Tablo 2. 100 Hasta Serumunda IFA-IgG Ile \
Alinan Sonuglar

/ Tablo 3. 100 Hasta Serumunda ELISA-IgG lle \
Alinan Sonuclar

IgG (Uliml}
100 150 200 250 300

\aa 25 16 15 9 g2 J

/ Tablo 4. ACIF, IFA-gG ve ELISA-lgG Ile Pozitif Sonug

Negatif

Pazitif Serum Sulandirimlan

Negalif
1/64 11128 1/256 1512 11024

48 27 16 2 1 52

Elde Edilen Otfgular
Hasta no. ACIF* IFA-lgG* ELISA-IgG**
1 1/8 11128 100
2 1/8 1/256 aco
3 1/8 1/64 156
4 116 1/256 100
5 116 1/256 150
6 118 11128 150
7 116 1/64 100
B 116 14256 300
] 1732 1/64 250
10 1132 1/64 100
11 1132 1/64 100
“12 1132 i/64 100
13 1/64 1/64 100
14 1/64 1/64 100
15 1/64 11024 a0
© 16 1/64 1/256 250
17 1/64 1/256 250
18 1/64 1/256 300
19 164 1/256 300
20 1f64 . 11256 300
21 1/64 1/64 100
22 1128 1128 200
23 1128 1/64 100
24 1H28 1128 300
24 11128 17128 250
26 1128 1128 250
27 1128 1/256 300
28 1/256 1/256 300
* Pozitif sanug elde sdilen serum sulandinmlan .
= Uml /

sonuglar Tablo 3'te gbsterilmigtir. 28 olguda ACIF, IFA-IgG ve
ELISA-IgG ile pozitif sonug elde edilmigtir (Tablo 4).

Irdeleme

ik kez 1908 yilinda Nicolle ve Manceaux tarafindan Cyteno-
dactylus gondii adl bir kemiriciden izole edilen Toxoplasma gon-
dii, son konag kedigiller, ara konags ise insan dahil ttim memeli-
ler, kuglar ve siriingenler olabilen bir zorunlu hiicreigi parazitidir
(11). 1923'te Janku'nun bir gocukia goz toksoplazmozu olgusunu
ve 1937'de Wolf ve Coven'in bir slitgocugunda konjenital toksop-
lazmoz olgusunu bildirmeleri iizerine insandaki dnemi ortaya gik-
mustr (11,12). Yurdumuzda tamimi kesin ifk insan ofgusunu da
195%'te Unat ve arkadaglan (13) bildirmistir. Sonraki yillarda ya-
pilan birgok galigmada yurdumuzda T.gondii infekslyonunun yay-
gin oldupu belirlenmistir (14-16).Toksoplazmozun diinya erigkin
niifesunun % 40'nda sessiz infeksiyonlar seklinde seyrettigi bilin-
mekiedir. Buna kargin agir bulgularla seyreden konjenital ya da
sonradan kazanilmig toksoplazmoz olgular: da siktir. Sadece klinik
bulgufara dayamlarak toksoplazmoz tams: koymak genellikle
milmkiln degildir. Infekte hastadan T.gondii izolasyonu, toksoplaz-
mozun tamsinda en glivenilir ydntemdir. Ancak direkt etyolojik ta-
1 oldukga giic oldugundan, serolojik yontemler ile T.gondif'ye kar-
51 olusan antikorlarm aranmast tanida tercih edilmektedir (2,4,3).

Toksoplazmozun tamsmda kullanilan teknikler gelismiy olmak-
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la birlikie, elde edilen sonuglarn yorumlanmasinda belirli bir stan-
dardizasyon saglanamamgtir. Givenilir, saglikli bir sonug elde et-
mek igin, serum drmeginin wvygun zamanda ahnmasi, 2-3 hafta
arayia alman ikinci serumun incelenmesi, yntemin zelliklerinin
¢ok iyi hilinmesi, sonuglanm iyi yorumlanmasi gibi kriterlerin dai-
ma giiz dnilnde tutuimasi gerekmektedir.

Tek yontem ve (ek serum Srnegi ile it sonuglar infeksiyo-
nun hangi dénemde oldugunu anlamada giivemiir olmamaktadar.
Her zaman ikinci bir serum alacak imkan ve zaman olmayabilir.
Bu nedenle tek serum dirneginde, birden fazla ybniemle galisilarak
yorumlanabilir ve giivenilir bir sonuca kisa siirede varmak hedef-
lenir.

Akut toksoplazmozda kargilagilabilen antikor yamiti dirt farkl
kategoride deferlendirilmektedir (2,4,5,17). [1] Olgulann % 80"
inde, ilk ortaya cikan spesifik IgM'ler birkag ay hasta serumunda
belirlenebilir. Daha sonra beliren ve titresi giderek arian [gG'ler 6-
12 ay kadar yitksek dilzeylerini korurlar ve yavag yavas azalarak
diigitk titrelerde uzun stire kahrlar, [2] Ozellikle hiicresel immiin
yetmezligi olanlarda olmak iizere olgulanin % 5'inde klinik belirti-
ler daha agardir ve bu olgularda spesifik IgG ve IgMler yillarca
yiiksek titrelerde kalabilirler. [3] Infekte bireylerin % 5-10 kada-
rinda normal IgM yanit grillmesine kargin, IgG titresi fazla yik-
selmez (100 UIY; bu durum tzellikle tedaviye baglanan olgularda,
ya da yeterli antijen uyaris1 olmayan bireylerde g8irillilr. [4] Infek-
te bireylerin % 5 kadurinda ise spesifik IgM yamiti ya hic olugmaz
ya da eser miktarda olugur; IgG dizeyi ise oldukga yilksektir
(1000 U1). Bu durumda bir reinfeksiyon dilgilniilebilir.

Bu bilgilere giire infeksiyonun baglanmeimndan itibaren 2-3 ay
sonta negatiflesen ve spesifik IgM yamb olugmayan hastalarda
1gM antikorlann belirleme olasihit oldukga azdir.

ELISA ve IFA yontemleri IgM ve IgG simft antikorlar ayri ay-
n saptamaktadir ve bu deneyler genelde uyumtu sonuglar vermek-
tedir. Bu ¢aliymada da 100 serum Smeginin 48'inde IFA ile [gG
antikorlan saptanmig, bunlarin 38'inde ELISA ile de 1gG antikor-
lan belirlenmigtir. IFA yénteminde serum sulandimmlannin daha
dilsitk olmas: ve ELISA ile egik degerin altindalki antikorlarin be-
lirlenememesi bu iki ytntem arasinda % 10'luk bir farkin dogmasi-
na neden olabilir, Nitekim bu ¢aliymada IFA ile IgG antikorlan
belirlenen 10 serum Orneginde ELISA ile 40-70 Ul/ml diizeyinde
(kit kriterlerine gére pozitiflik sinmnin alhnda) IgG antikorlan be-
lirlenmigtir.

IFA ile IgM antikorlarimin belirlenmesinde, spesifik IgG'lerin
ve romatoid faktdrlin yalanc: pozitiftife ya da negatiflie neden
oldugu bildirilmektedir (7). Buna kargilik ELISA ile spesifik IgM
arastirmalarinda anti-IgM kaph kat fazlann kullamlmas: ile spesi-
fik sonuglar alindigh, bu yontemle spesifik 1gG ve romatoid faktér
varlifinin yanilglara yol agmadifn bildirilmektedir (8). Bu galig-
mada IFA ile bes serum dmeginde IgM antikorlan belirlenmig, RF
ile absorblama igleminden sonra dérdiinde IgM antikorlan yine
saptznirken, birinin negatif sonug verdigi gbzlenmigtir. Kan faz
anti-IgM kaplh ELISA-IgM kiti kullamlan ¢alismamizda, bes has-
lada {(4'linde IFA-IgM pozitif} IgM antikorlan belidenmigtir.

KBD genellikle gec pozitif olur ve antikorlar gabuk kaybolur.
Diger deneyler pozitif sonug verdigi halde, KBD'nin negatif sonug
vermesi, ya ¢ok veni bir infeksiyonu ya da eskiden gecirilmiy bir
infeksiyenu diigéindiiriir, KBD'nin de pozitif sonug vermesi akut
bir infeksiyon igdreti olarak kabul edilir. Yani kompleman birleg-
mesi deneyi, akut Toxoplasma infeksiyonunun geg dtinemini belir-
lemede yararhidr.

IFA, ELISA ve KBD birbirinden ayr laboratuvar disiplinlerini
gercktirmektedir. Toksoplazmoz sliphesi ile gelen bir serumu bu
ii¢ farkh ydntemle incelemek hem zaman, hem de ekonomik agi-
dan giigtiir, Bunun yam sia kullanilan yonemlerin farkll Toxop-

" lasma antijenlerine kars1 gelisen antikorlan saptamalan ve bu yon-
temler ile degisik suuf veya dzelliklerdeki immiinoglobiilinlerin
belirlenmesi, ik bakigta geligkili goriinen sonuglarin elde edilmesi-

ne yol agmaktadir.

Ancak ACIF testi ile IFA yontemi birlikte, hatta aym lam {ize-
rinde uygulanabilic bir yontemdir. ACIF, IFA-1gG ve IFA-IgM
yontemleri ayni lamda vygulanarak toksoplazmoz tamsinda bu iig
degerli ydntemin sonuclanmn tek serum drnegi ile kisa bir zaman-
da ahnabilmesi olasidir.

Bu &n gahgmada ilk kez ACIF testi kullamlarak IgM antikorla-
rmn kayboldugu dénemde akut toksoplazmozun ge¢ dénemini
saptamada bu yBntemin yerinin aragtinilmas: hedeflenmigtir. ACIF
ile antikor belirlenen 28 hastanin serumunda hem ELISA hem de
IFA ile IgG antikorlan belirlenmis ve bu hastalarin geg akut do-
nemde olabilecegi disinillmistiir, Bu 28 hasta ve IgM antikorlar
belirlenen akut Toxoplasma infeksiyonu tarusi konan beg hasta
kontrole alinmustir. ACIF ile antikor belirlenen 28 hastada bu an-
tikorlarin ne kadar zaman sonra negatiflesecegi ve akut Toxopias-
ma infeksiyonlu 5 hastada da ACIF ile antikorlarin ne zaman belir-
lenebileceginin aragtinimas: ve alinacak sonuglanin ayn bir ¢ahy-
mada sunubmas: planlanmstir. .

Bu 6n galigma sonuglart ACIF testinin IFA-IgG ve IFA-IgM ile
birlikte pratik olarak uygulanabilir oldugunu gdstermigtir. Bu ko-
nuda yaptlan yeni ¢aligmalar ve kontrole aldifimiz hastalardan ala-
cagimiz sonuglar, testin glivenirliligi hakkinda kesin bilgiler edin-
memizi sagilayacaktir,
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