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Trichinellosis Tanisinda Western Blot Tekniginin
Uygulanmasi

Soykan OZKOC', Songiil BAYRAM DELIBAS', Ciler AKISU'

'Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dals, inciralti, izmir

OZET: Trichinellosis, enkiste larvalari tasiyan etlerin az pismis veya pisirilmeden tiiketilmesiyle olusan, tim diinyada yaygin bir
paraziter bir hastaliktir. Western blot (WB) teknigi trichinellosis serolojik tanisinda dogrulayici test olmasi agisindan onemli yer
tutmaktadir. Bu ¢aligmamizda In-house ES ELISA ile sero-pozitif saptanmis 25 trichinellosis hasta serumunda ve 2’si toxocariasis
pozitif, 2’si fasciolosis pozitif ve 6’s1 saglikli olmak iizere 10 kontrol serumunda Wb teknigi ile Trichinella spesifik IgG antikorlar
aragtirildi. WB sonuglarma gore trichinellosisli hasta serumlarinda 14 kDa ile 123 kDa arasinda bant profilleri gozlendi. Bu serum
orneklerinde en dnemli {i¢ bantin; 45 kDa (%88), 55 kDa (%60), ve 88-90 kDa (%64) molekiiler agirhigindaki antijenik bantlar oldugu
goriildii. Bu aragtirma ile WB testi ile ortaya konan bu {i¢ antijenik bandin insan trichinellosisi serolojik tanisinda degerli oldugu
sonucuna varildi.
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Use of the Western Blot Assay in the Diagnosis of Trichinosis

SUMMARY: Trichinosis is a worldwide parasitic disease acquired by the consumption of raw or uncooked meat containing encysted
larva. The western blot (WB) technique has an important role in the serological diagnosis of trichinosis as a confirmatory test. In our
study, IgG antibodies specific for Trichinella were found in the sera of 25 patients with trichinosis seropositivity by In house ES ELISA.
Of 10 control individuals, 2 were found to be positive for toxocariasis, 2, positive for fascioliasis and 6 were found to be healthy by the
WB test. In WB analysis, serum samples from the 25 persons suffering from trichinosis showed common profile bands with the band
size ranging from 14 to 123 kDa. These serum samples showed the following important three antigenic bands with different sensitivities
of 45 kDa (88.0%), 55 kDa (60%), and 88-90 kDa (64%). As a result of this study, these three antigenic bands in WB test are considered
to be valuable in the diagnosis of human trichinosis.

Key words: Trichinella britovi, trichinosis, western blot

GIRiS

Trichinella  cinsine ait nematodlarla meydana gelen  Trichinellosisin tanist ozellikle infeksiydz ve immunolojik

trichinellosis, enfekte etlerin ¢ig veya az pismis olarak yenmesi
sonucu olusan 6nemli bir zoonoz hastaligidir (9, 14). Bugiin
diinyadaki salginlar dikkate alindiginda, en az 11 milyon insanin
Trichinella ile infekte olabilecegi bildirilmektedir (3).

Ulkemiz trichinellosis yoniinden riskli bolgeler arasinda yer
almasma ragmen 1977 yilindan 2004 yilina kadar iilkemiz
kaynakli kesin insan olgulari rapor edilmemistir (8, 13). Buna
karsin Izmir’de 2004 Ocak aymnda meydana gelen T. britovi
salgini diinyadaki en bilyiik epidemiler arasinda gosterilmekte
ve yaklasik 1166 kisinin hastaliktan etkilendigi belirtilmektedir.
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hastaliklarla karigabilmektedir. Hastaligin erken tanisinda ve
seyrinin izlenmesinde, serolojik yontemlerin son derece
6nemli oldugu bildirilmektedir (4, 6). Laboratuvarlarda en ¢ok
onerilen serolojik yontemler, tarama testi olarak ELISA ve
dogrulayici test olarak Wb teknikleridir (2).

Bu ¢alismamizda, rutin tarama testi olarak kullandigimiz
ELISA yonteminde karsilagilan yalanci pozitiflikler ve erken
tant zorluklarima karsin Wb’ 1, dogrulayict bir test olarak
kullanabilmeyi; bu amag igin antijen-antikor profilini ortaya
koymay1 amagladik.

GEREC VE YONTEM

Hasta ve kontrol grubu serumlari: Calisma grubu olarak,
Izmir’ de 2004 Ocak ayinda meydana gelen trichinellosis
salgmi esnasinda, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
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Hastanesi Parazitoloji Anabilim Dali Seroloji Laboratuar1’ na
trichinellosis siiphesiyle basvuran ve In-house ES ELISA ile
pozitif olarak saptanan 25 kisinin serum Ornek-leri alindi.
ELISA ile ara pozitif olarak degerlendirilen 7 (%20) hasta,
klinik bulgularmin trichinellosis yoniinde olmasi ve 1. aydan
sonra tekrarlanan ELISA testi ile pozitif saptanmalarindan
dolay1 pozitif hasta olarak degerlendirildi. Kontrol grubuna ise
2’ si toxocariasis pozitif, 2’si fascioliasis pozitif ve 6’ si
saglikli olmak iizere toplam 10 kisinin serumlari dahil edildi.
Toxocariasis hastalart ticari IBL Toxocara-IgG ELISA Kkiti ile,
fascioliasis hastalar1 ise F. hepatica ES iiriinlerinin kulla-
nildig1 In-house ES ELISA ile, o6nceki rutin caligmalar
esnasinda tespit edildi. Tiim serumlar ¢aligilincaya kadar -20
°C’ de sakland.

Antijen :
antijeni,
saglandi1 (Trichinella International Reference Centre, Istituto
Superiore di Sanita, Roma).

Wb testinde kullanilan piirifiye Trichinella ES

Uluslararas1 Trichinella Referans Merkezi’nden

In-house ES ELISA: In-house ELISA yontemi Nockler ve
ark. (10) uyguladiklari yonteme gore ¢alisildi. Plaklar
spektrofotometre cihazinda 405 nm dalga boyunda okutuldu.
Kor odaciklarin absorbans degerlerinin tiim odaciklardan
cikarilmasini takiben negatif kontrol serumlarini igeren
cukurlarin absorbans degerlerinin ii¢ kati1 ve tizeri degerler

pozitif olarak degerlendirildi.

Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electropho-
resis (SDS-PAGE) ve Western Blot Testi: SDS-PAGE
yonteminde, piirifiye ES antijeninin ve markerin (Prestained
SDS-PAGE range), %10 SDS iceren
poliakrilamid jel ve elektroforez sistemi yardimiyla protein

standart low

fraksiyonlarina ayrilmasi sagland: (7). SDS-PAGE yapilarak
jel tizerinde antijenik protein fraksiyonlar: ayristirilan ES
antijeni, daha sonra Bio-Rad Trans-Blot cell (Bio-Rad, 170-
3930) sisteminde, 1 saat boyunca 300 mA akim uygulanmak
suretiyle nitrotroselliiloz membrana (Bio-Rad, 162-0145)
aktartlldt  (17). sonrasinda nitroseliiloz
membran, Tris buffer salin (TBS) ile hazirlanmig %3 casein
iginde, +4°C de
gerceklestirildi. Bloking yapilan serit membranlar, 3 kez Tris
buffer salin-Tween 20 (TBS-T) ile yikandiktan sonra yine
TBS-T ile 1:100 diliisyonu yapilmis serum 6rnekleriyle 1 saat
inkiibe edildi. Yikamalar sonrasinda her bir nitroselliiloz serit

Transfer islemi

bir gece bekletilerek bloking islemi

iizerine TBS-T ile 1:5000 oraninda sulandirilarak hazirlanan
goat anti-human IgG konjugeden (Sigma, A-3187) 4 ml ilave
karigtirict inkiibe edildi.
Tekrarlanan yikama iglemini takiben 10 ml distile su iginde 1
tane BCIP/NBT alkaline-phosphatase substrat tablet (Sigma,
B-5655) eritilerek substrat buffer hazirland1 ve seritler
siralariin  bozulmamasma 06zen gosterilmek sartiyla, bu

edilerck bir saat lizerinde

soliisyon igine konularak bantlarin gériiniir hale gelmesi i¢in
1-5 dakika beklenildi. Seritlerdeki bantlar mor renge donene

kadar soliisyon icinde tutuldu ve daha sonra reaksiyonu
durdurmak ig¢in seritler distile sudan gegirildi.

Testin degerlendirilmesi :Seritlerin lizerindeki belirgin

bantlar, markerdaki bantlarla karsilagtirilarak  bantlarin
molekiil agirliklar tespit edildi. Nitroselliiloz seritlerin marker
ile degerlendirilmesi sirasinda, iizerinde Trichinella’ lara 6zgii
iceren seritlerin  karsilastigi ornekleri,
Trichinella spesifik IgG antikorlar1 yoniinden pozitif olarak

kabul edildi.

bantlar1 serum

istatistiksel analiz: Bantlarin molekiiler agirliklarinm
hesaplanmasinda Win Curve Fit bilgisayar programi
kullanildi. Sonuglarin istatistiksel analizi SPSS 11.0 istatis-tik
programi ile yapildi.
parametrik ve nonparametrik testler kullanildi. Saptanan
protein degerlendirilmesinde  X?
Discriminant analizi uygulandi. Saptanan protein bantlari-nin
tanisal giivenirliligini degerlendirmek icin Roc Curve egrileri
¢ikarildi ve egri altinda kalan alan hesaplatildi.

Sonuglarin  degerlendirilmesinde

bantlarinin testi  ve

BULGULAR

Caligmaya 25 trichinellosisli ve 10 kontrol olmak {izere
toplam 35 birey dahil edildi. Bu bireylerin 18 i (%51.4)
erkek, 17’ si (%49,6) kadin ve yas ortalamalar1 28.72 (3-51
yag) idi. Trichinellosisli hastalardan 4’ii asemptomatikti ve
trichinellosis semptomlarina (ates, myalji, periokiiler ddem,
intrakonjuktival kanamalar vb.) rastlanmadi. Hastalarin serum
ornekleri ¢ig et yeme Oykiilerinin 15-33. giinlerinde alindi.
hastalarin In-house ES ELISA ve Wb
sonuglar1 Tablo 1’ de gosterilmistir.

Trichinellosisli

Wb testi sonucunda, hasta ve kontrol gruplarinda 14-123 kDa
arasinda farkli sensitivitelerde, tekli, ikili ve tglii gruplar
halinde toplam 46 bant saptandi. Trichinellosis i¢in 45 kDa,
55 kDa ve 88-90 kDa bantlarinin en degerli bantlar olmasi
nedeniyle, bu bantlardan en az birinin 45 kDa olmak sarti ile,
bir ya da daha fazlasinin gozlendigi hasta serumlart pozitif
olarak degerlendirildi (Sekil 1). Bu ii¢ bantin ROC curve
kalan alanlar Sekil 2’ de

egrisi ve bu egri altinda

gosterilmektedir.

Trichinellosisli hastalarda rastlanan bu 3 dnemli banttan 45kDa
bant; 22 (%88) hastada, 55 kDa bant; 15 (%60) hastada, 88-90
kDa bant ise; 16 (%64) hastada pozitif olarak tespit edildi
(Tablo 2). Bantlar birlikte degerlendirildik-lerinde 45-55 kDa
%96, 45-88 kDa %92, 55-88 kDa %84 ve 45-55-88 kDa %96
oraninda sensitivite elde edildi.

Saglikli ve diger parazit hastalarinin olusturdugu kontrol
grubundaki bireylerinin tiimiiniin In-house ELISA sonuglar
negatif olarak bulunurken, yapilan Wb analizlerinde bu iig¢
bandin higbirine rastlanmadi.
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Tablo 1. Trichinellosisli hastalarin demografik 6zellikleri, standart ELISA ve WB sonuglar1

HastaNo  Cins Yas Klinik Serum orneginin alinma tarihi In house ELISA WB
1. K 49 19. giin +

2. K 31 + 30. giin + +
3. K 32 + 26. giin + +
4. K 36 + 33. giin + +
5. K 49 + 31. giin + +
6. E 16 + 27. giin + +
7. K 24 + 26. giin + +
8. E 5 + 21. giin + +
9. K 14 + 28. giin + +
10. K 21 + 18. giin + +
11. K 51 + 25. giin + +
12. E 50 + 32. giin + +
13 E 14 + 15. giin + +
14. E 42 + 19. giin + +
15. E 25 + 21. giin + +
16. K 11 - 31. giin + +
17. E 28 - 19. giin + +
18. K 8 - 29. giin + +
19. K 35 + 15. glin +* +
20. E 19 + 17. glin +* +
21. K 41 + 26.giin +* +
22. K 23 + 25. giin +* +
23. E 33 + 17. glin +* +
24. E 12 + 24. giin +* +
25. E 49 - 22. giin +* +

*In house ES ELISA ile ara pozitif olarak saptanan hastalar

Tablo 2. Trichinellosisli hastalarda en sik gozlenen 3 bantin (45 kDa, 55 kDa ve 88-90 kDa)
sensitivite ve ROC curve analizinde kapladiklari alan.

Bantlarin molekiiler agirhg:

Sensitivite (%)

ROC curve analizinde
kapladig1 alan (%)

45kDa
55 kDa

88-90 kDa

88 94
60 80
64 82

TARTISMA

Trichinellosis, akut ve kronik donem semptomlarinin spesifik
olmamasi nedeniyle, ozellikle infeksiydz ve immunolojik
hastaliklarla karisabilen paraziter bir hastaliktir. Hastaliga geg
donemde tan1 konmasi tedavi basarisini azaltmakta, dolayisty-
la direngli, uzun siireli ve komplikasyonlu hastalik tablosuna
yol agmaktadir. Diger taraftan taninin konulamamasi veya
gecikmesi sporadik vakalarin belirlenememesine, hastaligin
kaynaginin ortaya konulamamasi yada ge¢ kalinmasma ve bu

sekilde salginlarin biiyilk boyutlara ulagmasina neden
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olmaktadir. Tiim bu sonuglarin 6nlenmesi i¢in hastaligin erken
tanisinda ve ilag tedavisi sonrasinda hastaligin seyrinin
izlenmesinde, serolojik yontemler son derece dnemlidir (4, 6).

Wb, genellikle, 6nceden elde edilmis serolojik sonuglar
konfirme etmek amaciyla kullanilan bir test olarak kullanil-
maktadir. Ozellikle ELISA ile elde edilen gergek pozitif ve
yalanci pozitif sonuglari, teyit etme veya ekarte etmede
oldukga basarili bir teknik olarak gosterilmektedir (16, 18).
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Sekil 1: Trichinellosisli dort hastanin bant profilleri.
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Sekil 2. Trichinellosisli hastalarda en sik gozlenen 3 bantin (45 kDa,
55 kDa ve 88-90 kDa) ROC curve analizi

Yapilan caligmalarda Wb testinin  6zellikle hastaligin
baglangic doneminde, ELISA dahil diger testlerden daha fazla
degerli oldugu bildirilmektedir. Caligmamizda klinik semp-
tomlar agisindan kuvvetle trichinellosis oldugu diisiiniilen
fakat ELISA ile, siipheli diizeylerde kalan 7 hastanin Wb ile
pozitif bulundugunu gérdiik. Bu sonug 6zellikle hastaligin
erken doneminde ELISA ile yasanabilecek ara pozitif
sonuglarin, kesin tani agisindan Wb ile degerlendirilmesi
gerektigi sonucunu ortaya koymaktadir.

Yera ve ark., yaptiklari caligmada erken donem trichinellosisli
9 hastanin higbirisinde ELISA ile antikor yanitinin gdsterile-
medigini buna karsin Wb ile 4 hastada 43-44 ve 64 kDa luk
bantlarin saptandigini belirtmislerdir. Arastirmacilar 43-44

kDa ve 64 kDa bantlari1 %100 sensitif olarak bulmalarinin
yanisira, %98,8 ile en spesifik bantlar (sadece bir kontrolde,
anisakiasis) olarak degerlendirilmigtir (18). Benzer sekilde
calismamizda 40-45 kDa bantlarmi birlikte degerlendirdigi-
mizde %97,8 oraninda sensitivite elde ettik.

Bu konuda yapilan diger calismalara bakildiginda 45 kDa ve
55 kDa bantlar trichinellosis tanisi i¢in dnemli bantlar olarak
goriilmektedir (1, 5, 11, 12, 15). Bizim ¢alismamizda da, 45
kDa agirligindaki bant, standart ELISA ile pozitif olarak
degerlendirilmis hastalarin %88’ inde gozlenmis ve bu bant,
calismamizda Trichinella tamisi igin en sensitif bant olarak
degerlendirilmistir. Saptadigimiz 55 kDa agirhigmdaki bant
ise, %60 sensitivite oraniyla yine Trichinella i¢in en degerli
bantlar arasinda degerlendirilmistir.

Robert ve ark., 47, 55 ve 90 kDa bantlarini trichinella igin
spesifik bantlar olarak tanimlamislardir (15). Robert ve ark.’
nin bulgularina paralel olarak, biz de 88-90 kDa agirligindaki
bantlar1 %64 sensitivite ile trichinellosis tanisinda en degerli
bantlar arasinda siraladik.

Nunez ve ark., insan trichinellosisinin akut ve kronik done-
minde, ES antijenini kullanarak Wb yéntemini uygulanuslar-
dir. Arastirmacilar yaklasik 55, 36, 29 ve 14 kDa agirligindaki
bantlar1 7. spiralis i¢in spesifik bulurken, 55 kDa’nun tiim
(1n).
Calismamizda 55 kDa agirhigindaki bant %60 orantyla

hasta serumlarinda go6zlendigini  bildirmislerdir

Trichinella igin en degerli bantlar arasinda degerlendirilmistir.

farkli
saptanmasi, muskuler larva ES diriinlerinin elde edilme
prosediirlerindeki farkliliklardan, elektroforetik ayristirmadaki
farkli kosullardan, bantlarin = spesifitelerini  degerlendirmede
secilen  diger hastaliklarmm  farkli
kaynaklanrtyor olabilir. Biz bu ¢alismada kontrol serumlar1 arasina

Wb caligmalarinda antijen-antikor  reaksiyonlarmin

parazitoz olmasindan
toxocariasisli ve fascioliasisli hasta serumlarmni da aldik. Wb
sonucunda trichinella i¢in sensitiv olarak degerlendirdigimiz
bantlardan higbirini bu hastalarda gézlemlemedik. Fakat &zelikle
bantlarin spesifitelerini belirleyebilmek i¢in bu gruplarn daha
genis tutulmasi gerektigine inantyoruz.

Sonug olarak, ES antijenini kullanarak Wb teknigini trichinellosis
tanisinda basariyla uyguladik. Yurdumuzda meydana gelebilecek
bundan sonraki olas1 Trichinella salginlarinda, 6zellikle stipheli
olgularda ya da hastaligin erken donemlerinde diger testlerin
hentiiz negatif oldugu durumlarda Wb tekniginin kullanilmasinin
yararh olacag1 sonucuna vardik.

KAYNAKLAR

1. Alcantara P, Correa D, 1993. Human humoral immune

responses against Trichinella spiralis. Int J Parasitol, 23: 657-660.

2. De-la-Rosa JL, Alcantara P, Correa D, 1995. Investigation of
cross-reactions against Trichinella spiralis antigens by enzyme-
linked immunosorbent assay and enzyme-linked immuno-
electrotransfer blot assay in patients with various diseases. Clin
Diagn Lab Immunol, 2: 122-124.

29



Ozkog S. ve ark.

10.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

30

Dupouy-Camet J, 2000. Trichinellosis: a worldwide zoonosis.
Vet Parasitol, 93:191-200.

European Commission Healt and Consumer Protection
Directorate-General. 21-22 November 2001. Opinion of the
Scientific Committee on Veterinary measure relating to Public
Healt on trichinellosis, epidemiyology, methods of detection
Trichinella- free pig production. p: 27-30.

Hassanain MA, Hassanain NA, El-Mogazy FM, 2004.
Identification of immunoreactive proteins of Trichinella spiralis
adult and adult excretory/secretory (E/S) antigens in sera of
human and animals. J Egypt Soc Parasitol, 34: 281-295.

Kociecka W, 2000. Trichinellosis: human disease, diagnosis and
treatment. Vet Parasitol, 93: 365-383.

Laemmli UK, 1970. Cleavage of structural proteins during the
assembly of the head of bacteriophage T4. Nature, 227: 680-
685.

Merdivenci A, Aleksanyan V, Girisken G, Perk M, 1977. An
outbreak of Trichinella spiralis infection in man and wild pig in
Turkey. Istanbul Univ Vet Fak Derg, 3: 46-71.

Murrell KD, Pozio E, 2000. Trichinellosis: the zoonosis that
won't go quietly. Int J Parasitol, 30: 1339-1349.

Nockler K, Pozio E, Voigt WP, Heidrich J, 2000. Detection of
Trichinella infection in food animals.Vet Parasitol. 93: 335-350.

Nunez GG, Malmassari SL, Costantino SN, Venturiello SM,
2000. Immunoelectrotransfer blot assay in acute and chronic
human trichinellosis. J Parasitol, 86: 1121-1124.

Pinelli E, Mommers M, Homan W, Van Maanen T,
Kortbeek LM, 2004 Imported human trichinellosis: sequential
IgG4 antibody response to Trichinella spiralis. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis, 23: 57-60.

Pozio E, La Rosa G, 2000. Trichinella murrelli sp. etiological
agent of sylvatic trichinellosis in temperate areas of North
America. J Parasitol, 86: 134—139.

Pozio E, 2000. New patterns of Trichinella infection. Vet
Parasitol, 98: 33-48.

Robert F, Weil B, Kassis N, Dupouy-Camet J, 1996.
Investigation of immunofluorescence cross-reactions against
Trichinella spiralis by western blot (immunoblot) analysis. Clin
Diagn Lab Immunol, 3: 575-577.

Rodriguez-Osorio M, Gomez-Garcia V, Benito R, Gil J,
2003. Trichinella britovi human infection in Spain: antibody
response to surface, excretory/secretory and somatic antigens.
Parasite,10: 159-164.

Towbin HT, Staehelin T, Gordon J, 1979. Electrophoretic
transfer of protein from polyacrylamide gels to nitrocellulose
sheets: procedure and some applications. Proc Nat Acad Sci, 76:
4350-4354.

Yera H, Andiva S, Perret C, Limonne D, Boireau P, Dupouy-
Camet J, 2003. Development and evaluation of a Western blot
kit for diagnosis of human trichinellosis. Clin Diagn Lab
Immunol, 10: 793-796.



