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Hematolojik Maligniteli Hastalarda Anti-Toxoplasma
Antikorlarinin Arastirilmasi

Ergiin GULESCI', Miiserref TATMAN OTKUN?

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, 'Bakteriyoloji ve infeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali; *Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Edirne

OZET: Bu ¢alismada I6semi ve lenfomali 40’ar kisilik hasta ve kontrol grubunda IFA ve ELISA testi ile anti-Toxoplasma 1gG ve IgM
arastirildi. Hastalarda IFA ve ELISA ile IgG seropozitiflikleri sirastyla %67,5 ve %60, kontrol grubunda ise %60, %62,5 bulundu (hepsi
icin p>0,05). Her iki yontemin uyumu yiiksekti (kappa=%89). Her iki grupta da IgM pozitifligi saptanmadi. Hasta grubunda IgG pozitif-
ligi bulunan 27 kiside reaktivasyon riski, IgG negatif bulunan 13 kiside ciddi seyirli olabilecek akut toxoplazmosis gelisme riski bulun-
maktadir. Losemi ve lenfomali hastalarda tan1 konuldugunda anti-toxoplasma antikorlarinin arastirilmasi ve 6zellikle santral sinir siste-
mine ait patolojik bulgularin varliginda direkt tan1 yontemlerine bagvurulmasi uygundur.

Anahtar Sozciikler: Toxoplasma gondii, Hematolojik malignite, IFAT, ELISA

Investigation of Anti-Toxoplasma Antibodies in Patients with Hematological Malignancy

SUMMARY: Anti-Toxoplasma IgG and IgM antibodies were investigated using IFA and ELISA techniques in 40 patients with the diagno-
sis of leukemia or lymphoma and in a control group of 40 healthy persons. IgG seropositivity in the patient and control groups was found to
be 67.5% and 60.0%, respectively, using IFA, and 60.0% and 62.5%, respectively, using ELISA (p>0,05 for all). The agreement of the
methods was high (kappa=%89). Anti-Toxoplasma 1gM antibody was not found in either of the groups. Twenty-seven individuals with IgG
seropositivity in the patient group were under the risk of reactivation and 13 IgG seronegative individuals were under risk of acquiring severe
primary toxoplasmosis. Anti-Toxoplasma antibodies should be screened in patients when leukemia or lymphoma is diagnosed, and direct
detection methods should be applied especially in the patients who have signs indicating central nervous system involvement.
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GIiRiS

Toxoplasmosis hayatin her déneminde ve hekimligin her da-
linda karsilagilan, gliniimiizde hem gelismis hem de gelismek-
te olan {ilkelerde 6nemli bir saglik sorunu olan Toxoplasma
gondii’nin olusturdugu zoonotik bir hastaliktir. Genellikle
asemptomatik veya hafif, 6zgiil olmayan belirtilerle seyretti-
ginden ve ¢ogunlukta kendiliginden iyilestiginden klinik tanisi
zordur (6). Toxoplasmosis, infeksiyonun bulagma zamani ve
kisinin bagisiklik durumuna gore farkli klinik tablolar olustu-
rabilir. Bunlar akut infeksiyon, konjenital infeksiyon, okiiler
toxoplasmosis, latent infeksiyon ve reaktivasyon seklindedir
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Toxoplasmosis bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde, 6zel-
likle 16semi ve lenfomali hastalarda yaygin ve siddetli seyret-
mektedir (7). Bu hastalarda primer hastaliktan, uygulanan
radyoterapi ve kemoterapi tedavilerinden dolay1 bagisiklik
sisteminin yetmezligine bagli olarak T lenfosit sayisinda a-
zalma ve fonksiyon bozuklugu, B lenfositlerinde haptene veri-
len cevapta zayiflama olur. Sonugta bu hastalarda 7.gondii
infeksiyonu reaktive olursa ¢ogunlukla santral sinir sistemine
ait semptomlarla seyreder (1).

Bu calismada 16semi ve lenfomali hastalarda ELISA ve
indirekt floresans antikor (IFA) testi ile IgG ve IgM antikorla-
rinin aragtirilmasi amaglanmstir.

GEREC VE YONTEM
Caligmada IFA testi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi (TUTF)
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Laboratuvarinda, ELISA testi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
(EUTF) Parazitoloji Anabilim Dal Laboratuvari’nda yapildi.
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Hasta grubu: TUTF I¢ Hastaliklani Hematoloji Servisinde
Aralik 2002 ile Ekim 2003 tarihleri arasinda 16semi (akut
lenfositik, akut miyeloid, kronik lenfositik, kronik miyeloid
l6semi ve multipl miyeloma) veya lenfoma (Hodgkin veya
non-Hodgkin) tanilar ile yatan ve bir kiirden fazla kemoterapi
ve/veya radyoterapi alan hastalardan olusan 40 olguyu kapsa-
maktadir. Hastalara T.gondii bulagina neden olabilecek tutum
ve davraniglarini sorgulayan anket formu uygulandi.

Kontrol grubu: TUTF hastanesinin gesitli polikliniklerine
bagvuran toxoplasmosis, 16semi ve lenfoma siiphesi olmayan
ve herhangi bir neden ile kemoterapi veya kortikosteroid teda-
visi almayan 40 kisiyi kapsamaktadir. Kontrol grubundaki
kisiler hasta grubu ile ayn1 cins ve yas grubundan se¢ildi. Ca-
lisma 6ncesi etik kuruldan caligma onay1 alindi.

IFA Testinin Uygulanmasi: Euroimmun Toxoplasma IgG ve
IgM kitleri (Medizinische Labordiagnostika GmbH, Almanya)
kullanildi, testler firmanin Onerilerine gére yapildi. Teste 1/16
sulandirim ile baglanildi ve pozitif serumlarin ileri sulandirim-
larinda negatif sonug elde edilinceye kadar devam edildi.

ELISA icin T.gondii eriyik antijeninin hazirlanmasi: Fare
periton sivisindan elde edilen T.gondii takizoitleri PBS ile
sulandirildiktan sonra 2000 devirde 10 dk santrifiij edildi.
Sediment tizerine 15 ml 0,15 M NaCl ilave edilerek tekrar
santrifiijlendi. Bu sedimentteki takizoitler hemasitometre ile
sayildiktan sonra, her bir milyon 7.gondii i¢in 0,5 ml %1°lik
SDS’den ilave edildi ve 90 dk siire ile ara ara calkalanarak
takizoitlerin erimesi saglandi. SDS’in uzaklastirilmasi igin
+4°C’de, 10000 devirde 10 dk santrifiijden sonra eriyik antijen
iceren iist sivi alindi. Spektrofotometre ile 260 ve 280 nm
dalga boylarinda antijenin protein konsantrasyonu dl¢iildii.

ELISA plaklarinin antijen ile kaplanmast: Hazirlanan eriyik anti-
jeni PBS ile 1/100 oraminda sulandirilarak ELISA plaklarinin her
cukuruna 100 pl konuldu. Plaklarin tizerleri parafilm ile kapatilip
bir gece +4°C’de bekletildi. Ertesi giin plaklardaki antijenin fazla-
st dokiilerek, tekrar parafilm ile kapatildi ve kullanilincaya kadar
+4°C’de buzdolabinda saklandi.

ELISA Testinin uygulanmasi: Mikroplagin cukurlarinda
antijen ile kaplanmamis bdlgelerin de kaplanmasi igin gukurla-
ra 150 pl PBS-CB (0.01 M NaOH, %0.5 kazein, pH:7.4) ko-
nularak, bir saat oda 1sisinda bekletildi (bloking islemi). Se-
rumlar (negatif, pozitif kontrol ve test) sulandirma plaklarinda
IgG igin 1/256, 1/512 ve 1/1024 titrelerde, IgM igin 1/64,
1/128 ve 1/256 titrelerde PBS-CB ile sulandirildi. Kazein
buffer, bloking yapilan plaktan silkelenerek dokiildiikten sonra
serum diliisyonlarmndan 100 pl antijenli plaklara aktarildi ve
tizeri kapatilarak bir saat karistiricida inkiibe edildi. Sonra ti¢
kez otomatik ELISA yikayicisinda PBS-T (%0.05 tween 20
eklenmis PBS) ile yikanip silkelendi. Her bir ¢ukura IgM i¢in
1/5000 ve IgG igin 1/10000 oranlarinda PBS ile sulandirilan
alkalen fosfataz ile isaretli anti-insan IgG/IgM konjugeden 100
ul konuldu. Bir saat inkiibasyondan sonra ii¢ kez yikama ya-
pildi. Diethanolamin buffer (0.1 M Diethanolamin, 1 mM
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MgCl,, pH:9.8) ve 1/10000 p-nitrophenyl phosphate ilavesi ile
hazirlanan substrat, plaklarin her ¢ukuruna 100 pl konularak
oda 1sisinda 30-60 dk karanlikta bekletildikten sonra olusan
renk degisikligi ELISA okuma cihaz1 (Bio-tek instruments,
inc. ABD, Elx 808 Ultra Microplate Reader) ile degerlendiril-
di. Serumlarin g¢aligmasi negatif sonug elde edilene kadar ileri
sulandirimlarla tekrarlandi.

Istatistiksel degerlendirme: MINITAB release 13 (Trakya
Universitesi, Lisans no wep: 331,00197) programi kullanilarak
yapildi. ELISA ve IFA testlerinin uyumunun karsilastirilma-
sinda kappa testi, [FA testi ile IgG (+) hastalardaki semptom ve
bulgularin degerlendirilmesinde Fisher’in kesin ki-kare testi,
IFA testi IgG titresi ile hastalardaki hepatomegali, splenomegali
ve lenfadenopati varligmim degerlendirilmesi Mann-Whitney U
testi ve hasta ile kontrol grubunun yaslarmm karsilagtirilmasinda
T testi kullanild.

BULGULAR

Hematolojik maligniteli hastalarin yas ortalamasi 53,7+15,9
(min; 16, max; 76) ve kontrol grubundaki kisilerin yas ortala-
masi 54,05 £16,4 (min; 18, max; 76) idi. Her iki grup yas orta-
lamalari agisindan benzerdi (p>0.05).

Hasta ve kontrol grubundaki kisilerde toksoplazma ile karsilas-
ma orani her iki grupta ve cinste farksizdi (p>0.05). Her iki
grupta pozitif [gM saptanmadi. ELISA ile IFA yontemleri ara-
sidaki uyum yiiksek bulundu (kappa= %89) (Tablo 1).

Losemili 25 hastanin 16’sinda, lenfomali 15 hastanin 11’inde
IFAT ile anti-toxo IgG (+) olarak saptandi. Losemi ve
lenfomali olgularda 7. gondii ile karsilasma yoniinden fark
bulunmadi. Malignite siiresiyle anti-toxo IgG (+)’lik oran1 ve
1gG titreleri iliskisizdi (p>0,05).

Olgularmn kedi besleme, ¢iftcilikle ugrasma, ¢ig et yeme gibi
epidemiyolojik 6zelliklerindeki degisiklikler, semptom ve
bulgularinin varligi ile T.gondii ile karsilasma arasinda iligki
bulunmadi (p>0,05). Arastirmamizdaki 40 olgunun 25’inde
kan nakli anamnezi vardi ve kan nakli yapilan grup ile yapil-
mayanlar arasinda 7.gondii ile kargilagma yoniinden fark yok-
tu (p>0,05).

Hasta grubunda dort olguda 1/32768, bir olguda 1/16384, bir
olguda 1/8192, dort olguda 1/2048 ve bir olguda 1/1024
titrelerde olmak tizere 11 olguda yiiksek titrede IgG pozitifligi
elde edildi. Kontrol grubunda 1/8192 titrede bir, 1/2048 titrede
dort, 1/1024 titrede bir olmak iizere alt1 kiside yiiksek titrede
Ancak her iki gruptaki
toxoplasmosis klinigi yoktu. Hasta ve kontrol grubunda yiik-

pozitiflik  saptandi. kisilerde

sek titrede pozitiflik saptanmasi farksiz bulundu (p>0.05).

Caligma tamamlandiginda 40 kisilik hasta grubundan 15 kisi-
nin 6ldigi tespit edildi, ileri tetkikleri yapilamadig igin
reaktivasyon arastirilamadi. Bu 15 kisinin yedisinde IFA testi
ile IgG titreleri 1/1024 ve iizerinde idi, ancak yiiksek titredeki
pozitiflik ile 6liim arasinda iliski bulunmadi (p>0,05).
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Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarinin test sonuglarina gére dagilimi

Hasta Kontrol
Kadin Erkek Kadin Erkek
n n n n
ELISA IgG (+) 10 14 11 13
IgG (-) 6 10 5 11
Toplam 16 24 16 24
IFAT IgG (+) 12 15 11 14
1gG (-) 4 9 5 10
Toplam 16 24 16 24

TARTISMA

Insan ve diger memelileri infekte edebilen 7.gondii’nin tanisi
cogunlukla serolojik tetkiklere dayanmaktadir. Ciinkii klinik
ve/veya histolojik tanisi1 zor olmakta ve siklikla yanlis fikir
vermektedir (7, 15).

Toxoplasmosis agisindan bagisiklik sistemi baskilanmig olgu-
lar, 6zellikle hematolojik malignitesi olanlar hem primer has-
taliklarindan dolay1 hem de verilen kemoterapi ve/veya radyo-
terapiden dolay1 belirgin risk altindadirlar. Bu olgularda ke-
moterapi ve/veya radyoterapi sirasinda infeksiyonun alinmasi
latent seyir olasiligina firsat vermeksizin hayati organlarin
tutulumuna neden olabildigi gibi, daha 6nceden alinmis ve
latent seyreden infeksiyonun reaktivasyonuna da yol acabil-
mektedir (11).

T.gondii 1gG seropozitifliginin olgularin yaslarmin artmasi ile
paralellik gosterdigi bildirilmistir (12, 16). ABD’de T.gondii
ile karsilagma oranlari; 10-19 yaslarinda %5-30, 50 yas iize-
rinde %10-67 olarak saptanmistir (9). Bizim ¢alismamizda
yas ortalamasi1 53,7 (£15,9) ve T.gondii ile karsilasma orani
IFA yontemi ile %67,5 olarak bulunmus olup literatiirlerdeki
oranlar yoniinden benzerdir. Edirne’de daha dnce dogurganlik
cagindaki kadinlarda (yas ortalamasi 30.6+8,4 (min; 15, max;
45) yapilmis olan ¢alismada seropozitiflik orani1 %30,6 olarak
bildirilmistir (10). Kiragi’nin bu ¢aligmasina gore oranlarimi-
zin yliksek ¢ikmasinin nedeni, olgularimizin yas ortalamasinin
yiiksek olmasidir.

Bizim galismamizdakine benzer sekilde yapilan diger ¢aligma-
larda T.gondii ile karsilasma yoniinden cinsiyetler arasinda
fark olmadig bildirilmektedir (5, 8).

Toxoplasmosis serolojik tanisinda ELISA ve IFA yaygin ola-
rak kullanilan yontemlerdir (2,3). Calismamizda kullandigimiz
ELISA ve IFA testlerinin uyumunun yiiksek oldugu goriilmiis-
tiir.

Hokelek ve ark.’1 (8) 16semi ve lenfomali olgularda yaptiklar
caligmada anti-toxo IgM seropozitifligi saptamamuslar,
Bitirgen ve ark.’1 (4) 16semi ve lenfomali olgularda yaptiklar:
arastirmada l6semili olgularda %4.,3 ve lenfomali olgularda
%6 oraninda anti-toxo IgM (+)’ligi saptamislardir. Bagisiklik
sistemi baskilanmis kisilerde kullanilan yontemin hassasiyeti-

ne bagl olarak anti-toxo IgM pozitifligi yillarca devam ede-
bildigi i¢in tanida tek basina yeterli degildir (3).

T.gondii’nin bulagma yollarindan biri de kan naklidir (5, 13).
Parazitin 16kosit i¢inde yasadigi bilindiginden, tam kan nak-
linde latent fazdaki paraziteminin varliginin bir risk olusturdu-
gu ve bu durumun Ozellikle seronegatif immun yetmezlikli
alicilarda 6nemli bir sorun oldugu bildirilmektedir (5). Hema-
tolojik maligniteli olgular hastaliklar siiresince ¢ogu kez kan
ve kan triinleri nakline ihtiya¢ duymaktadirlar. Hematoloji
hastalar1 gibi bagisik yaniti bozuk olgular igin anti-7.gondii
antikorlarinin arastirilmasinin yasam kalitesi ve siireleri i¢in
faydali olacagi kanisindayiz.

Babiir ve ark.’1 (2) toxoplasmosisin serolojik tanisinda segile-
cek yonteme karar verilirken, laboratuvar kosullari, hastanin
klinik durumu ve infeksiyonun siiresinin de géz 6niinde bu-
lundurulmasini ve akut infeksiyon durumunda tek yontem ile
yetinilmemesini, 6zellikle hastaligin siiresinin belirlenmesinde
anti-toxo IgM ve/veya IgG avidite testlerinin sonuglarinin
birlikte degerlendirilmesini onermektedirler. Bagisik sistemi
baskilanmis hastalarda, antikor yaniti da baskilandigindan
serolojik taninin zorlugu bilinmektedir (3). Bu hastalarda anti-
kor diizeyleri ¢ok yiiksek veya negatif olabilir. Anti-
Toxoplasma 1gG pozitifliginin ancak reaktivasyon riskini gos-
terecegi ve tanida direkt tani yontemlerinin tercih edilmesi
onerilmektedir. Bu hastalarda BOS, goz sivist ve kan gibi
viicut sivilarinda veya etkilenmis dokularda PCR, histolojik
yontemler ve hiicre kiiltiirii ile dogrudan etkeni saptamanin
daha hassas oldugunu bildirmislerdir. Immun sistemi baski-
lanmis hastalardaki reaktivasyonun 6zellikle santral sinir sis-
temini etkilendigi ve santral sinir sisteminin etkilendigini gos-
teren bulgular varliginda toxoplazmosisin ayirict tanida diisii-
niilmesi gerektigini, ancak beyin dokusunun incelenmesinin
latent infeksiyon varlig1 nedeni ile akut infeksiyondan ayirimi
saglamayacagini belirtmislerdir (14). Bu nedenle herhangi bir
titredeki pozitiflik reaktivasyon riskinin varligini ortaya koy-
ma yo6niinden onemlidir.

Hasta grubunda IgG pozitifligi bulunan 27 kiside reaktivasyon
riski, IgG negatif bulunan 13 kiside ciddi seyirli olabilecek
akut toxoplazmosis gelisme riski bulunmaktadir. Losemi ve
lenfomali hastalarda tani konuldugunda anti-Toxoplasma anti-
korlarinin arastirilmasi ve 6zellikle santral sinir sistemine ait
patolojik bulgularin varliginda direkt tan1 yontemlerine bagvu-
rulmasi uygundur.
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