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OZET

AKktif pulmoner tuberkiilozlu hasta serumlanyla, PPD(+) ve PPD(-) kontrol grubu
serumlarda IgG antikor diizeyleri Purified Protein Derivate(PPD)'nin antijen
olarak kullanildign ELISA yontemiyle araghnlmigtir. Aktif pulmoner
tuberkiilozlu hasta serumlan, kontrol gruplan ile kargilaginldiginda hastalarda
IgG duzeylerinin belirgin olarak yiksek oldugu gozlenmigtir. PPD ile yapilan
ELISA‘nin aktif tuberkiilozlu hastalan, saghkh gruplardan ayirt etmede ve
antitiberkuloz tedavinin etkilerini izlemede faydahh bir yontem olabilecegi
duguncesindeyiz.

SUMMARY

Determination of IgG by Elisa Method Using PPD as the Antigen in Sera of
Patients With Pulmonary Tuberculosis.

IgG antibody levels of patients with active pulmonary tuberculosis and PPD(-)
or PPD(+) controls were investigated by ELISA method using Purified Protein
Derivate(PPD) as the antigen. When compared with the control groups, the
levels of IgG were found significantly higher in the sera of patients with active
pulmonary tuberculosis.

We suggest that ELISA utilizing PPD as antigen can be a helpful method in the
differentiation of patients with active tuberculosis from healty individuals and
in the follow up of the effects of antituberculosis treatment.

GIRIS

Tuberkiloz tiglinci diinya tlkelerinde 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni
olmaya devam etmektedir. AIDSTi hastalarda da firsatg bir enfeksiyon olarak
onemiru  korumaktadir(11l). Tuberkiloz enfeksiyonunun kesin tanisi
bakteriyolojik olarak; basilin direkt ve teksif yayma preparatlarda gortilmesi,
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kulturde uretilmesi veya histopatolojik olarak kazeifiye graniilomat6z dokunun
saptanmasiyla olur. Bu yontemlerden dogan zaman kayb: nedeniyle, neticelerin
negatif gakmasi durumunda klinik ve radyolojik taruy1 destekleyecek alternatif
erken tan1 yontemlerine gereksinim vardir(2,3).

Birgok aragtina tarafindan hemaglutinasyon, jel presipitasyon ve aglatinasyon
yontemleri kullanilarak tiberkilozun degigik evrelerinde hasta serumlaninda
antikor varhg) gosterilmigtir(4).

M.tuberculosis‘in  purifiye glikolipidleri ve proteinleri gibi kompleks
mikobakteriyel antijenlerin ilk defa Nassau ve galigma arkadaglan tarafindan
tanimlanmasindan sonra, bu antijenler kullanilarak uygulanan ELISA yontemi
tiberkuloz tamisinda 6nemli bir test haline gelmigtir(5,6).

1976 yiinda Nassau ve arkadaglan tiberkiilozlu hastalarda M.tuberculosis’e
kargt olugan IgG antikorlarmi saptamak igin ELISA yontemini
kullanmiglardir(7).

Galigmamizda ELISA yonteminin, tiiberkuloz enfeksiyonunun erken tanisina
katkilann aragtirmak igin pulmoner tiiberkilozlu hasta gruplan ile, kontrol
gruplarinin serum IgG diizeylerini, diger serolojik yontemlere gore daha spesifik
ve duyarh olan bu yontemi kullanarak aragtirdik(8).

GEREC VE YONTEM

HASTA VE KONTROL SERUM ORNEKLERI:

GRUP LYENI DOGANLAR:GATA Kadin Hastaliklan ve Dogum ABD
Bagkanlhiginda diinyaya gelen ve annelerinde Tuberkiloz 6ykiisi bulunmayan
10 bebekten gobek kordon kani alindi. Bu bebekler hig tiiberkiiloz basili ile
kargilagmamig ve agillanmamig olduklarindan kontrol grubu olarak kabul
edildiler.

GRUP II:PPD(+) ve PPD(-) SAGLIKLI KISILER:GATA Tip Fakiiltesinde dgrenim
goren akciger grafileri normal PPD(+) 10 ve PPD(-) 24 kigiden kan alind.
GRUP II:AKTIF AKCIGER TUBERKULOZLU KISILER:Atatiirk Sanatoryumu
Gogus Hastaliklan Hastanesinde tedavi goren aktif pulmoner tiberkiilozlu 52
hastadan kan alindi. Bu olgularda direkt yayma, teksif ve kiiltirde ARB pozitifti.

AN'ﬁIEN:Kopenhag—Danimarka Statents Serum Enstitiisinden saglanan
PPD(Lot no:81) antijen olarak kullanilds.

PLEYTLERIN ANTIJEN ILE KAPLANMASI:PD 0.1 M NaHCO, ile 10ug/ml
olacak gekilde dilue edildi ve her kuyucuga 100 pit konuldu. Oda 1sisinda
(23°C) bir saat inkiibasyon yapildiktan sonra PBS-Tween-20 ile alt1 kez y1ikandi.
Kuyucuklar % 5 Bovine Serum Albumine(BSA) ile doldurularak oda 1si1sinda bir
saat inkubasyondan sonra, pleytler ters gevrilerek bogaltildi ve kurutularak
+4°C’de saklandi(9).
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ELISA TESTININ UYGULANISI

1. Serum 6rnekleri PBS-Tween-20 kullarularak % 1‘lik solisyonu hazirlanan: BSA
ile 1/40 dilie edildi. Kuyucuklara sirasi ile 100 p1 konularak oda 1sisinda iki saat
inkube edildi.

2. Pleytler PBS-Tween-20 ile ii¢ kez yikandiktan sonra alkalen sonra fosfataz
konjugat IgG‘nin (% 1°lik BSA ile 1/1000 diliisyonda) 100 ul’si her bir kuyucuga
konuldu ve oda 1sisinda iki saat inkiibe edildi.

3. Pleytler PBS-Tween-20 ile G¢ kez yikandi ve tim kuyucuklara: taze
hazirlanmug p-nitrophenyle phosphate disodium‘un substrat buffer‘daki (1
mg/ml) solisyonundan 100’er pl ilave edildi. 37°C’de 30 dakika bekletildikten
sonra reaksiyon 3 N NaOH ile durduruldu ve 405 nm‘de absorbanslar okunarak
kaydedildi.

BULGULAR

Bu galigmada 52 aktif pulmoner tiberkilozlu hasta serumu ile, 44 kontrol
serumu ELISA yontemiyle IgG varhg yoniinden incelendi. Antijen olarak PPD
kullanuldi. Sekil 1‘de aktif tuberkiilozlu, PPD(+), PPD(-) kigilerde bebek kordon
kanlaninda PPD’ye spesifik IgG antikor titreleri arasindaki farkhiliklar
gozlenmektedir($ekil 1).
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Aktif pulmoner tuberkiilozlu hasta serumlannin IgG antikor duzeylerinde
kontrol grup serumlarina gore istatistiksel olarak oOnemli titre farklan
saptanmigtir. Hasta serumlan ile kontrol grup serumlannin OD ortalamalan
hesaplanarak iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi uygulanmig ve t
degeri t4=11.92 bulunmugtur. t, degerine gore test sonuglan degerlendirilmig
ve anlamh bulunmugtur(p(0.05). Tablo I'de gahgma gruplanmn OD degerleri,
negatif ve pozitif oranlan gosterilmigtir. Buldugumuz cut-off degerine gore,
yalana pozitiflik degeri % 14 ve yalana negatiflik degeri de % 7 olarak
saptanmugtir. '

Tablo I:ELISA Test Sonug¢lan

HASTA GRUPLARI 0.D.ORTALAMASI “+) ¢ TOPLAM
SONUC | SONUG

AKTIF AKC.TBC. 0.53120.122 48 4 52

HASTALAR

PPD(+) ve PPD(-) KONTROL 0.29810.057 5 29 34

GRUP

BEBEK KORDON KANI 0.26110.089 = 10 10
TARTISMA

Tuberkiiloz enfeksiyonunun tarusinda, klinik bulgular, radyolojik incelemeler,
tuberkiilin testi, basilin yayma ve kiltir yapilarak aragtirlmasi, kobay
inokilasyonu, dokunun histopatolojik olarak incelenmesi gibi yontemler
siralanabilir. Tuberkulozun kesin tanisi ise;

1. M.tuberkulozisi, lezyonun bronga agilmas: koguluyla yaymada gorerek
velveya kiltirde tureterek tarmimlayabiliriz. Lezyonun bronga agilmadigy
olgularda basili gorme olanagimiz yoktur. Aynca kiltir igin de 6-8 hafta gibi
gecikme sayilabilecek onemli bir siire beklemek zorundayiz.

2. Histopatolojik tan kazeifiye granilomat6z dokunun goériilmesi sonucu konur,
ancak invaziv biyopsi yontemleri gerektirmektedir.

Bu nedenler araghrmaalan daha kolay uygulanabilen erken taru yontemlerini
aramaya yoneltmigtir. Serolojik yontemler bu amaca en uygun deneylerdir(10).

Son yillarda giindeme gelen serolojik tan tiiberkiiloz igin de tmit vermektedir.
Tuberkiiloz enfeksiyonunun serolojik tamisinda, IgG antikorlarinin ELISA testiyle
araghnlmasimun  tam agisindan  degeri, ¢egitli aragtrmacilar tarafindan
belirtilmigtir(1,2,11,12).

Kullanilan antijen tipinin testin 6zgulliigu izerindeki roli biytktir. Antijenler
saflaghnldik¢a Ozgiillik artmaktadir(13). Cahgmamizda PPD antijeni
kullanilmigtir. Clinka tiberkiloz enfeksiyonunu veya taberkiilozu tayin etmede



75

kullarulan standart antijen budur. PPD ile daha 6nce yapilan ¢ahgmalarda da
araghnalar PPD'nin diger antijenlere gore daha iyi sonug verdigini
vurgulamiglardir(2,4).

Araghrmamizda aktif pulmoner tiberkiilozlu hasta serumlannn IgG antikor
duzeylerinde, kontrol grup serumlanna gore 6nemli titre artiglan saptanmagtir.
Sonuglanmiz diger araghrmaalann sonuglan ile uyumludur(1,2,11).

ELISA ile saptanan antikor titreleri gegitli faktorlere gore degigebilir. Bunlardan
bir tanesi de yoresel farkhliklardir. Antikor titresini belirlemede serum dilusyon
oranlan da Onem tagimaktadir. Tuberkiloz sikhgnun yiksek oldugu
toplumlarda 6zgullik digiik, tiberkilozun az goruldigi toplumlarda ise daha
yuksektir.

Calhgmamizda PPD antijeni igin ELISA testinin duyarhhg % 92, 6zgulliga ise
% 85 bulunmugtur,

Pozitif prediktif deger % 91, negatif prediktif deger % 88 olarak saptanmugtir.
Yalana negatiflik oraru % 7 ve yalana pozitiflik oraru ise % 14 olarak tespit
edilmigtir.

Sonug olarak diyebiliriz ki; serumda IgG antikor diizeyini clgerek elde ettigimiz
bulgular, aktif tuberkilozlu olgulann 6nceden enfeksiyon gegirerek veya BCG
agis1 ile hiicresel immiinite kazanmig PPD(+) olgulardan ve PPD(-) normal
saghkh kigilerden ayirt edilebilecegini gostermektedir. Bu amagla tiiberkiilozun
serolojik tarusinda, antikorlarn saptanmasinda ELISA testinin kullarulabilecegi
anlagilmaktadir. PPD ile yapilan ELISA’mun, akut tiberkilozlu hastalan kontrol
gruplanndan ayirt etmede ve antitiiberkiloz tedavinin etkilerini izlemede faydah
bir yontem olarak kabul edilebilecegi diigiincesindeyiz.
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