S.U. Tip Fakiiltesi Dergisi Cilt: 10, Sayi: 2

. Sayfa: 129 -

132 (1994)

AKCICER TUBERKULOZUNUN TANISINDA SEROLOJIK BIR TEST
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OZET

Bu yazida tiiberkiilozun serolojik tamist i¢in yeni
bir antijenin kullamlmasiyla yapuan latex ag-
lnrinasyon testi tarif edilmis ve sonuglary takdim
edilmistir.  Arastrma  47'si  aktif akciger  ti-
berkiilozlu, 8'i inaktif tiiberkiiloz lezyonlu, 32'si ¢e-
sitli tiiberkiiloz harici akciger hastalikli ve 20'si sag-
likl; 107 sahis iizerinde yapumgstir. Antijen, agarla
solidifive edilmis Sauton vasan iizerinde iiretilen tii-
berkiiloz basillerinin cam boncuklarla mekanik ola-
rak parcalanmastyla elde edilmigtir.

Test sonucu 47 aktif tiberkiilozlunun 34 (%
72.3)iinde miisbet, 13 (% 27,7)%inde menfi ol-
mugtur. Inakiif tiiberkiiloz lezyonlu 8 vakanmin 7 (%
87.3) sinde test sonucu menfidir. Tiiberkiiloz harici
akciger hastalikli 32 vakanmin hepsinde ve keza 20
sazlikli kontrol vakalarinin hepsinde test sonucu
menti kalmistir. Bu sonuglara gore testin duyarliligi
% 72,3 ve spesifikligi % 98,3 bulunmugtur.

Anahtar Kelimeler: Tiiberkiiloz, serolojik tani,
larex aglutinasyon testi.

SUMMARY

A Test For Serodiagnosis Of Pulmonary
Tuberculosis

In this article, a latex agglutination test using a
new antigen for serodiagnosis of pulmonary
tuberculosis has been described and test results
have been presented. Research has been conducted
with 107 people including 47 with active pulmonary
tuberculosis, 8 with inactive tuberculous lesions, 32
with non-tuberculous pulmonary diseases, and the
remaining 20 healthy subjects. The antigen used in
the test has been obtained by the mechanical
breakdown with glass beads of the tuberculosis
bacilli cultured on Sauton medium solidified with
agar.

Test resu!rs\have been positive in 34 of the 47
active tuberculosis patients (72,3 %), and negative
in 14 (27,7 %). Test results have been negative in 7
(87,5 %) out of the 8 cases with inactive lesions. For
all 32 with non-tuberculous pulmonary diseases, as
well as the 20 healthy subjects tests have given
negative results.

Based on these results the sensitivity of the test
has been calculated as 72,3 % and its specificity as
98,3 %.

Key Words: Tuberculosis, serodiagnosis, latex
agglutination test.

GIRIS

Tiberkiilozun seroiojik tanisi igin gegen asrin
scnlarindan itibaren baslayan calismalarda 1960
villarin sonlarina kadar hemaglutinasyon, jel di-
“izyonu. kaolen ve latex aglutinasyonu esasina da-
yanan cesitli testler denenmis fakat bunlarn hicbiri
bilhassa spesifisite bakimindan yeterli olamamistir

(1,2,3). 1976'da TB'lularin kanlarinda Koch basiline
karst olusan antikorlarm ELISA testi ile aras-
tirlmaya baglanmas: iizerine bu konuda yeni bir
hamle baslamistir(4). Fakat sagladif1 ilerlemelerle
beraber iimitler vadeden bu hamle de TB'un se-
rolojik tanisinda rutin uygulamaya elverisli giivenilir
bir testi ortaya koyamamistir. Bu yazida bu konuya
katkis1 olabilir iimidi ile yeni bir antijenin kul-
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lamilmasiyla yapilan latex aglutinasyon testi tarif
ediliyor ve sonuglar: takdim ediliyor.

MATERYAL VE METOD
Vakalar

Test 4 gruba aymlan 107 sahis iizerinde uy-
guland:

1. Grup: Akuf akcifer TB'lu 47 vaka. Tam 45
vakada Koch basilinin mikroskopik olarak gos-
terilmesi, bir vakada larinks biyopsisinin bir vakada
da servikal lenf bezi biyopsisinin histopatolojik ta-
mis1 e kondu. Yeni veya tedavi altinda olan eski bir
vaka olsun secimde vakalar arasinda bir ayirim ya-
piimadi. Yalnizca testin yapildig: tarihte ARB'nin
pozitif olmasi veya histopatolojik tan dikkate alindi.

2. Gurup: Inaktif lezyonlu 8 vaka. Bunlarn 7'si
en agad1 5 seneden daha evvel ARB'leri (+) olan ve
tedavi olmug vakalar idi. Tedaviye son verildigi za-
mandan beri akcigerdeki sekel lezyonlarda rad-
yolojik bir degisiklik olmamisti' ve .ARB aranmasi
hep menfi kalmigti. Bir vaka ise 9 aylik tedaviyi ta-
kiben akcigerdeki lezyonda son 6 ayda radyolojik
bir degisiklik olmadifi ve ARB aragtirmalan, kiil-
tiirti dahil, hep menfi kaldif: i¢in testin yapildid: ta-
rihte inaktif lezyonlu kabul edilmisti.

3. Gurup: TB harici cesitli akciger hastabikli 32
vaka. Bunlarin 16'sinda PPD testi menfi veya siip-
heli, 9unda pozitif idi. 7'sinde .de PPD testi ya-
pilmamigti.

4. Gurup: 20 saglam kontrol. Bunlann 16'sinda
PPD testi pozitif, 4'iinde menfi idi. 17'si BCG ile ag1-
lanmisti.

Antijen Hazirlanmasi

% 1.8 agar'lh Sauton petri kutularina dokiiliir, si-
cakta sterilize edilir, sofutularak katilagtinlir ve iize-
rine sterilize edilmis filter paper (589" Black ribbon
ashless Filter Paper Circles-Dassel, W. Germany)
konur. Filtre kafidinin iizérine TB'li bir hastadan
iiretilmig INH, RF, SM ve ETB'ye hassas TB basili
ekilir. Kapaklar kapatildiktan sonra petri kutularinin
etrefr parafilm ile gevrilir. Basiller alttan diffiize
sian Sauton besiyeri nedeni ile filtre kagidi iizerinde
koloniler halinde iirerler.

40-45 giinliik bol idremis kiiltiirlerden 400 mg
basil alinir ve bir gise i¢indeki 60 mL distile su igine
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konur. Sise bir saat kaynayan su banyosunda bi-
rakilir. Sonra bir gece buzdolabinda +4° C'da bi-
rakilir. Sise buzdolabindan aliir ve icine 2 mm
¢apli cam_boncuklardan takriben sivimin hacmine
esit olacak hacim (binlerce cam boncuk) konur.
Sonra sise elektronik vibrator (IKA-VIBRAX-
VXR) iizerine yerlestirilir ve 2200 rpm'de bir saat
vibrasyon yapuriir. Sonra tekrar buzdolabinda +
4°C'da bir gece birakilir, ertesi giin tekrar elektronik
vibrator iizerine konarak tekrar bir saat 2200 rpm'de
vibrasyon yaptrilir. Bu iglem 4 giin aym sekilde tek-
rarlanir. Bu sekilde basiller hergiin birer saatten top-
lam 5 saat cam boncuklarla mekanik olarak par-
calanmaya tabi tutulmus olur. Sonra iginde
parcalanmig basiller bulunan sivi filter paper'dan
(Quantitative Ashless No: 6, Lot 68251249 Toyo
Roshi Kaisha Ltd.) siiziiliir. Alttaki siiziintiiniin iize-
rine nihai diliisyonu 1/1000 olacak sekilde sodium
azide ilave edilir. Bu stok antijen soliisyonudur.

190 mL glycine buffer (pH 8,2) iizerine 10 mL
stok antijen soliisyonu ve 0,5 mL latex (Difco, 0,81)
ilave edilir. Bu kangim testte kullanilan antijen
(latex'li antijen) soliisyonudur. Shelf-life't en asagi
bir yildir. Latex'li antijen igerisinde hazirlandiktan
takriben iki ay icerisinde gozle goriinir partikiiller
olusabilir. Bu durumda latexli antijeni filter
paper'dan (589l Black ribbon ashless) bir defa siiz-
diikten sonra bunlar bir daha tesekkiil etmez.

Gerek stok antijen soliisyonu ve gerckse latex'li
antijen soliisyonu buzdolabinda +4° Cda sak-
lanmalidr.

Antikor

- Testte serum degil plazma kullanilir. Buna rag-
men makalenin bashfinda degistirilemeyecek kadar
yerlesmis bir kelime olan "serodiagnosis” kelimesi
kullandlmigtir. 3 mL heparinli kan ahnir. 3000
rpm'de 10 dakika santrifiij edilir. Ustteki plazma
testte kullanilir. Bu ¢alismada kanin alimini takiben
2 saat igerisinde test yapilmastir.

Testin Yapihist

Incelenecek her plazma igin 2 tiip alinir. iclerine
birer mL Latex'li antijen konur. Birinci tiipteki
latex'li antijen iizerine 0.05 mL (takriben bir damla),
ikinci tiiptekinin iizerine 0,10 mL (takriben 2 damla)
plazma ilave edilir ve tiipler hafif¢ce ¢alkalanarak ka-
nigimlan saglanir. Tiiplerin agizlan parafilm ile ka-



patilir. Tiipler bir gece oda hararetinde (22° - 23° C)
birakilir ve ertesi giin 3000 rpm'de 10 dk. santrifiij
cdildikten sonra hafifce calkalanarak ciplak gozle
veya biiyiitecle  kontrol edilir. Menfi sonugta ka-
rigimin sulandinlmig siit gibi hafif bulanikligi de-
Jismez. (+) sonucta hafif berraklasmis karisimin
icinde ¢ok sayida kiiciikk partikiiller, (++) sonucta
tama yakin berraklasmis karisimda ¢ok sayida be-
lirgin partikiiller ve (+++) sonugta da tam ber-
raklagsmis kangimda gene ¢ok sayida cok belirgin
partikiller goriilir.

Miisbet sonuclarin ekserisinde misbetlik de-

receleri degisik olmak iizere her iki tiipte de par-
tkuller goriiliir. Partikiiller tiipiin  birinde goriilse
bile test sonucu .miisbet kabul edilir. Testin miis-
betligi TB basiline kars1 sahsin kaminda dolasan an-
tikorlann bulundugunu gosterir.

SONUCLAR

Test sonucu 47 aktif akciger TB'lunun 34 (%
72.3)'iinde miisbet 13 (% 27,7)iinde menfi olmustur.
Inaktif TB lezyonlu 8 vakanm 7 (% 87.5)'sinde test
sonucu menfidir. Bunlar en asag: 5 senedir higbir ak-
tivite belirtisi gostermeyen vakalardir. 9 aylik te-
daviyi takiben testin yapildif: tarihte inaktif lez-
yonlu kabul edilerek tedavisi kesilen bir vakada ise
test sonucu miisbettir.

TB harici akciger hastalikli 32 vakanin hepsinde
ve keza 20 saglam kontrol vakalannin hepsinde test
sonucu menfi kalmistir (Tablo 1).

Sonuglara gore testin duyarliigi % 72,3 ve spe-
sifikligi % 98,3 bulunmustur.

TARTISMA

Gegen asnin sonlarindan itibaren baslayan TB'un

Akciger Tiiberkiilozunun Tanisinda Serolojik Bir Test

serolojik tamsi iizerindeki calismalarda, 1986'da
Nassau ve ark.nmn bu konuda ELISA testini kul-
lanmalan ile yeni bir ¢igir acilmistir (4). Son 15
sene igerisinde bu metodla ve modifiye sekilleri ile
basile karsi tesekkiil eden antikorlarin cesitli pii-
rifiye antijenlerle aranmasi (5,6.7) ve DNA problan
ile yapilan arastirmalar(8) ile ilerive doniik iimit ve-
rici sonuglar elde edilmistir. Fakat bu ¢aligmalar da
simdiye kadar rutine intikal edebilecek bir sonug
vermemistir.

Bu calismada 47 aktif TB'lunun 34 (% 72.3)
inde test sonucunun pozitif bulunmasi testin du-
yarhihiginin orta derecede oldufunu gostermektedir.
Fakat testin % 98.3 gibi yiiksek bir spesifiklie sahip
bulunmasi ise testin TB tamsinda yiiksek bir gii-
venilirlige sahip olabilecegi izlenimini vermektedir.

32 TB harici akciger hastaliklinin ve 20 saghkl
sahsin hepsinde test sonucunun (-) kalmas: bu gruba
girenlerde yanlhis (+)lifin bulunmayacaginin yeterli
delili olabilir. Bunlarnin 25'inde PPD, gegirilen TB
primo-enfeksiyonu veya yapilan BCG asis1 nedeni
ile (+) idi. O halde BCG agi1s1 ve gegirilen primo-
enfeksiyon testin- yanhs (+)lifine neden ol-
mamaktadir,

Diger taraftan testte kullanilan antijenin ha-
zirlamsg: ¢ok kolaydir ve shelf-life'r en asag bir se-
nedir. Testin yapilis1 icin deney tiipleri ve basit bir
santrifiij yeterli olmaktadir. Bu hali ile testi ge-
lismekte olan iilkelerin periferik bolgeleri dahil her
yerde uygulamak miimkiindiir.

Sonug olarak bu testin TB'un serolojik tanisi ko-
nusundaki aragtirmalara bir yenisini ilave ede-
bilecegi ve rutin uygulamaya namzet olabilecegi
ileri siiriilebilir.

Tablo 1. Aktif ve Inaktif lezyonlu tiiberkiilozlularda, tiberkiiloz harici akciger has-
taliklilarda ve saglam kontrollarda test sonuglart.,

Test Sonuclar:
Test Gruplan Pozitif Negatif
1. Tiiberkiiloz, aktif, no= 47 34 (72, 3%) 13 (27,7 %)
2. Tiiberkiiloz, inaktif, no= 8 1(12,5 %) 7 (87,5 %)
3. Tiiberkiiloz harici akc. hast., no= 32 - 32 (100 %)
4. Saglam kontrollar, no= 20 - 20 (100 %)
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