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TUBERKULOZ TESHISINDE YENI LABORATUVAR METODLARI VE

(The Value of New

ELISA TESTININ DEGERI
Laboratory Methods and ELISA in the Diagnosis of Tuberculosis)
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[nsanlik tarihi kadar eski bir gegmise sahip olan
tiiberkiiloz, teshis ve tedavi yontemlerindeki ilerle-
melere ragmen 30 milyonluk prevalansi, 10 milyon
yeni olgusu ve 3 milyon 6liim insidansiyla biitiin
dunyada, ozellikle gelismekte olan tlkelerin insanla-
rinda 6nemli bir enfeksiyon hastali1 olarak karsimiza
¢ikmaktadir. 1960'h yillara gore biiyiik ol¢iide azal-
masina ragmen iilkemizde de basta gelen saghk so-
runlarindan biri tiberkiilozdur (1,2,3,4).

Tuberkiiloz hastahiginin teshisi klinik, radyolo-
Jik. bakteriyolojik, histolojik bulgular ve tiiberkiilin
testi il konulmaktadir. Diinya Saglik Oreiitii kesin
tantmlamanin etkenin izolasyonuyla miimkiin olaca-
Gint bildirmektedir (5,6,7,8,9). Ancak klasik Kiiltiir
metodlarlarinin ¢ok zaman almasi, direk mikrosko-
piyle teshis icin numunede 10.000'den fazla basil ge-
rekmesi, tiberkiilin  festinin  hastalik durumuyla
gecinilmis enfeksiyonu ayirt edememesi. klinik ve
radyolojik bulgularmn her zaman tipik olmamasi teg-
histe yeni yontemlere ihtivag gostermigtir (2, 3, 8,10,
11,12,13,14,15).

Son yillarda muayene maddesinden dogrudan
dogruya tiiberkiiloz basilini, niikleik asidini. basile ait
urinlerin yaminda serum ve viicut sivilarinda basile
Kargt gelisen antikorlar arastimlarak tiiberkiiloz teshi-
sine gidilebilmektedir.

TUBERKULOZDA  KULLANILAN
YENI TESHIS METODLARI:

A) Niikleik asit problan tiiberkiiloz teshisinde
kullamlmakta olup, %90'n iizerinde basar1 saglan-
makitadir. Givenilir bir ayrim igin muayene madde-
sinde 100 basilin gerekmekie oldugu bildirilmistir
(14.16,17,18,19).

Son yillarda prob tekniklerinden faydalanilarak
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DNA segmentlerinin in vitro biyiitilmesi esasina
dayanan cok duyarli ve Ozgiil bir yOntem olan "DNA
polimeraz zincir reaksiyonu” gelistirilmis olup, ti-
berkiiloz siipheli numunede bir mikroorganizmanin
dahi bulunmasi teshis icin yeterlidir (17.20.21).

B) Kromotografi yéntemleri: beyin omurilik
Stvist ve balgamda gaz kromotografisi ve kiitle
spektrofotometresiyle tiiberkiilosiearik asit aranmig
ve basarih sonuglar elde edilmigtir (13.17).

C) Radyometrik kiiltir yontemleri: Son za-
manlarda gelistirilmis olan radyometrik kiiltiir yon-
temiyle kiiltir sonuglart 1-2 haftada, antitiiberkiiloz
ilaglara duyarhliklari bir haftada arastirtlabilmekte-
dir. Karbon (C) isaretli palmitik asit iceren besiye-
rinde (Bactec Middlebrook 7HI2) tiiberkiiloz
basillerinini bu maddeyi metabolize etmesiyle sisede
sivi iizerinde serbest radyoaktif CO in tesbit edilmesi
tremeyi isaret eder (8,17).

Bactec TB 460 sistemini tiiberkiiloz ctkenlerini
difer saprofit mikobakterilerden aymwmaya varayan
radyometrik yontem olup, numunelerdeki mikroo-
ganizma sayisina bagh olarak 2-6 ginde sonug verir.,
P—nitmasctiI~aminohidroksiﬁpmpiofcnnl (NAP) adi
verilen kimyasal madde M. tuberculosisi ve muhte-
melen M. bovisin dremelerini inhibe ederken Sapro-
fit mikobakterilerin iizerine etkisi yoktur (8,17.22).

D) Tiiberkiilozda Seroloji Yontemleri ve ELL
SA

Taberkiiloz enfeksivonu sunucunda tiire Ozgi
antijenlere ve ayrica mikobakterilerde bulunan ortak
grup antijenlerine kargi antikor meydana gelir. Uzun
yillardan beri bu antikorlari tesbit edilebilecek SCro-
loji metodlart aragtirdlmigtir. Bununla beraber heniiz
guvenilir, ginliik kullanima girchilen seroloji me-
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todlan bulunamamistr (2,8.14.23).

Tiiberkulozun serolojik tanimina ait ilk ¢alisma
R. Koch'un tiiberkiiloz basilini kegfinden 16 yil sonra
1898'de yayinlanan Arloing'a ait bir caligma oldugu
belirtilmektedir (2.8.14). Arloing aglutunasyon testini
kullanmis olup, akciger tiiberkiilozlu hastalarin %
57'sinde pozitil sonug almig, saghikls kontrol ve ti-
berkiiloz dis1 hastalikli sahislardan elde edilen se-
rumlann % 1l'inde  yalanct pozitif —reaksiyon
gostermistir (2). 1903'de Bordet ve Gengou tiberkii-
loz basil ckstresini, 1906'da Wasserman ile Bruck old
tiiberkilini antijen olarak kullanarak deneyi tekrarla-
muslardir. 1948'de Middlebrook ve Dubos indirekt
hemaglutinasyon testinin spesifiklidini, yine aym a-
ragtiricilar aktif tiberkuloz hastalarinda hemagliiti-
nasyon testinin degerini arastimmiglardir (2,24).

Daha sonraki yillarda gesitli aragurmactlar kao-
lin aglunutasyon testi jelde presipitasyon immiinflo-
resan pasif fostatid hemaglutinasyon testlerini
kullanmislardir. 1975'li yillardan sonra ¢aligmalar
RIA ve ELISA yontemleri iizerinde yogunlastirilmig

A. Sani¢. B. Bavsal. A.Z. Sengtl

olup. 1975 yihnda Nassau ve Parsons solid faz radio-
immusassay (RIA). 1976 yilinda yine Nassau ve ar-
kadaslart ilk kez tiberkiloz hastalarinda  ELISA
yontemiyle spesifik antikor aragtirmuglardir (2. 1425,
26, 27).

Arastrmalarda genellikle ¢ ayn 1ip antijen
kullaniimaktadir. Bunlar ham basil. PPD ve saflagti-
rilmig antijendir.

1- Ham basil antijeni: 1976 yihinda taberkiilo-
sun ELISA ilc taniminda ilk ¢alismayi Nassau ham bir
antijen olan M. tuberculosis H 37 Ry kiiltiir filtratim
kullanmistr (2,14,26.28). Daha sonra BCG (Bacillus
Calmette Guarin) ve tiberkiiloz basilinin soniklen-
mesiyle elde edilen antijenler uygulamaya sokulmus-
tur. Levy ve ark (29) ve Lin ve ark (30) ayrica bu
antijenlerle brong yikama stvisinda ozgeiil 1gG ant-
korlarim arastrmigtir. Tablo 1'de ham basil antijen’
le yapilan ¢aligmalar dzetlenmistir.

2_ PPD: PPD daha once belirtildigi gibi nisb.
ham bir antijendir. Saflagtiriimasma ragmen Onct
miktarda nonspesifik reaksiyon verebilen mikobakic i

Tablo I. Ham Basil Antijenleri Kullamlan Tiiberkiiloz ELISA Sonuglarimin Karsilagnrilmast

Tuberkiilozlu

ELISA TESTINDE

Kullanilan Kontrol Grubu Diger
Arastirmaci  Antijen Pozitif Negatif Pozitif  Negatif Duyarliik ~ Ozgullik Ozellikler
Vaka  Vaka  Vaka Vaka
Sayist  Sayisi  Sayisi Sayisi
Nassau (26)  TB filtrati 26 20 1 47 0.556 0.979 1/500 serum dilUs.
TB filtrati 87 9 4 44 0.804 0.917 1/100 serum dilus.
Benjamin (31) TB filtrat 5 12 7 38 0.556 0.844
Thongkajai (32) TB filtrati 49 5 8 86 0.910 0.907
Kiran (33) TB ekstresi 47 3 1 29 0.940 0.967
Jagannath (34) TB soniklenmis 35 36 12 75 0.493 0.867
Sagilik (28)  TB soniklenmig 35 5 2 22 0.880 0.920
Grange (35)  BCG soniklenmis 73 27 1 29 0.730 0.967
Kardito (36)  BCG soniklenmis 82 25 4 139 0.766 0.972
Garcia {37)  BCG soniklenmis 39 i 0 50 0.780 1.000
Samual (38) BCG soniklenmis 37 3 0 20 0.925 1.000
Grange (39) BCG soniklenmis 136 64 1 49 0.680 Q.QSG
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polisakkaridlerini i¢erirse de difer saflagtirilmig anti-
jenlere gore ‘daha kolay elde edildiginden ELISA'da
antijen olorak sik kullanilmaktadir (2.14.28). PPD ile
vapilan ¢caligmalarin 6zeti Tablo 2'de verilmistir.

3- Saflagtirilmig antijenler: Saprofit mikobakteri-
ler normal sahislarda disiik de olsa antikor cevabr u-
vandirir.  ELISA testinde saf olmayan antijenler
Kullamldiginda yalanci pozitif reaksiyonla karsilasil-
maktadir. Bu olayin ¢evredeki saprofit mikobakteriler-
de mevcut olmayan antijenlerin  kullanilmasiyla
onlenebilecedi bildirilmistir (2,14,28).

a) Antijen 5: Bu grupta en ¢ok denenen antijen
olup. M. tuberculosis H37Rv susunun kiiltir sizinti-
stinden immunabsorbent affinite kromotografisi yonte-
miyle elde edilen iyi karekterize edilmis bir protein
antijenidir. Antijen 5'in baslangicta inanildig gibi sa-
dece tiberkiiloz basiline spesifik olmadidi, azda olsa
Ozgil olmayan epizotlannin bulundugu gosterilmistir
(2,13, 28,31,47.48,49,50).

b) Antijen 6: M. tuberculosis H37Rv susu kiiltiir
filtratndan immunabsorbent affinite kromotografisiyle
elde edilen homojen sitoplasmik bir proteindir. Avan-
tajh yonii liyofilize hale getirilip, depolanabilmesidir.
Muayene maddesinin clde edilmesindeki zorluktan
dolay1 bakteriyolojinin pek basarili olamadi@1 akciger
dig1 tiiberkiiloz vakalarimin teghisinde kullanilabilecegi
bildirilmektedir (2,28,51,52).

Tablo 2. PPD Kullanilan Tiiberkiiloz ELISA Sonu¢larimmn Karsilastiriimasi

Tiiberkiiloz Teghisinde Yeni Laboratuvar Metodlart ve ELISA Testinin Degeri

¢) Antijen 60(A 60) : 1973'de Gueur ve arkadas-
lart tarafindan termostabil 6zellikteki A 60 kesfedilmis
olup. 1981'de Harbo tiiberkiiloz teshisinde kullanilabi-
lecedinmi gostermistir. A 60 tiberkiloz deri testinde
kullanilan old tiiberkiilin ve PPD'de bulunan 106 -107
dalton agirhginda hem hucresel hem de sivisal cevap
olugturulabilen bir imumiinojendir. Tim mikobakieri-
lerde saptanmig olup bunun yaninda Nocardia ve
Corynebacterium’larin bazi tiirlerinde bulundugu gds-
terilmistir. Bu antijenin biyiik bir kismi stoplazma i-
¢inde. az olan diger kismi hiicre duvarinda bulunmak-
tadir (11, 44.53,54.55.56,57.58,59). A 60 M. bovis
BCG stoplazmasindan hazirlanmaktadir. Anti- BCG
antyenlert kullanarak yvapilan iki yonlii immunelekiro-
forezle tammlanmakta, jel kromotorafisi ve lectin affi-
niteli kromotografi ile saflastirilmaktadir. A 60'in
kompozisyon ve miktar1 mikobakterilerin hayat siklu-
suyla degigmektedir (11,55,56,57).

d- SAG A.ISAG B.SAG C: Reggiardo ve ark
(61) kromotografik yontemlerle serolojik yonden aktif
¢ farkl glikolipid elde ettiler. En iyi cevabr serolojik
yoniinden aktif glikolipid Al'in (SAG Al) verdigini
bildirmiglerdir (60,61).

e-Turneer ve ark. (62) M. bovis BCG P32 saf-
lagtirilmig antijeni kullanarak aktif tiiberkiilozlularda
spesifik IgG. 1gM ve IgA seviyelerini arastrmiglardir.

f- Monoklonal antikorlarla yapilan calismada
spesifiklik daha yiiksek degildir (Tablo 3).

Kullanilan Tuberkiloziu Kontrol Grubu ELISA TESTINDE
Arastirmaci  PPD, Pozitif Negatif Pozitif  Negatif  Duyarlilik  Ozgullik
konsantrasyonu Vaka Vaka Vaka Vaka
Sayisi  Sayisi  Sayisi Sayisi
Kalish (40) Parke Davis, 200pg/ml 11 7 4 115 0.631 0.966
Zeis (14) Parke Davis, 200pug/ml 14 7 27 99 0.667 0.786
Tandon (42)  RT-23 1000pg/ml 45 21 1 24 0.682 0.960
Gupta (43) RT-23, 1000pg/mi 49 17 1 24 0.742 0.960
Jagannath (44) Connauht, 10pg/ml 31 4 10 77 0.437 0.885
Pan (45) PPD, 10pg/mi 105 17 2 90 0.861 0.978
Kiran (33) Weybridge, 10pg/ml 40 10 3 27 0.800 0.900
Koshino (46) PPD, 100pg/mi 13 2 0 7 0.867 1.000
Balestrino (47) PPD, 10ug/ml 24 38 15 76 0.721 0.835
Daniel (31)  PPD, 10 p/ml 13 28 4 25 0.317 0.932
Sacilik (28) PPD, 10p/ml 35 5 2 22 0.880 0.920
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Tablo3. Saflastirilmus Antijenlerle Yapilan ELISA Sonuglariun Karsilagniriimasi

Kullanilan Tuberklozlu Kontrol Grubu ELISA TESTINDE Diger
Aragtirmaci  PPD, Poziif Negatif Pozif  Negatif Duyarik  Ozgulick — Ozelikler
konsantrasyonu Vaka  Vaka Vaka Vaka
B - B Sayisi  Sayisi  Sayisl Sayisi
Benjamin (63) Antijen 5 42 8 0.840
Antilen 5 17 8 7 78 0.680 0.918
Balestrino (47) Antijen 5 55 31 0 H 0.680 1.000
Ma (50) Antijen 5 73 11 0 30 0.890 1.000
Daniel (13)  Antijen5 20 21 1 58 0.480 0.983 (1/80 dilisyon)
Antijen 5 26 15 8 54 0.634 0.915  (1/40 dilisyon)
Alde (10) Antijen 5 18 3 0 19 0.857 1.000  (Gocuk hastalar)
Stroebel (52) Antijen 6 15 0 21 0.938 1.000
Reggiardo (60) Sag At 42 4 1 89 0.913 0.988
Sag Bt 34 12 0 90 0.739 1.000
Sag C 26 20 2 88 0.565 0.978
Reggiardo (61) Sag Al 63 11 3 141 0.0851 0.979
Sag B1 39 35 0 144 0.578 1.000
Sag C 35 39 3 141 0.897 0.979
Krambovitis(64) Plazma
Membran ant. 94 6 6 180- 0.940 0.968
Aksu (65) Hucre Duvar ant. 66 5 2 28 0.929 0.933
Tumer (62) P32 61 54 49 237 0.530 0.830
Tumeer (66) P 32 15 18 11 210 0.460 0.950
Daniel (67)  monoklon (TB-C1) 19 86 142 1039 0.690 0.880
Wilkins (68)  monoklon (TB 72) 28 5 2 88 0.849 0976  (Basil(+)vakalar)
19 8 0.704 (Basil(-)Vakalar)
3 1 0.750 (Tuberk. meneniit)
Mattar (69) A 60 49 8 3 47 0.860 0.720
Tumner (66) A 60 53 62 4 212 0.460 0.983
Baelden (11) A 60 67 14 0 22 0.827 1.000
2 28 0.931 (KOAH)
Maes (70) A 60 0 51 1.000 (Huzur evi)
2 65 0.970 (Kadinlarda)
Saflastirilmis antijenlerle yapilan c¢ahismalarin akcider tiiberkiilozunun teshisi yamnda, Chawla ve
gzeti Tablo 3'de verilmistir. ark (72) barsak tiberkiilozunda ELISA ile % 92 va-

kada pozitif sonug almiglardir. Strobel ve ark (13) A
6'v1 kullanarak kemik- eklem tiberkilozunda % 94
pozitif sonug elde ederken, Wilkins ve Ivanyi ( 68)TB
ELISA ile tiiberkiiloza spesifik antikor arayarak 72 olarak kodlanmis monoklonal antikorlarla kemik

Antijen olarak biitin BCG hiicreleri de kulla-
milmistir (71).
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ve cklem tiiberkiilozunda % 70, tiiberkiiloz menenjitie
serumda % 75 oraninda tiiberkiiloza spesifik antikorla
karsilagmiglardir.

E) ELISA ile tiiberkiiloza spesifik antikor arama
disinda;

Kardinal ve ark. (14) RIA, Yanez ve ark. (73)
ELISA ile balgamda tiiberkiiloz antijeni tayin etmis-
lerdir. Ayrica beyin-omirilik sivisinda gesitli arastir-
macilar ELISA, RIA yaninda hemaglutinasyon ve
lateks aglutunasyon yontemleriyle tiiberkiiloz antijeni
aramiglar ve basarih sonuclar elde edilmistir (3,74).
Antijen arama teknikleri antikor aramaya gore daha
zor ve pahalidir (2,17,73,74).

Tiiberkiiloz Teshisinde Yeni Laboratuvar Metodlan ve ELISA Testinin Degeri

F) Tiiberkiiloz menenjitlilerde BOS'ta miko-
bakteri antijeni ve ona kargt gelisen antikordan baska
(2,36,75,76) Zhen Lu ve ark (77) tiiberkiiloz menen-
jitlilerde nitroselliiloz immunospot metoduyla anti
BCG antikorlan salgilayan hiicrelerin sayiminin ilk
haftada teghiste kullamlabilecegini gostermislerdir.
Antikorlar ise 6zellikle 2. haftadan sonra viikselmek-
tedir. Bu yiizden bu yontemin tiiberkiiloz menenjitin
crken teshisinde 6nemli oldugu vurgulanmistir.

Bu bilgilerin 15181 alunda, ELISA ile tiiberkiilo-
za spesifik antikor arama nispeten ucuz olmasi ve
pahali ara¢ gere¢ ve donanima ihtiyag gostermemesi
nedeniyle tilkemiz sartlarinda rutin uygulanabilecek
bir yontemdir.
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