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Tiberkiilozun Serolojik Tanisinda Antijen 60'a Karsi
Antikorlarin Tam Degeri ve Calismaya Alinan

Popiilasyonun Onemi

Abdiilkadir Erbagc1], Volkan Diindar2, Fuat CetinkayaZ, Nurten Kazgoll, Ahmet Refik Ereml

Ozet: Aktif posiprimer (erigkin) 60, ekstrapulmoner 6, cocukluk caf 20, inakiif akciger iitherkilloglu 12 hasia serumu ve 73
titherkilloz-negalif kontral serumunda, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) yintemi ile saflagtirelmig bir antifen olan aniijen 60'a
kars: IgG antikor diizeyleri saptanmg ve fitkemiz sartlarinda bu lestin tans degeri incelenmigtir, Akiif postprimer akcifer tiberkiilozunda
ELISA ile antijen 60'a karst IgG antikor saplanmassmn duyarbilyn %o 83, Szpilliliid % 91 ve pozitif predikfif degeri % 86 bulunmugtur.
Yalane: pozitif sonuglanin % 63'd titherkitloz digy akeifer hastalarinda saptanmgtir. Test genellikle tiberkitloz hastalarmn titberkitloz dig
akeifer hastalarnndan aywrmak amaciyla kullamdacag icin, bu sonuglara giive titherkiiloz lavusinda, ELISA ile IgG dilzeyi saptanmasnin,
balgamin direki muayenesinden isiiln olmadifs, ancak klinik olarak giiphelenilen olgularda titberkitloz lamsima yardimer olabilecegi sonueuna
varilnmgtir. Balgamun direkt muayenesinin dayarliiigimen ok diigitk oldugu gocukluk ¢ags titberkillozlu olgularda antijen 60 ELISA IgG festinin

de duyarlhiinin ¢ok dilgitk (% 10} oldugu saplanmistir.
Anahtar Sézciikler: Tiberkitloz fanesi, antijen 60, ELISA.

Summary: Dingnostic value af antibodies to anligen 60 and the impertance of the chovsen population in serologic diagnosis of
tuberculosis. IgG antibodies to purified antigen 60 have been detected with ELISA in the sera of 60 adult postprimary active tuberculosis, 20
childhood tuberculosis, 12 inactive pulmonary tuberculosis and 73 tuberculosis-negative controls. The sensitivity of IgG antibody detection
with ELISA in active pastprimary pulmanary tuberculosis were found 83% , specificity 91%, and positive predictivity 86%. About 63% of
false positive results were observed in patients who have pulmonary diseases other than tuberculosis. Depending on our results we condude
that, the detection of IgG levels by ELISA is definitely not superior lo sputum examination since the aim of the test is to differentiate the
tuberculosis from nontuberculosis conditions. Only it may be helpful in the diagnosis of tubsrculosis in the clinically suspected cases. It was
also observed that the sensitivity of antigen 60 ELISA IgG test is very low {10%) in case of childhood tuberculesis where direct sputum

examination sensitivily is alsa very low.
Key Words: Diagnosis of mbercilosis, antigen 60, FLISA,

Giris

Tberkilloz, 8zellikle gelismekte olan tilkeler igin Snemli
bir halk saglift sorunudur. Diinyadaki biitiin tiiberkillozlu
hastalarin % 95' bu iilkelerde bulunmakta ve tiberkilloz ne-
deniyle éliimlerin % 99'u da yine bu itkelerde gerceklesmek-
tedir {1). (Nkemizde uiberkiiloz prevalansinm % 0.35 olduguy,
her yil en az 30-40 bin yeni hasta ortaya cikabilecegi, oliim
nedenleri siralamasinda titberkiilozun 18, sirada yer aldift
bildirilmektedir (2). Tiberkiilozla milcadclede en dnemli ko-
nu, ucuz, tekrarlanabilir ve kolay uvgulanabilir tam metodla-
n ile prevalansin yitksek oldufu toplumlarda, yeni vakglan
erken donemde belirlemek ve toplum igin bulasma kaynag
olusturan hastalart saptayabilmektir, Buna gére tiberkiilozun
tamusindr kabul edilen ve kullamlan temel tsm metodu direkt
balgam yaymasinda basilin g8sterilmesidir (3). Bu nedenle
yeni bir tani yonteminin kullanilahilirlifi, balgam yaymasi
ile kiyaslanmahdir (4). Balgam yaymasi, dencyimli kisilerce
tckrarlanarak uygulandifinda 6zgilligt % 99.8, duyarlihgs %
57-79 bulunmaktadir (5-7). Ancak primer ve ekstrapulmoner
titberkilloz. olgularmnda bu yéntem kullanilamaz (8). Ozgtlli-
gl balgam yaymas: ile kiyaslanabilecek diizeyde, duyarhilift
yaymadan daha yitksek, aktif tiiberkitlozun erken tamsinda
kullanilabilecek, serolajik bir test, ¢cok yarurh olabilecektir.

ELISA; kolay, veuz, tekrarlanabilir bir ytintem olarak ti-
berkiilozun serolojik tamsinda dikkat ¢ecken Gzelliklere sa-
hiptir. Cesitli antijenlerin kullamlmasiyla yapilan on ¢als-

(1) Heybeliada Sanatoryumu, Gogiis Hastaliklan ve Goglis Cerrahi
Merkezi, Heybeliada-Istombul.

(2) Haydarpaga Numune Hastanesi, Klinik Mikrobiyolaoji ve
Infeksiyon Hastaliklan Servisi, Haydamaga-Isumnbul,

melar akif akcifer tiiberkiilozunun serolojik tamisinda ELISA
ile cesaret verici sonuglar ortaya koymugtur (3,9-13). Ancak
yapilan cahgmalar az sayida nepatif kontrol olgusu igerdifi
igin varilan sonuclarin gilven aralifi {(confidence interval)
taimin edici degildir (8,14). Negatif kontrol grubunda, galig-
manm yapildigi popitlasyonu temsil edecck oranda saglikh
PPD-pozitif kisinin ve ttiberkiiloz dipi akeier hastasimmn bu-
lundufu daha dikkatli ¢aligmalar ise tatmin edici dzgiillik de-
gerleri vermekien uzaktir (3,8).

Bu galigmada, hasta ve kontrel gruplarmda antijen 60'a
karsi olusan IgG antikorlanmin ELISA ile saptanmasimn ak-
1if akcifer titberklllozunda tami deferi, PPD-pozitif saghkl:
ve tiberkilloz disi akcifer hastasi kisilerin sonuglara etkisi
incelenmeye galisilimgtir,

Yintemler

Hasta ve Kontrol Gruplart

Grup 1. Heybelinda Sanatoryomu Gogfis Hastaliklar: ve
Gojils Cerrahi Merkezi'nde yatan direkt balgam yaymasi ve
kiiltiir-pozitif, aktif postprimer (erigkin) akeifier tiiberkillozlu
60 hasta.

Grup 2. Ikisi menenjit, dérdi firogenitl tiiberkilloz ol-
mak fizere ekstrapulmoner tiiberkillozlu 6 hasta {tam beyin-
omurilik sivis1 ve idrar kihilril, ya da genital biyopsi ile
konmustur).

Grup 3. Beykoz Cocuk Hastanesi'nde yatan, tams: radyo-
Iojik ve klinik olarak konan titberkiliozlu 20 gocuk hasta.

Grup 4. Iki yil ve daha uzun silre 8nce tedavisi sonlan-
mig, takip sirasmda nitks gorilmemis inaktif akcifer tiber-
kotuzlu 12 eski hasta.

Grup 5. Kartal Devlet Hastanesi'nde yatan radyolojik ve
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Sekil 1. Hasta ve Kentrol olgufarimin antikor diizeylerinin ELISA
Unttesi olarak dagthinm _

(

Tablo 1. Hasta ve Kontrol Gruplarmmn IgG Antikor \
Ortalama + Standard Sapma Degerleri (EU)

Gruplar* Say1 IgGEU
Orralama £ SD**

1. Aktif postprimer 60 2308 + 1500
2. Ekstrapulmoner 6 341 + 260
3. Cocukluk 20 286 + 452
4. Tnakeif 12 364 + 283
5. Tiberkitloz dig:

PPD-pozitif 11 482 * 359

PPD-negatif 8 170 + 103
6. Saglam

PPD-pozitif 27 165 £ 176
7. Saglam .

PPD-negatif 17 87 + 47
8. Yenidogan 10 70 £ 24

* Gruplar Y6ntemler baliimiinde tamimlanmugtir,

&** SD: Standard sapma ’ /

bakteriyolojik olarak tiiberkiiloz olmayan 14 ve skeifer mi-
ligniteli 5, toplam 19 ttiberkoloz dis1 akcifer hastas: (sekiz
hasta PPD-negatif, 11 hasta PPD-pozitif).

Grup 6. Kartal Ana ve Cocuk Saglifi Merkezi'nde ve
Haoydarpaga Numune Hastanesi'nde galigan saglhkli, PPD-
pozitif 17 kisi.

Grup 7. Kartal Ana ve Cocuk Snghg1 Merkezi'nde ve
Haydarpass Numune Hastanesimde ¢alhigan saglikli, PPD-
negatif 17 kigi.

Grup 8. Kartal Devlet Hastanesi Kadm-Dogum Klinigi'nde
dofum yapan, saghkl, titberkiiloz hikayesi bulunmayan 10
annenin yeni dogan bebekleri (korden karm).

‘Hasta ve kontrol grubu olgularmdan ahnan kanlann se-
rumlart ayrilmis ve lestin yupﬂdlgl gilne kadar -20°C'de sak-
lanmigtir.

ELISA Testi

Bu ¢alismada Mycobacterium bovis (BCG) sitoplazmasin-
dan saflagtinlmug olan antijen 60'in kullamildign ANDELISA
TUBERCULOSIS IgG {Anda Biologicals, Strashourg) diya-
gnostik kiti kullamilmistir. Test, kitin kullamm lalavuzuna
uyularak gergeklestirilmis, hasta ve kontrol serumlani 200
kez sulandmlmistir, 450 nm dalga boyunda okunan optik
dansite degerleri kalibrasyon efrisi yardim ile ELISA iinite-
sine (EU) gevrilerek (15,16) ve sulandirma fakesril (X 200)
ile garpilarak antikor dtizeylerl saptanmugtir.

Kesim Noktasi

Tiberkiiloz tamis1 koymak igin gercken minimum antikor
diizeyi "kesim noktas1" (cut-off} olarak adlandiriimisur. Ke-
sim noktast, kontrol grubu ortalamasi +2. standard sapma
geklinde hesaplanmaktadir. Bu gahgmada iki kesim noktas:
kullanilmistir. Kesim mnoktasi-1 hesaplanmasinda kontrol
grubu olarak Grup 5'te bulunan sekiz PPD-negatif tiiberkiiloz
dis1 akcifer hastas: ve Grup 7, 8'de bulunan sahklh kisiler
ahimmigtir. Kesim noktasi-2 hesaplanmasinda ise kontrol
grubu olarak Grup 5, 6, 7 ve 8'de bulungn PPD-negatif ve
pozitif biletin kigiler alimmstir (3,17,18).

Antijen 60 ELISA Testinin Tant Degeri

Testin tam degeri; duyarhlik, 6zgiillilk, negatif ve pozitif
prediktif defier tzellikleri ile degerlendirilmistir (3,14, 19).
Istatistiksel analizler, ortalamalar arasi farkin dnem testi (t
testi) ile yapilmigtir (20). ’

Sonuclar

Calismamiza alnan aktif postprimer (erigkin) tiberkiiloz-
Iu 60, ektrapulmoner titherkillozlu 6, ¢ocukluk tilberkiilozlu
20, inaktif akciger titberkiilozlu 12 hasta ve dért farki: kont-
ol grubundaki 73 kisiden toplanan, toplam 171 serum &rne-
ginde antijen 60'a kargt olusan antikor dilzeyleri ELISA #ini-
tesi (EU) olarsk Saptanmstir, Elde edilen IgG dizeyleri daga-
um EU olarak Sekil 1'de gosterilmistir. Hasta ve kontrol
gruplanmn IgC dizeyleri daitlimi EU olarsk Sekil 1'de géis-
terilmistir. Hasta ve kontrol gruplanmin IgG ortalama
standard sapma degerleri (E0) Tablo 1'de gtsterilmistir,

Tuherkilloz dist PPD-pozitif skcifer hastalarnmin IgG EU
ortalamas: 4824359, PPD-negatiflerinin 170+£103 bulunmusg-
tur, aradaki fark 6nemlidir (p<0.05). PPD-pozitf saglikli ki-
gilerin IgG EU ortalamasi 1654176, PPD-negatif saglikl ki-
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//Tablo 2. Farkh Kontrol Gruplarma Gire Saptanan
Kesim Noktalan (EU)

Kesim noktasi-1 Kesim noktasi-2

Ortelama + 2 SD* 241 622
Ortalama + 2.5 8D 276 732
Ortalama + 3 8D 311 842

* 5D: Stndard sapma

N

tur, aradaki fark dnemlidir (p<0.05). PPD-pozitif sahkh ki-
silerin 1eG EU ortalamas: 165£176, PPD-negatif saglikh k-
silerin 87447 bulunmustur, aradaki fark énemlidir (p<0.05).
Tuberkitloz disi PPD-pozitif akciger hastalaninm IgG EU or-
talamast, PPD-pozitif saghkl kisilerden, tiiberkilloz disi
PPD-negatif akciger hastalarmn TgC EU ortalamasi, PPD-
negatif sahkl kigilerden yiksek bulunmustur (p<0.05).

Kontrol gruplarnda antikor dizeylerinin PPD pozitifligi-
ne gére énemti olgiide farkli olmas nedeniyle testin pozilif-
liini soptamak igin iki kesim noktas: olugturulmugtur. Buna
gore Kesim noktasi-1 241 EU, Kesim noktas:-2 622 EU ola-
rak bulunmugtur, Ayrica testin zgillitnil daha da srtirmak
amaciyla Kesim noktasi-1 ve 2, kendi ortalamalan -+2.5,
standard sapma ve kendi ortalamalart +3. standard sapma ola-
rak hesaplanmistir (Tablo 2) (17).

Saptanan kesim moktalartna gére serumda antijen 60°a
karsi antikor aragtmlmasimen taru glicli (duyarhihk, Szgullik,
pozitif ve negatif prediktif deger) Tabla 3'te gosterilmistir.
Buna giire Kesim noktasi-2 en yiiksek &zgtlligl saglams (%
91-95) ve ortalama +3.SD Kesim noktasi-2 olarak kullamld:-
ginda 6zgtillik sneak % 95'e gikmugtir (Tablo 3).

Tiiberktiloz tanisinda sorun olugturan gruplar ayn ayr in-
celendifinde; cocukluk gafis akcifer tiberkilloziu hastalarda
Kesim noktasi-1'de % 20, Kesim noktasi-2'de % 10 duyarh-
ik bulunmustur (Sekil 1). Bu gruba uygun negatif kontrol
grubu olmadifr igin gocukluk gafir tiberkiilozunda lestin &z-
gili incelenmemistir. Inskuf akcifer tiberkiilozlu 12 ol-
guda Kesim noktasi-1 icin % 58, Kesim noktas:-2 igin ise Fa
17 yalana pozitif sonug bulunmugtur (Szgilllik % 42-83).
PPD-pozitif 27 safhkh erigkinden Kesim nektasi-l icin fig
olgn, Kesim noktasi-2 igin bir olgu (8zgiillitk % 89-36) po-
zitif bulunmustur. PPD-negatif salikh yetigkin ve yenido-
ganlarda pozitif test sonucu bulunmamgtir (Sekil 1).

_/

irdeleme

Rir testin tami deferi; duyarlihk, 8zgillk, pozitif ve ne-
gatif predikif defieri incelenerck alctiliir (3,8,14,19). Hasta
ve saglikli clgulann testie elde edilen ortalama degerlerinin
srasmdaki Farkin istatistiksel dnem kontrolih (Student t tes-
ti), testin tary degerini gdstermez (3,8). Aktf tiiberkitloz in-
feksiyonunun serolojik tamsmda antikorlanm ELISA ytnte-
miyle saptanmast ilk galismalarda yiiksck derecede duyarli ve
.zgtil bulunmustur (6,9-13). Ancak daha sonra yapilan dik-
katli cahismalar, PPD-poziuf saghkh kigilerde, tiiberkilloz
dis1 akciper hastalurnda, inakif akcifer titberkiilozu hastala-
rmda yiksek diizeyde amtikor bulunabilecefini, bu olgular
nedeniyle testin dzgifliifliniin ve buna bagl olarak pozitif
prediktif degerinin digebilecefini gdstermistir (3,18,21-24).
Test sonucu titherkilloz tanis1 konan bir hastada daha sonraki
tan1 girigimlerinden vazgegilip, liizumsuz bir tedaviye girigi-

/’

Tablo 3. Aktif Postprimer Akeiger Tiiberkillozunda w
Farkl: Kesim Noktalarma Gire IgG ELISA Testinin
Tam Giicik

Duy* Oz  PozPrDe NegPrDe

Kesim noktasi-1

Ort +2 5D 90 78 74 92
Ort + 2.5 8D 87 81 76 90
Ort +3 SD 87 82 78 90
Kesim noktas:-2

Ort+2 8D 83 91 86 89
Ort + 2.5 8D 82 91 . 88 88
Ort+3 8D 82 85 92 88

* Duy: Duyarhhk, Oz Ozgiilliik, PozPrDe: Pozif prediktif
deger, NegPrDe: Negatif prediktifl deger. /

lecefi pbz onfine almirsa, yalanc: pozitif test sonucu klinis.
yenin bagka tam metodlarim kullanmasim engelleyebilir ve
altta yatan, yesami tehdit edebilecek ciddi hastehklarin goz-
den kagmasma neden olabilir. Ayrica bu gekilde yalaner po-
zitif test sonucu ile kargilagan klinisyenler bu tam yGntemi-
ni kullanmaktan kisa siirede vazgececeklerdir. Bu nedenle
testin pozitif prediktif degerinin % 100'e yalkun olmasi ge-
rekmektedir (3,17). Testin pozitif prediktif degeri hem testin
szglilliginden hem de gahgilan toplumdaki aktil toberkilloz
prevalansindan etkilenir (3,4,8). Testin dzgiillijtntin % 99
oldugu kabul edilse, pozitif prediktif degerin % 95'in tizerin-
de olahilmesi igin, hastahik prevalansmin galigilan popiilas-
yonda % 15-40 arasinds olmas: gerekmektedir (3,4,8). Bu
nedenle genel tiberkiloz prevalansimn % 0.3-1 tahmin edil- -
digi toplumlarda bdyle bir testin pozitif predikiif degeri %
15'e kadar diigebilecektir, Bu sartlarda test genel tarama testi
olarak kullanilamaz (3,8). Ancak tiiberkilloz prevalansimn
yiiksek oldupn bu gibi toplumlarda klinik ve radyolojik ola-
rak tiiberkiiloz diigiinilen hastalarm % 40-60 kadarinda akeif
tiiberkilloz infeksiyonu saptanmaktadir (7,21). Bu nedenle
szgilllafn yiksek bir ELISA testi ile klinik ve radyolojik
olarak #nceden se¢ilmis gruplarda ¢alismak anlamh olabilir
(3).
ALtif titherkilloz infeksiyonunun tam1 deferini inceleyen
cahgmalarde hasta olmadan yiiksek diizeyde antikor tagiyan
saffikl: kigilerin verlifis, testin Gzgilltfiin etkileyecektir
{18,21,23,24), Bu nedenle, ¢aliymaya toplumdakine benzer
oranda antikor diizeyi yUksek beklenen saflikl kigi alinma-
Lidir (4,18). Bu caligmada PPD-pozitif titberkiiloz dig1 akeiger
hastalar1 ve saglikls kontrel olgularmin ortalama IgG dizey-
leri, PPD-negatiflerden anlaml: élgtide yitksek bulunmugtur
(p<0.05). Benjamin ve Daniel (21) ile Kardjito ve arkadaslan
(25) da benzer olarak PPD-pozitif salikli kigilerde PPD-
negatif saglikli kigilerden anlaml olelide daha yliksek IgG
dilzeyleri bildirmektedirler. Bu nedenle calismamizda testin
pozitifligi iki farkh kesim nokiasi (cut-off) ile incelenmig-
tir. Yalmzea PPD-negatif kontrel grubu ile hesaplanan Kesim
noktosi-1 241 EU, PPD-negatif ve pozitif kontrol grubu ile
hesaplanan Kesim noktasi-2 622 EU olarak bulunmustur
(Tablo 2). Aktf tiiberkiiloz ve kontrol olgular1 Kesim nokta-
si-1'e gore degierlendirildifinde testin dzgillligd % 78, Kesim
nokiasi-2'ye gére ise % 91 bulunmustur, Testin duyarlilifs
ise Kesim noktasi-1'e géire % 90 iken, Kesim noktasi-2'ye
gtire % 83'c digmilgtir. Bu ¢aliymada 6zgillogl daha da artir-
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mak i¢in (17) Kesim noktas:1-2'yi ortalama +3,8D olarak sap-
tadigimizda Kesim nokiasi-2 842 EUl'ne yfikselmistir (Tablo
2). Bu kesim noktasma gére Szgiiflik % 95's gikmig ve du-
yarhihik % 82 olarak bulunmugtur (Tablo 3). Ulkemizde ben-
zer hasta ve kontrol gruplanyla yapilan bir ¢aliymada, kont-
1ol grubu ortalamasi +3.SD ile saptanan % 100 &zglllitk, du-
yarliliktaki asint dilsme (% 46) pahasma saglanmisur (26).
Bu veriler géz 6niine alindifiinda aktif tiiberkilloz infeksiyo-
nunun serolojik tamismda antikorlann ELISA ydntemiyle
saptanmasimn, dzglilligt % 99.8, duyarhlhifi % 57-79 olarak
bildirilen direkt balgam yaymasmna tstiin olmadifi, ancak ta-
miya destek verebilecefi sonucuna vanlmstr (3,5-7).
Cocukluk cag titberkitlozluiarda balgamin direkt yaymas:
diigitk duyarhhg: nedeniyle yetersizdir (3,17,27). Bu calisma-
da cocukluk caf1 tiiberkiilozlu 20 cocuktan ancak ikisinde
Kesim nokias1-2'ye giire pozitif sonug clde edilmigtir (duyar-
hlik % 10) (Sekil 1). Bu grubun 8zelliklerine sahip tiberkil-
loz olmayan gocuk kontrel grubunun ¢aliymada bulunmamas:
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nedeniyle, cocukluk gafr tiberkillozu igin ayr1 bir kesim
noktast hesaplanamamis, ayrica testin zgilliifii de 8lgiile-
memigtir. Saptanan % 10 duyarhlik, erigkin Hiberkfilozlular
igin saptanan kesim noktalarimn bu olgular i¢in kullamla-
mayacaim gdstermistir,

Calismamizda titherkiiloz disy akcifer hastalanmm, testin
yalanc pozitifliklerinin ¢ofunlugundan sorumlu oldufu orta-
ya gikmaktadir. Klinik uwygulamada ELISA IgG antikor testi
dzellikle tliberkfilozu bu hastalardan ayrmakta kullanilacag
igin uygulamada testin §zgiilldgll ve pozitif prediktif degeri-
nin ¢ahgmamizda elde emgl.rmz degerlerden daha diigiik olma-
s1 beklenmelidir.

Sonug olarak ELISA yontemi ile IgG antikorlariun sap-
tanmasi, kullamm kolayliklanne ragmen, tlkemiz gartlarnda,
aktif akcifer tiberkillozu infeksiyonu igin tarama testi olarak
kesinlikle kullamilamaz. Rutin klinik uygulamada, balgamin
dirckt yaymasindan daha iistiin degildir. Ancok siiphelenilen
olguiarda pozitif ELISA TgG testi tamiva destek verebilir,
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