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ÖÖZZEETT
EELLIISSAA  tteekknniiððii  ggüüvveenniilliirr,,  bbaassiitt  vvee  tteekkrraarrllaannaabbiilliirr  ttaannýý  yyöönntteemmii  oollaarraakk  sseerroolloojjiiddee  yyeerriinnii  aallmmýýþþttýýrr..  BBuu  tteekknniiððiinn  ttüü--
bbeerrkküülloozzuunn  sseerroolloojjiikk  ttaannýýssýýnnddaa  nnee  oorraannddaa  eettkkiillii  oollaabbiilleecceeððiinnii  kkeennddii  llaabboorraattuuvvaarr  kkooþþuullllaarrýýmmýýzzddaa  hhaazzýýrrllaaddýýððýýmmýýzz
kkiittlleerr  iillee  33  aayyrrýý  aannttiijjeenn  ((BBCCGG,,PPPPDD,,  SSoonniikkaatt))  kkuullllaannaarraakk  ssaappttaammaayyaa  ççaallýýþþttýýkk..  

ÇÇaallýýþþmmaaddaa  ddeenneeyy  ggrruubbuu  oollaarraakk  aakkcciiððeerr  ttüübbeerrkküülloozzuu  ttaannýýssýý  kkoonnmmuuþþ  6688  hhaassttaaddaann  eellddee  eeddiilleenn  sseerruumm  öörrnneekklleerrii
kkuullllaannýýllddýý..  KKoonnttrrooll  oollaarraakk  2200’’ssii  ggöönnüüllllüülleerrddeenn  1100’’uu  kkoorrddoonn  kkaannýýnnddaann  oollmmaakk  üüzzeerree  PPPPDD((++))  vvee  PPPPDD((--))  22  ggrruupp  ddee--
nneeyyee  aallýýnnmmýýþþttýýrr..

HHaassttaa  vvee  kkoonnttrrooll  ggrruuppllaarrýýnnýýnn  IIggGG  ddüüzzeeyylleerriinniinn  oorrttaallaammaa  aabbssoorrbbaannss  ddeeððeerrlleerrii  aarraassýýnnddaa  aannllaammllýý  ffaarrkk  tteessppiitt  eeddiill--
ddii..  EELLIISSAA  tteessttlleerriimmiizziinn  oorrttaallaammaa  dduuyyaarrllýýllýýððýý  %%6655,,  öözzggüüllllüüððüü  iissee  %%9955  oollaarraakk  ssaappttaannddýý..  HHeerr  üüçç  aannttiijjeennllee  ddee  ooll--
gguullaarr  aarraassýýnnddaa,,  aannttiikkoorr  yyaannýýttýý  aaççýýssýýnnddaann  kkoorreellaassyyoonn  ggöözzlleennssee  ddee  aayyýýrrýýmm  ççiizzggiissiinniinn  üüssttüünnddee  kkaallaann  oollgguullaarrddaa  kkuull--
llaannýýllaann  aannttiijjeennee  ggöörree  ffaarrkkllýýllýýkkllaarr  ggöözzlleennmmeekktteeddiirr..  OOrraannllaarr  aarraassýýnnddaakkii  ffaarrkkýýnn  iissttaattiissttiikksseell  aaççýýddaann  aannllaammllýý  ööllççüüddee
oolldduuððuu  ssaappttaannddýý  ((PP<<00..0055))..

SSoonnuuççllaarr  EELLIISSAA’’nnýýnn  dduuyyaarrllýýllýýððýý,,  öözzggüüllllüüððüü,,  bbaassiittlliiððii  vvee  hhýýzzýý  nneeddeennii  iillee  ttüübbeerrkküülloozzuunn  ttaannýýssýýnnddaa  yyaarrddýýmmccýý  oollaa--
rraakk  kkuullllaannýýllaabbiilleecceeððiinnii,,  aayyrrýýccaa  kkuullllaannddýýððýýmmýýzz  üüçç  aannttiijjeenniinn  oorrttaakk  ddoommiinnaanntt  eeppiittooppllaarr  iiççeerrddiiððiinnii  ddüüþþüünnddüürrmmeekkttee--
ddiirr..  ÇÇaallýýþþmmaaddaa  kkuullllaannddýýððýýmmýýzz  ttüübbeerrkküülloozz  aannttiijjeennlleerriinniinn  oorrttaakk  yyaappýýssýýnnýýnn  aaççýýkkllaammaassýý  iissee  iilleerrii  ççaallýýþþmmaallaarrýý  ggeerreekkttiirr--
mmeekktteeddiirr..

Toraks Dergisi, 2000;1:35-40

AAnnaahhttaarr  ssöözzccüükklleerr::  TTüübbeerrkküülloozz,,  eennzzyymmee--lliinnkkeedd--iimmmmuunnoossoorrbbeenntt  aassssaayy  ((EELLIISSAA)),,  hhuummoorraall  yyaannýýtt,,  ssooddyyuumm  ddooddee--
ssiill  ssüüllffaatt  ppoolliiaakkrriillaammiidd  jjeell  eelleekkttrrooffoorreezz  ((SSDDSS--PPAAGGEE))

AABBSSTTRRAACCTT
TThhee  IInnvveessttiiggaattiioonn  ooff  IIggGG  RReessppoonnssee  bbyy  EEnnzzyymmee--LLiinnkkeedd--IImmmmuunnoossoorrbbeenntt  AAssssaayy
((EELLIISSAA))  KKiittss  PPrreeppaarreedd  iinn  OOuurr  LLaabboorraattoorryy  iinn  tthhee  PPaattiieennttss  wwiitthh  TTuubbeerrccuulloossiiss
EELLIISSAA  hhaass  bbeeccoommee  aann  iimmppoorrttaanntt  tteecchhnniiqquuee  iinn  sseerroollooggyy  ssiinnccee  iittss  ssiimmppllee,,  rreelliiaabbllee  aanndd  rreepprroodduucciibbllee  mmeetthhoodd..  WWee
ttrriieedd  ttoo  ddeetteecctt  tthhee  eeffffiicciieennccyy  ooff  EELLIISSAA  iinn  tthhee  ddiiaaggnnoossiiss  ooff  ttuubbeerrccuulloossiiss  aanndd  aapppplliieedd  tthhee  kkiittss  wwhhiicchh  wweerree  pprreeppaa--
rreedd  iinn  oouurr  llaabboorraattoorryy  bbyy  uussiinngg  33  ddiiffffeerreenntt  ttuubbeerrccuulloossiiss  aannttiiggeennss  ((BBCCGG,,  PPPPDD,,  SSoonniiccaattee))..

WWee  uusseedd  tthhee  sseerraa  ooff  6688  ppuullmmoonneerr  ttuubbeerrccuulloossiiss  ppaattiieennttss..  WWee  hhaadd  ttwwoo  ccoonnttrrooll  ggrroouupp  aass  PPPPDD((++))  aanndd  PPPPDD  ((--))
wwiitthh  2200  vvoolluunntteeeerr  ppaarrttiicciippaannttss  aanndd  1100  ccoorrdd  bblloooodd  sseerraa..

TThheerree  wwaass  ssiiggnniiffiiccaanntt  ddiiffffeerreennccee  bbeettwweeeenn  mmeeaann  aabbssoorrbbaannccee  vvaalluueess  ooff  IIggGG  lleevveellss  ooff  tthhee  ppaattiieenntt  aanndd  ccoonnttrrooll
ggrroouuppss..  TThhee  ccoorrrreellaattiioonn  bbeettwweeeenn  ccaasseess  wwaass  sseeeenn,,  bbuutt  tthhee  nnuummbbeerr  ooff  ccaassee  aabboovvee  ccuutt--ooffff  lleevveellss  vvaarriieedd  wwiitthh  ddiiff--
ffeerreenntt  kkiinnddss  ooff  aannttiiggeennss..  TThhee  aavveerraaggee  sseennssiittiivviittyy  ooff  tthhee  tteessttss  wweerree  ffoouunndd  bbeettwweeeenn  6655%%,,  tthhee  ssppeecciiffiivviittyy  aass  9955%%..
TThhee  ddiiffffeerreennccee  bbeettwweeeenn  tthheessee  rraatteess  wweerree  ssttaattiissttiiccaallllyy  ssiiggnniiffiiccaanntt  ((PP<<00..0055))

OOuurr  rreessuullttss  iinnddiiccaattee  EELLIISSAA  ccaann  bbee  uusseedd  iinn  ddiiaaggnnoossiiss  ooff  ttuubbeerrccuulloossiiss  aass  aa  ssuupppplleemmeennttaarryy  ttooooll  bbeeccaauussee  ooff  iittss
sseennssiittiivviittyy,,  ssppeecciiffiicciittyy,,  ssiimmpplliicciittyy  aanndd  rraappiiddiittyy  aanndd  tthhaatt  aallll  tthhrreeee  aannttiiggeennss  sshhaarree  ddoommiinnaanntt  eeppiittooppeess  wwhhiicchh  nneeeedd
ffuurrtthheerr  iinnvveessttiiggaattiioonn  aanndd  eevvaalluuaattiioonn..

KKeeyy  wwoorrddss::  TTuubbeerrccuulloossiiss,,  eennzzyymmee--lliinnkkeedd--iimmmmuunnoossoorrbbeenntt  aassssaayy  ((EELLIISSAA)),,  hhuummoorraall  rreessppoonnssee,,  ssooddiiuumm  ddooddeeccyyll
ssuullffaattee  ppoollyyaaccrryyllaammiiddee  ggeell  eelleeccttrroopphhoorreessiiss  ((SSDDSS--PPAAGGEE))
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GÝRÝÞ

Tüberkülozun (TB) tanýsýnda, doðrudan yapýlan mikroskop-
la inceleme az sayýda basil içeren muayene maddelerinde
olumsuz sonuç vermekte, kültür iþlemi de uzun zaman al-
makta ve her zaman olumlu sonuç vermemektedir. Bunun
dýþýnda, tüberkülozla ilgili moleküler tekniklerin pek çoðu
ülkemizde düzenli bir þekilde uygulamaya girebilecek ko-
laylýkta olmayýp bir kýsmý oldukça pahalý ve karmaþýk tek-
nik gerektirmektedir. Bu nedenle, bütün olumsuzluklara
raðmen bu hastalýðýn tanýsýnda da serolojiye gereksinim ol-
duðu düþüncesi ile öteden beri bu yönde araþtýrmalara yön
verilmiþtir [1-4].

TB’de serolojik yöntemlerin kullanýlmasýný kýsýtlayan en
önemli etken bu testlerin özgüllüklerinin düþük olmasýn-
dandýr. Bunun en önemli nedeninin de çevrede yaygýn mi-
kobakterilerin çapraz reaksiyon vermesi olduðu bildiril-
mektedir [3,4]. TB serolojisi ile ilgili anlamlý ilerlemeler
1980’li yýllarda kaydedilmiþtir [4-6]. Son 15 yýlda deðiþik
antijenler, özellikle enzyme-linked-immunosorbent assay
(ELISA) yöntemi kullanýlarak denenmiþtir. Genellikle tes-
tin tüberkülozda duyarlýlýðý %60’ýn, özgüllüðü %90’ýn üze-
rinde bildirilmektedir [3-8]. Ülkemizde çok sayýdaki tüber-
külozlu hastaya karþýlýk, TB’de baðýþýk yanýt ile ilgili yapý-
lan deneysel çalýþmalar çok sayýda görülmemekte, ancak
TB serolojisi ile ilgili yapýlan pek çok çalýþma bulunmakta-
dýr [7-13]. Çalýþmamýzda, farklý dönemlerde TB’li olgular-
da, 3 ayrý antijenle kendi laboratuvar koþullarýmýzda hazýr-
ladýðýmýz ELISA ile spesifik IgG aramayý ve ulaþýlan deðer-
leri kontrollarýn sonuçlarý ile karþýlaþtýrýlmýþtýr. Bakteriyo-
lojik yöntemlerle karþýlaþtýrýldýðýnda ELISA’nýn daha kolay
ve çabuk olduðu bilinmektedir. Bu nedenle çalýþmamýzda
ELISA’nýn tüberkülozun tanýsýna ne oranda katkýsý olduðu-
nun araþtýrýlmasý amaçlanmýþtýr.

Mikrobiyolojide immunoblot yöntemleri ile gözlenen
antikor profilleri birçok hastalýðýn tanýsýný koymada ve epi-
demiyolojik araþtýrmalarda kullanýlmaktadýr.Proteinleri nit-
rosellüloz membrana transfer etmeden önce poliakrilamid
jelde yürütmek ve ayýrmak, bundan sonra transfer etmek
uygun bir yöntemdir [14,15]. Çalýþmamýzda bu nedenle kul-
landýðýmýz ham antijenlerin protein bantlarýný incelenmiþ
karýþým halinde bulunan proteinlerin birbirinden ayrýlabil-
mesi için SDS-PAGE yöntemi kullanýlmýþtýr. Böylece kul-
landýðýmýz 3 antijenin birbirine benzerliðini göstermek
amaçlanmýþtýr.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hasta ve kontrol serumlarý
Bu çalýþmamýz, Mayýs 1998-Ocak 1999 tarihleri arasýnda
yapýlmýþtýr. Hastalarýmýz yeni taný almýþ, 3 aylýk, kronik, es-

ki hasta grubu olmak üzere olmak üzere seçilmiþ ve araþtýr-
mamýz toplam 68 hasta ve 30 kiþilik kontrol grubu üzerinde
gerçekleþtirilmiþtir. Olgularýmýzýn 26’sý kadýn (%38) 42 ‘si
(%62) erkek olup yaþlarý 18-68 arasýnda (ortalama 54) dýr.
Çalýþmada kullandýðýmýz kan örneklerimiz, Dokuz Eylül
Üniversitesi (DEÜ) Göðüs Hastalýklarý Kliniði ve Mikrobi-
yoloji Laboratuvarý tarafýndan kesin akciðer tüberkülozu ta-
nýsý konmuþ kiþiler ile baþta Kahramanlar Dispanseri olmak
üzere Bornova, Konak ve Balçova Dispanserlerinde takip
edilen olgulardan ve saðlýklý kiþilerden 10’ar ml düz tüple-
re alýnmýþtýr. Kontrol grubu 15 PPD pozitif, 15 PPD negatif
olgulardan oluþturulmuþtur. Ýzmir Konak Doðumevinde
normal doðum yapan kadýnlarýn doðum sýrasýnda kordon
kanlarýndan elde edilen 10 olgunun serumlarý PPD negatif
grup içinde kullanýlmýþtýr.

Antijen Hazýrlanýþý
ELISA plaklarý BCG (aþý flakonu), PPD (deri testi flakonu),
standart kültür bakterisi sonikat antijeni (M.tuberculo-
sis’nin H37Rv -ATCC 27294 suþundan sonifikatör(Vibra
cell TM) ile elde edilen antijen) olmak üzere 3 çeþit antijen-
le kaplanmýþtýr. Farklý antijenlerle kaplý plaklar eþ zamanlý
çalýþýlmýþtýr.

Antijenlerden BCG doðrudan buna karþýlýk kültür bakte-
risi antijenini sonifikiye, PPD’i ise liyofilize edildikten son-
ra kullanýlmýþtýr. Protein deðerleri Folin-Lowry yöntemi il-
le saptanmýþtýr [16-19]. Sonikat antijen ve BCG ölçülebilir
deðerlerin üstünde ve PPD de istenilen deðerin altýnda bu-
lunduðu için dilüsyon ve konsantrasyon (PPD için liyofili-
zasyon- Snijders 2040) iþlemlerinden sonra tekrar protein
deðerlerine bakýldý. 

SDS-PAGE
Ýlk sonifikasyon iþlemlerinden sonra ve PPD için liyofili-
zasyon iþlemini gerçekleþtirmeden önce eldeki ham malze-
me ile ilk SDS-PAGE yapýldý (Resim 1). Daha sonra liyo-
filizasyon, sonifikasyon ve uygun dilüsyon ve konsantras-
yon iþlemleri tamamlanýp plak kaplanacak antijenler ile
ikinci SDS-PAGE yapýldý (Resim 2). SDS-PAGE’de kilo-
dalton (kDa) cinsinden molekül aðýrlýklarý bilinen standart-
lar kullanýldý. 78 kDa transferin, 13.7 kDa ribonükleaz A,
45kDa ovalbümin, 29kDa karbonik anhidraz, 67 kDa sýðýr
serum albumin belirleyici proteinler olarak kullanýlmýþtýr.
Bu çalýþmada, genelde kullanýlan iki farklý akrilamid kon-
santrasyonu içeren sistem kullanýlmýþ [16] ve antijenleri-
mizin protein bantlarý görüntülenmiþtir (Resim 2). Her bir
þeritte 30 µg ve tüm blokta 150 µg olacak þekilde örnekler
sulandýrýlmýþ ve boya ilavesi ile görüntü gerçekleþtirilmiþ-
tir (Resim 2).

Eri  F. N. ve ark.
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ELISA
ELISA deneyimiz için sonifiye antiyen, liyofilize PPD ve
BCG dietanolaminsodyum karbonat tamponu (DEAB) ile
(pH=9.6) 10 l/ml miktarýnda sulandýrýlmýþtýr. Optimal mik-
tarlarda sulandýrýlan antijenler polystren ELISA plaklarýna
100 l/ml daðýtýlýp 37 C° 1 saat bekletildikten sonra +4 C° 48
saat bekletilmiþtir. Bekleme süresi sonunda yýkama solüs-
yonu (0.1 M fosfat tamponlu su (PBS) pH=7.2+ %0.5 Twe-
en 20) ile 5 kez yýkanmýþtýr. Antijen kaplý plaklara PBS’de
%5 sýðýr serum albümini konup oda ýsýsýnda 1 saat bekleti-
lip tekrar 5 kez yýkanmýþtýr. Enzimli anti-immunoglobulin
olarak alkalen fosfataz iþaretli Sigma marka anti-insan IgG,
PBS+%0.5 BSA+%0.5 Tween 20 solüsyonunda 1:2000 ora-
nýnda DEAB ile sulandýrýlýp 100 l miktarýnda plaklara ko-
nulup oda ýsýsýnda 2 saat bekletilmiþtir. Tekrar 5 kez yýka-
manýn ardýndan substrat olarak %10 dietanolamin tamponu
ile 1 mg/ml miktarýnda sulandýrýlan 4-p-nitrophenyl phos-
pate 100 l/ml konulmuþtur. 37 derecede yarým saat inkübas-
yondan sonra 2N NaOH’den 50 l konularak reaksiyon dur-
durulmuþtur. Sonuçlar ELISA spektofotometresinde( SO-
RIN) 405 nm’de okutulmuþtur [8,9, 19-25].

Sonuçlarýn Deðerlendirilmesi
Ayrým deðeri (Kritik deðer-cut-off) : Kontrol grubunun or-
talama optik dansite deðeri ±2SS (standart sapma) þeklinde
hesaplandý. Bu deðerin altýndakiler negatif, üstündekiler po-
zitif olarak deðerlendirildi. Ayrýca deney sonuçlarý görsel
olarak da kontrol edildi.

Çalýþmamýzda verilerin istatistiksel deðerlendirilmesi
Ege Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Bilgisayar Mühen-
disliði Bölümünde yapýldý. Verilerin analizi için SPSS(Sta-
tistical Package for Social Science) for Windows 6.0 yazýlý-

mý kullanýldý. Ýstatistik analizlerimizde x=0.05 anlam
düzeyinde korelasyon ve sonrasýnda regresyon analizi uy-
gulandý. Gruplar arasýnda ortalama düzeyler tek yönlü var-
yans analizi ile ve sonrasýnda Scheffe testi ile yapýldý. 

BULGULAR

SDS-PAGE
ELISA mikroplaklarýnýn kaplanmasýnda kullanýlan antijen-
ler %12’lik poliakrilamid-SDS jel elektroforezinde yürütül-
dükten sonra her üç antijende hakim bantlar belirlendi. 

SDS-PAGE ile elde edilen protein bantlarý Resim 1 ve
Resim 2’de görülmektedir. Resim 1’de gözlenen SDS-PA-
GE’de üç ayrý protein standart kompleksi ikiþer kez kulla-
nýlmýþtýr. Birinci þeritte 78, 45, 13,7 kDa aðýrlýðýnda belir-
teç, daha sonra sýrasýyla 10 g protein antijen+10 µg tam-
pon+10 µg fosfat tampon ile hazýrlanmýþ PPD, sonikat,
BCG gözlenmektedir. Protein standartlarý sýrasýyla 13.7-45-
78 kDa, 29-67 kDa, 205-116-97-67-45-29 kDa bantlarý
içermektedir. (1,2,3). Protein bantlarý ile 12,13,14. bantlar
standart olarak kullanýlmýþtýr. Resim 1’de gözlenen 10, 11
bantlar PPD bantlarý olup liyofilizasyondan önce düþük
konsantrasyonda olduklarý için silik görüntü vermiþtir. So-
nikat bantlarý olan 6 ve 7. bantlar yine düþük konsantras-
yonlarda silik gözlenmektedir.

Her 3 antijenin (BCG PPD ve sonikat) de %10 poliakri-
lamid-SDS jel elektroforezinde birbirine benzer moleküler
aðýrlýkta protein bantlarý oluþturduklarý saptanmýþtýr.

Ayýrým deðeri çizgileri BCG, PPD ve sonikat antijen ile
sýrasýyla 0.852, 0.304, 0.783 optik dansite (0.D.) olarak be-
lirlenmiþtir. Hasta spesifik IgG ortalamasý 0.803 ile 0.922
O.D.arasýnda gözlenirken ayný iþlemlerin sonucunda kont-

T berk lozda IgG Yan t n n Ara t r lmas

Resim 1. Tüberküloz antijenlerinin protein bantlarý görülmektedir
Resim 2. BCG, PPD ve Sonikat antijenleri protein bantlarý görül-
mektedir.



rol grubunu IgG yanýtý 0.188- 0.377 O.D. deðerlerinde ol-
duðu görülmektedir (Tablo 1). 

BCG antijeni ile alýnan sonuçlar
Bu grup ile ilgili veriler Tablo 1,2 ve Grafik 1,2’de veril-
mektedir. Burada 68 hastanýn 20’si ile bir PPD (+) olgu ayý-
rým deðerinin üstünde sonuç vermiþtir. Bu þartlarda duyar-
lýlýk %28, özgüllük %97 olarak bulunmuþtur.

PPD antijeni ile alýnan sonuçlar
Bu grup ile ilgili veriler Tablo 1, 2 ve Grafik 1, 2’de veril-
mektedir. Burada 68 hastanýn 62’si ile bir PPD (+) olgu ayý-
rým deðerinin üstünde sonuç vermiþtir. Bu þartlarda duyar-
lýlýk %95, özgüllük %97 olarak bulunmuþtur.

Sonikat antijeni ile alýnan sonuçlar
Bu grup ile ilgili veriler Tablo 1,2 ve Grafik 1,2’de veril-
mektedir. Burada 68 hastanýn 46’sý ile iki PPD (+) kontrol
olgu ayýrým deðerinin üstünde sonuç vermiþtir. Bu þartlarda
duyarlýlýk %70, özgüllük %93 olarak bulunmuþtur.

Hasta grubu ile kontrol grubu arasýnda istatistiksel yön-
den anlamlý fark varken hasta gruplarýnýn kendi arasýnda (es-
ki hasta grubu dýþýnda) ortalama absorbans deðerleri açýsýn-
dan istatistiksel yönden anlamlý fark gözlenmemiþtir (Tablo
1). Grafik 1’de hasta ve kontrol gruplarý karþýlaþtýrýlmasý gö-
rülmektedir. Genelde her iki (PPD+ ve PPD-) kontrol grubu

arasýnda absorbans deðerlerinde fark göz-
lense de bu BCG grubu dýþýnda istatistiksel
olarak anlamlý düzeyde deðildir. Ancak en
yüksek absorbans deðer sapmalarý kronik
ve 3 aylýk grupta gözlenmiþtir. En fazla du-
yarlýlýk ve özgüllük (özgüllük: %97, duyar-
lýk: 97) PPD ile kaplý plaklarda gözlenmiþ-
tir. Tüm antijenler arasýnda karþýlaþtýrýldý-
ðýnda testin duyarlýlýðý %28-97, seçiciliði
ise %93-97 arasýnda deðiþmektedir (Tablo
2). BCG antijeni ile kaplý IgG -ELISA ça-
lýþmamýzda her iki kontrol grubu istatistik-
sel yönden anlamlý olabilecek sonuçlar ver-
di. PPD IgG ile sonuçlarýmýzýn gruplar ara-
sý karþýlaþtýrýlmasýnda, yeni, 3 aylýk, kronik

olgu gruplarýmýzla kontrol ve eski hasta grubu arasýnda an-
lamlý farklýlýk (P<0.05) gözlemledik.Sonikat IgG ile sonuç-
larýmýza baktýðýmýzda PPD IgG grubuna benzer þekilde
kontrol grubu ile eski hasta olgularý (6 olgu) dýþýnda hasta ol-
gular arasýnda anlamlý farklýlýk (P<0.05) bulunmuþtur. Soni-
kat ve PPD-IgG’de eski hasta grubu kontrol grubuna benzer
korelasyon göstermektedir. Grafik 2’de hasta gruplarý arasý
absorbans farklýlýklarý görülmektedir.

Eri  F. N. ve ark.
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Tablo 1. TB-IgG yanýtý (405 O.D)

Sayý BCG-ELISA PPD-ELISA SonikatELISA

IgG-Ortalama IgG-Ortalama IgG-Ortalama

Yeni olgu 20 0.765 0.636 0.903

3 aylýk olgu 18 0.861 0.607 0.947

Kronik 24 0.828 0.691 1.215

Eski TB 6 0.757 0.230 0.621

Hasta ort. 68 0.803 0.541 0.922

Kontrol PPD+ 15 0.481 0.217 0.373

Kontrol PPD- 15 0.273 0.158 0.258

Kontrol Ort. 30 0.377 0.188 0.316

Grafik 1. Hasta ve kontrol gruplarýnda IgG yanýtý

Grafik 2. Antijenik etkiye baðlý humoral yanýt 

Tablo 2. TB ELISA duyarlýlýk ve özgüllük 

BCG-IgG PPD-IgG Sonikat-IgG

Ayýrým çizgisi 0.852 O.D. 0.304 O.D. 0.783 O.D.

Duyarlýlýk %28 %97 %70

Özgüllük %97 %97 %93

*Eski olgular deðerlendirmeye alýnmadý.
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TARTIÞMA

TB-ELISA’nýn özellikle balgam çýkaramayan akciðer TB’li
ve akciðer dýþý TB’li hastalarda yararlý bir taný yöntemi ol-
duðu düþünülmektedir. Ancak bugüne kadar TB-serolojisi
ile yapýlan çalýþmalarla, serolojik tanýyý rutin kullanýma ge-
çirecek duyarlýlýk ve özgüllük elde edilememiþtir. Bu du-
rum testte çapraz reaksiyonlarýn varlýðý, tüberküloz antijen-
lerinin çokluðu ve henüz hangi antijen veya antijenlerin da-
ha doðru sonuç verdiðinin kesinlik kazanmamýþ olmasýn-
dandýr. Ancak moleküler biyolojik teknikler kullanarak çok
daha ileri adýmlar atýlmaya baþlamýþtýr. Bunlardan en önem-
li bir tanesi de SDS-PAGE’dir. SDS-PAGE’nin kullanýlma-
sý ile meydana gelen protein bantlarý spesifik proteinleri
içermekte olup nitroselüloz bir membrana aktarýlabilir. Ýzo-
le edilen bu proteinler ELISA testi için kullanýlmaktadýr.
Biz çalýþmamýzda SDS-PAGE ile her üç antijenin 65 kDa ve
10 kDa’da daha belirgin olmak üzere ortak bantlar içerdiði-
ni gözlemledik (Resim 2). Küçük bantlarýn proliferasyon
yanýtýnda, orta ve büyük protein bantlarýnýn ise antikor olu-
þumunda önemli olduðu iddia edilmektedir [26].

Bu çalýþma ile elde ettiðimiz sonuçlar ülkemizde [7-13],
yabancý ülkelerde yapýlan çalýþmalarýna uymaktadýr [21-
26]. Gruplarýn ortalama absorbans deðerleri incelendiðin-
de, kronik olgu grubunun absorbans deðerinin ortalamasý,
yeni olgu ve 3 aydýr saðaltým gören gruba göre daha yüksek
görülmektedir. Buna da neden sývýsal immün yanýtýn TB’de
geç olarak ortaya çýkmasý olabilir. Bizim çalýþmamýzda es-
ki hasta grubunda (2 yýldan önce saðaltým görmüþ) antikor
seviyesinin düþtüðünü gözlemledik. BCG antijeni ile ise
tüm hasta gruplarý ile her iki kontrol grubunun ayrý ayrý an-
lamlý iliþkisi vardýr.

Bizim kullandýðýmýz sonikat antijenimiz de Öztürk [8],
Sümer [9] ve arkadaþlarýnýn kullandýðý gibi ham bir antijen-
dir. Biz bu antijenle duyarlýlýðý %70, özgüllüðü %93 olarak
bulduk. Sonikat antijen ile çalýþan Öztürk ve arkadaþlarý
IgG için duyarlýlýðý, ile %89.9; özgüllüðü %98.7, Sümer
BSA ile duyarlýlýðý %96, özgüllüðü %93 jelatin bloklama
ile sýrasýyla %87, %81, Kýran ve ark.[5] %94, %88; Levy ve
ark. [6] %70, %85 olarak bulmuþlardýr. Rota ve Toksöz [7]
ise Antijen 6 kullanarak akciðer tüberkülozunda ELISA ile
duyarlýlýðý %73, özgüllüðü %85 bulmuþlardýr. Aradaki
farklar; antijenlerin elde ediliþ yolu, kullanýlan enzim ve
substratlarýn farklýlýðý, popülasyonun nispeten farklýlýðý ve
istatistiksel yaklaþým ve kontrol grubunun seçimine yönelik
farklýlýklardan kaynaklanýyor olabilir. Bizim çalýþmamýz üç
ayrý antijenle dört farklý hasta grubu ile çalýþýlmasý açýsýn-
dan önemlidir. Ayrýca duyarlýlýk ve özgüllük deðerleri veri-
lirken eski hasta grubu sayýsýnýn azlýðý nedeniyle dikkate

alýnmamýþtýr. Bu grubta (eski hasta) duyarlýlýk yüksek bu-
lunmaktadýr. ELISA’da kontrol edilmesi gereken deðiþken-
ler; katý faz, yýkama iþlemleri, kullanýlan solüsyonlar ve re-
aksiyonlarýn sonlandýrma zamanýdýr. Ayrýca hasta ile kont-
rol grubunun seçimi de sonuçlarý önemli oranda etkilemek-
te olup bu konuda asýl eksik olanýn purifiye antijenden çok
standardizasyonun gerçekleþtirilememesi olduðu gözlen-
mektedir. 

Bütün bu teknik ayrýntýlarýn ýþýðýnda, Türkiye’de tama-
men dýþa baðýmlý ürünlerle çalýþan klinik laboratuvarlarýn
bu baðýmlýlýklarýný sürdürmeleri de, bundan kurtulmalarý da
iki ucu keskin býçak gibi görünmektedir. Tüm deney sis-
temlerinde standardizasyon, insandan kaynaklanabilecek
hatayý azaltýr ve emek harcamalarýndan tasarruf saðlar. Bu
durum TB- ELISA’da kendini önemle göstermektedir. Ül-
kemizde çok sayýda TB-ELISA çalýþmasý yapýlmýþtýr. An-
cak bu konuda son nokta konmamýþtýr. Dünya ülkeleri ise
görünüþe bakýlýrsa, belki de moleküler tekniklerle alterna-
tifleri çok olduðu halde bile bu konuda çalýþmalara devam
etmektedir [1,2,25-27].

TB’nin serolojik tanýsýnda mutlaka birden fazla serolojik
yöntemin uygulanmasý, sonucun saðlýklý deðerlendirilme-
sinde gerekmektedir. Spesifik ajanlara göre çeþitli ELISA
test sistemleri geliþtirilmiþtir. Konu Mycobacterium tuber-
culosis olunca, bu etiyolojik ajana göre her konuda olduðu
gibi test sistemi geliþtirmek de oldukça güç olmaktadýr. M.
tuberculosis’in genomunun aydýnlanmasý, E.coli’ye göre
20 yýl sonra mümkün olabilmesi ile karþýlaþtýrýlýrsa, serolo-
jideki yerini almasýndaki bu gecikme doðal karþýlanabilir
[28]. Bu metodun birçok sorunlarý olabilir, fakat her safha-
daki sorunlarý giderecek uygulamalarýn yapýlmasý ile doðru
test sonuçlarý elde edilecektir. 

Sonuç olarak,TB-ELISA’nýn sýnýrlarý ortaya konduktan
ve ancak asido-resistan boyama ve kültür yöntemlerinin de
mevcut olduðu koþullarda tanýya yardýmcý bir yöntem ola-
rak kullanýlabileceði düþünülmektedir. 

Ayrýca hastalarýn aþý sayýlarý ile kontrol grubundan 20 ki-
þi arasýnda anlamlý bir fark bulunamamýþtýr.Aþýnýn koruyu-
cu etkinliðinin ise rapellere raðmen düþük olabileceði düþü-
nülmüþtür. Ülkemiz koþullarýnda yetiþkin çaðýnda PPD’nin
çok deðerli bir taný aracý olamayacaðýný ancak tanýya yar-
dýmcý bir test olarak kullanýlabileceðini bir kere daha göz-
lemlemiþ olduk [27,29-32]. 

TEÞEKKÜR : Bu çalýþmamýz sýrasýnda yardým ve katkýla-
rýný esirgemeyen Dokuz Eylül Üniversitesi Göðüs Hastalýk-
larý ABD ile baþta Kahramanlar Dispanseri olmak üzere di-
ðer tüm dispanserlere teþekkür ederiz.
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