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Akci ger tuberkilozunda Mycobacterium tuberculosis antije n fraksiyonlarina
kars! serolojik yanitin western blot yontemiyle de  gerlendiriimesi
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Ozet

Amag: Bu calismada; aktif akciger TB'li hastalarda sonikasyonla elde edilen M.tuberculosis antijen fraksiyonlarina
karsi serolojik yanitin Western blot ydntemiyle arastiriimasi amaglanmistir.

Yontem ve Gereg: Caligmaya Eylil 2003-Eyliil 2004 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiltesi Gogiis
Hastaliklari Anabilim Dal’’nda izlenen 34’0 aktif akciger TB'li hasta, 29'u kontrol grubu olmak tzere toplam 63 birey
alindi. Kontrol grubu; 12'si inaktif akciger TB, 14’0 TCT pozitif saglkl, 3'G ise TCT negatif saglikh bireylerden
olusturuldu.

Bulgular: Calismada; 34 aktif akciger TB'li hastanin 22'sinde (duyarlilik %64.7) ve 29 kontrol grubu bireyin 3'inde
(6zgullik 9%89.7) 38 kDa'luk antijene karsi serolojik yanit saptandi. Aktif akciger TB grubunda; serolojik yanit
saptanan hastalarin daha genc olduklari (39.7+17.2'ye karsi 53.3+19.1, p=0.04) ve kan drneklerinin tedavinin daha
erken déneminde alinmis oldugu (3.945.2'ye kargi 8.6+7.7 glin, p=0.04) gordldi.

Sonug: Sonug olarak; bu calismada elde edilen duyarlilik ve 6zgullik oranlari, TB tanisinda altin standart olan
kaltaran yerini alabilecek bir serolojik testten beklenen duyarlilik (%80) ve 6zgillik (%95) oranlarinin altindadir.

Anahtar Kelimeler :  Akciger tlberkiilozu, Western blot, 38 kDa antijen.

Summary

Aim: The aim of this study was to evaluate serological response to M.tuberculosis sonicate antigen fractions by
Western blotting method in active pulmonary TB.

Material and Methods: A total of 63 individuals, 34 active pulmonary TB and 29 control group, admitted to Ege
University Medical Faculty, Department of Chest Diseases between September 2003 and September 2004 were
included in the study. The control group was consisted of 12 inactive pulmonary TB, 14 TST positive healthy
individuals and 3 TST negative healthy individuals.

Results: In the study, serological response to 38 kDa antigen was detected in 22 of 34 (sensitivity 64.7%) active
pulmonary TB and in 3 of 29 (specificity 89.7%) control group. The seropositive cases in active pulmonary TB group
were found to be younger (39.7+17.2 versus 53.3+19.1 yrs, p=0.04) and the blood samples had been taken in the
earlier period of the treatment (3.9+5.2 versus 8.6+7.7. days, p=0.04).
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Conclusion:In conclusion, the sensitivity and specifity rates in this study are lower than the expected sensitivity
(80%) and specifity (95%) rates of a serologic test which can be used instead of the gold standart microbiologic

culture for the diagnosis of TB.

Keywords:Pulmonary tuberculosis, western blotting, 38 kDa antigen

Girig

Tlberkiloz (TB), tim dunyada en sik mortalite ve
morbiditeye yol acan enfeksiyon hastaliklarindan biridir.
Her yil 8 milyon yeni TB hastasi, 2 milyon TB'ye bagli
6lim  bildirilmektedir. Gunimizde akciger TB’nin
tanisinda altin standart, klinik muayene ile birlikte
yapilan balgamin direkt mikroskopik incelemesi ve
kalturdur. Kultirde M.tuberculosis’in Uremesi 8 haftaya
kadar uzayabilmekte, olgularin %10-20’sinde ise
kulturde Ureme olmamaktadir. Béyle hastalarda taniya,
klinik bulgular ve radyolojik inceleme ile gidilmektedir.
GunUmizdeki tani stratejileri ile, subklinik
enfeksiyonlarin erken tanisi mimkiin olmamaktadir (1).

Mycobacterium tuberculosis’'in  yapisinda ¢ok sayida
farkli antijenik komponent bulunur ve bunlarin buytk bir
bolimi konak bagisiklik sistemiyle etkileserek TB
patogenezinde &nemli bir rol oynar. Tiberkilozun
imminopatolojisi; temel olarak hicre aracili bagisiklik
yanitina ve doku hasarina bagli olarak ortaya ¢iksa da,
enfeksiyonun seyri sirasinda ¢ok sayida antijene kargi
antikor yaniti da olusur. Ayrica enfeksiyonun siiresi ve
agirhgi, antikor yanitini  degistirebilir. Bu nedenle
enfeksiyonun ve hastaligin cesitli asamalarindaki
bagisikhk yanitinin  bilinmesi ve bu antijenlerin
tanimlanmasi, hastaligin 6nlenmesinde ve serolojik
tanisinda kullanilacak yontemlerin  gelistiriimesinde
yararll olabilir. Bununla birlikte, antikor yaniti ¢cok farkli
ve genis bir antijen grubuna karsi olusur. Ayrica, yanit
bireyler arasinda biyik farkhliklar gésterir ve genellikle
duyarhhklari da distktir (1).

Bu calismada;
M.tuberculosis’in

aktif akciger TB’li  hastalarda
sonikasyonla elde edilen antijen
fraksiyonlarina karsi serolojik yanitin Western blot
yontemiyle saptanmasi ile serolojik testlerle saglkli,
enfekte ve hasta bireylerin birbirinden ayrilabilmesini
saglayabilecek bir serolojik yanit olup olmadiginin
arastirilmasi amacglanmigtir.
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Gereg ve Yontem

Hastalarin secimi: 2003-Eylul 2004 tarihleri
arasinda Ege Tip Fakultesi Go6gis
Hastaliklari Anabilim Dali'nda izlenen 34U aktif akciger
TB, 29'u kontrol grubu olmak Ulzere toplam 63 birey
calismaya alindi. Kontrol grubu 12'si inaktif akciger TB,
140 thberkdlin cilt testi (TCT) pozitif saghkli, 3't ise TCT
negatif saghkli bireylerden olusturuldu. Aktif akciger TB
tanisi, klinik ve radyolojik bulgular temel alinarak,
mikrobiyolojik olarak konuldu. Klinik ve radyolojik
degerlendirmeyi takiben, birbirini izleyen en az iki alt
solunum yolu érneginin direkt bakisi (DB) pozitif ve/veya
en az bir alt solunum yolu drneginin kiltiriinde tGreme
olan hastalar, aktif akciger TB olarak degerlendirildi.
Hastalarin demografik &6zellikleri, genel ve solunumsal
semptomlari ve sireleri, radyolojik bulgulari ile TCT ve
mikrobiyoloji sonuglari kayit edildi.

Eylul
Universitesi

Serum Orneklerinin toplanmasi: Tlberkiloz tanisi
alan hastalardan, en gec tedavinin ilk 3 haftasi icinde 1
kez kan 6rnegdi alindi. Ayrica, kontrol grubunu olusturan
bireylerden de 1 kez kan alindi. Alinan kan &rneklerinin
serumlari ayrilarak, kriyotipler icinde calisma gunlne

kadar -80°C'de saklandi.

Antijlen eldesi:  Mycobacterium tuberculosis H37Rv
kokeni Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde, 2-3 hafta
sureyle cogaltildi. Ureyen bakteriler eppendorf tiplere
transfer edildi ve 1200 rpm’'de 15 dakika cevrilerek
yogunlastirildi. Ustte kalan sivi atildi, pellet 1 ml PBS ile
sulandirildi. Sulandinimig pellet sivi nitrojen iginde 5
dakika sireyle donduruldu ve ardindan oda isisinda
¢ozinmesi beklendi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.
Sispansiyon, 4°C'de 20 dakika sonike edildi.
Sonikasyonun ardindan, sitspansiyon 1200 rpm'de 5
dakika cevrildi. Elde edilen slpernatant, antijen olarak
kullanildi.

Elektroforez: Elde edilen antijen, Bio-Rad Miniprotean
Il elektroforez cihazinda SDS-PAGE ile Schagger ve
von Jugow (2) tarafindan tanimlanan ydnteme gore
fraksiyonlarina ayrildi. Proteinlerin molekdler agirliklarini
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degerlendirebilmek icin, ©6nceden boyanmis protein
standardi (Prestained Molecular Weight Marker,
SMO0441, Fermentas) kullanildi. Fraksiyonlarina ayrilan
antijenler goruntulenmeleri i¢in jel Coomassie brillant
blue G250 (Merck 15444) ile boyandi.

Western blot (WB): Jelde fraksiyonlarina ayrilan
antijen, nitroseliloz membrana (Schleicher&Schuell)
aktarildi. Antijenle kaplanmis membran, cetvel ve bistiri
yardimiyla 0.25 cm’lik seritler halinde kesildi. Her bir
hasta serumu i¢in bir serit kullanilarak, TBS-kazein ile
1:100 oraninda sulandiriimis serum o6rnekleri oda
Isisinda yatay karistiricida inkiibe edildi. Daha sonra
seritler, alkalen fosfataz isaretli anti-human IgG konjuge
(O-chain specific, Sigma A-3187) ile oda Isisinda yatay
karistiricida inkiibe edildi. Son asamada bantlari gérintr
hale getirmek icin, BCIP iceren substrat kullanildi. Yeterli
yogunlukta bir bant olusunca seritler substrattan
cikartildi  ve kurutuldu. Seritlerde M. tuberculosis
H37Rv'nin 38 kDa'luk protein fraksiyonuna uyan
bdlgedeki antijene karsi antikor yanitinin saptanmasi,
pozitif sonug olarak degerlendirildi.

istatistiksel de gerlendirme: istatistiksel degerlendirme
icin, X° Student’s t test ve Fisher's exact test kullanildi.
istatistiksel anlamlilik icin, p degerinin p<0.05 olmasi
kabul edildi.

Bulgular

Eyliil 2003-Eyliil 2004 tarihleri arasinda Ege Universitesi
Tip Fakiltesi G6glis Hastaliklari Anabilim Dali'nda aktif
akciger TB tanisi alan hastalar (n=34, yas ort 44.5+18.8,
K/E:7/27) calismaya dabhil edildi. Kontrol grubuna (n=29,
yas ort 45.5+17.3, K/E:16/13) ise, inaktif akciger TB
(n=12), TCT pozitif saglikh (n=14) ve TCT negatif saglikh
(n=3) bireyler alind.

Hasta ve kontrol serumlarinda WB yontemi ile M.
tuberculosis H37Rv  kokeninin  cesitli protein
fraksiyonlarina karsi serolojik yanit elde edilmesine
karsin, serolojik yanitin degerlendiriimesi i¢cin en uygun
bdlgenin 38 kDa'luk antijene uyan bélge oldugu
saptandi. Sekil 1'de; 38 kDa'luk antijen temel alinarak
yapilan degerlendirmede elde edilen pozitif ve negatif
WB sonuglarina ait bant paternleri gosterilmistir.

Otuz dort aktif akciger TB hastasinin 22'sinde, 38
kDa'luk antijenine kargi serolojik yanit (duyarhlik % 64.7)

Cilt/Volume 48 Sayi/Issue:3 Aralik/December 2009

saptandi. Calismada, aktif akciger TB grubunda yer alan
hastalarda serolojik yaniti etkileyen parametreler
arastinildi.  Serolojik yanit saptanan hastalarin; daha
geng (39.7+17.2'ye kargl 53.3+19.1, p=0.04) ve serum
orneklerinin tedavinin daha erken déneminde alindigi
(3.945.2'ye karsl 8.9+7.7 gin, p=0.04) saptandi. Eslik
eden hastaliklar, TCT, solunumsal ve diger
semptomlarin varligi ve siresi, radyolojik yayginlk ve
lezyon karakteri, alt solunum yolu érneginin DB ve kultlr
sonuglari ile ilag direncinin, serolojik yaniti etkilemedigi
goruldu (Tablo 1).
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Sekil 1. 38-kDa'luk antijen temel alinarak yapilan
degerlendirmede elde edilen pozitif ve negatif WB sonuglarina
ait bant paternleri

MW:Molekdler agirlik kontrolii (118 kDa, 86kDa, 47 kDa,
34kDa, 26 kDa ve 19 kDa)

+: Pozitif olarak degerlendirilen serum drnekleri

- 38 kDa'luk antijene uyan bolge

Kontrol grubundaki 29 bireyin 3'Unde (6zglllik %89.7)
WB ile pozitif serolojik yanit saptandi. Bu Ug¢ bireyin ikisi
inaktif akciger TB ve digeri saglikh gruptan olup,
tuminde TCT pozitifti.
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Tablo 1. Aktif akciger tlberkilozu tanisi alan hastalarda serolojik yanit ve gesitli parametreler arasindaki iligki.

PARAMETRELER SEROLOJI (+) (n=22) SEROLOJI (-) (n=12) p
CINSIYET(K:E) (%) 4:18 (%81.8) 3:9 (%75) NS
YAS (yil) (Ort+SD) 39.7417.2 53.3+19.1 0.04
EK HASTALIK (var: yok) (%) 6:16 (%72.7) 6:6 (%100) NS
TCT (+:-) (%) 15:7 (%68.2) 8:4 (%66.7) NS
TCT (mm olarak) 10.0+7.2 10.5+9.2 NS
SEMPTOM SURESI (giin) (Ort+SD) 78.9183.5 75.8497.1 NS
SOLUNUMSAL SEMPTOM VARLIGI (var: yok) (%) 20:2 (%90.9) 9:3 (%75) NS
AKCIGER GRAFISI:

Multi-zon (var: yok) (%) 14:8 (%63.6) 5:7 (%41.7) NS
Kavite (var: yok) (%) 16:6 (%72.7) 8:4 (%66.6) NS
ALT SOLUNUM YOLU ORNEGI:

DB (+:-) (%) 21:1 (%95.5) 11:1 (%91.7) NS
Kuiltdr (+:-) (n%) 22:0 (%100) 12:0 (%100) NS
ilag direnci (var:yok) (%) 3:19 (%13.6) 1:11 (%8.3) NS
TEDAVI SURESI (giin) (Ort +SD) 3.945.2 8.9+7.7 0.04
DIYABET VARLIGI (var: yok) (%) 3:19 (%13.6) 1:11 (%8.3) NS
MALIGNITE VARLIGI (var: yok) (%) 0:22 (%0) 2:10 (%16.7) NS
GENEL SEMPTOM VARLIGI (var: yok) (%) 17:5 (%77.3) 10:2 (%83.3) NS

TCT= Tuberkulin cilt testi, DB= Direkt bakisi, NS= Non-significant.

Tartigma
Tlberkilozun  serolojik  tanisi  amaclyla yapilan
calismalarda; ELISA temelli yontemler,

immunokromotografik yontemler ve WB kullaniimaktadir.
Bu ydntemler ile, basta 38 kDa’luk antijen olmak Uzere,
cesitli rekombinan veya dogal antijenlere kargi serolojik
yanit degerlendiriimektedir (3, 4, 5). Bu calismada, WB
yontemiyle M.tuberculosis H37Rv kokeninin cesitli
protein fraksiyonlarina kargl serolojik yanit arastirildi.
Serolojik yanitin  deg@erlendirilmesi icin en uygun
bdlgenin, 38 kDa'luk antijene uyan bdlge oldugu
saptandi.

Otuz dort aktif akciger TB hastasinin 22'sinde (duyarlihk
%64.7), kontrol grubundaki 29 bireyin ise Uuclinde
(6zgullik %89.7), WB ile 38 kDa'luk antijene karsi
serolojik yanit saptandi. WB ile serolojik yanit saptanan
U¢ hastanin ikisi inaktif akciger TB, biri saglikli gruptandi;
ayrica bu bireylerin timinin TCT'si de pozitifti. Aktif
akciger TB tanisi alan 34 hastanin timunde kiltirde
Ureme saptanirken, 32 hastanin (%94.1) ayrica DB’si de
pozitifti. immiinokromotografik temelli bir test olan “ICT
Tuberculosis” ile yapilan ¢alismalarda; DB ve/veya kultir
pozitif akciger TB hastalarinda duyarliik Cin'de %92,
Madagaskarda %65.2, ABD'de %46, italya’da %66.7,
6zgullik ise sirasiyla %92, %83.3, %89 ve %90.4 olarak
bulunmustur (3, 6, 7, 8). Sonike edilmis M.tuberculosis
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H37Rv antijen ekstreleriyle yapilan bir WB analizinde
ise, 38 kDa'luk antijene karg! serolojik yanit DB pozitif
akciger TB'de %52.4 olarak saptanmigtir (9). Bizim
calismamizda elde edilen duyarhlik ve 6zgullik oranlari,
DB pozitif akciger TB’li hastalarda 38 kDa'luk antijene
karsi ede edilen serolojik yanitla  benzerlik
gOstermektedir. Sunulan caligmadaki hastalarin ¢ok
blyldk bir béliminde DB pozitif oldugundan, DB’nin
serolojik yanita etkisi degerlendirilememistir. Bununla
birlikte calismalardan elde edilen bulgular; duyarliligin
DB pozitif hastalarda, DB negatiflerden, akciger TB'li
hastalarda ekstrapulmoner tuberkilozlulardan daha
yiiksek oldugunu gdéstermektedir (3).

Bazi calismalarda, kronik kaviter hastaligi bulunanlarda,
38 kDa'luk antijene karsl daha yuksek oranda antikor
yanitl gelistigi saptanmistir (10, 11). Antitiiberkiloz
tedavinin ise, antikor yaniti izerine etkisi tartismaldir.
Antikor diizeylerindeki artis ile hastalidin yayginhgi,
hastaliyin ve tedavinin siresi arasinda iligki bulunan
calismalarin tersine, béyle bir iliskinin olmadigini belirten
calismalar da bulunmaktadir (3, 12, 13, 14). Bizim
calismamizda serolojik yanit saptanan 22 hastanin
14’inde (%63.3) multizon, 16’sinda (%72.7) ise kavite
saptanirken, serolojik yanit elde edilmeyen 12 hastanin
besinde (%41.7) multizon, sekizinde (%66.6) ise kaviter
lezyon saptandi. Aradaki farklar istatistiksel olarak
anlamli olmasa da, yaygin ve kaviter lezyonu bulunan
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aktif akciger TB hastalarinda serolojik yanit oranlarinin
daha yiiksek oldugu gorildi. Ayrica bu calismada,
tedavi siresinin uzunlugu ile serolojik yanit arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu.

Bizim calismamizda; ileri yaslarda serolojik yanitta
istatistiksel olarak anlamh bir azalma saptanmasina
karsin, literatiirde yasla serolojik yanit arasinda iligki
kuran bir calisma bulunamamistir. Bu calismada;
serolojik yanit saptanan grupta yas ortalamasi
39.7+17.2, saptanmayan grupta ise 53.3+19.1 olarak
bulunmustur. Bu durum, calismada yer alan ileri yas
grubundaki hastalarin ayni zamanda tedavi sirelerinin
de daha uzun olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Yapilan calismalarda, tlberkiloz sirasinda basta 38
kDa'luk antijen olmak Uzere ¢ok sayida M.tuberculosis
antijenine (19 kDa, 14 kDa, ESAT-6, MTC28, MPT63,
MPT51, MPT64, MPT32, MTC28 ve Mth81) Kkarsi
serolojik yanit arastirilmistir. Hastaligin seyri sirasinda
¢cok sayida, farkli mikobakteriyel antijene karsi antikor
yaniti olustugu, tim hastalarin immin sistemi tarafindan
taninan tek bir ortak antijen ya da antijen setinin
olmadigi saptanmistir (12, 15, 16, 17). Bizim
calismamizda, 38 kDa'luk antijen disinda vyeterli
duyarlihk ve 6zgillikte serolojik yanit alinan bagka bir
antijen saptanamadi.

Tuberkilozlu hastalardan elde edilen T hiicrelerinin ¢ok
farkli  M.tuberculosis antijenlerini tanima  paterni
gosterdikleri  bilinmektedir.  Antijen tanimadaki bu
heterojenite nedeniyle az sayida plrifiye antijenin
kullanildigr durumlarda, hastalarin yaklasik %30’unda
serolojik yanit saptanamamaktadir. Yapilan ¢alismalarda
tuberkiloz hastalarinda genis bir antijen seti
kullanildiginda, hastalarin yaklasik %90'Inda serolojik
olarak reaktif bir antijen saptandidi gosterilmistir (9, 12).
Bu nedenle cok sayida farkli antijeni iceren kokteyl
antijenlerin bagisik yanitta gozlenen bu farkliliklari

Kaynaklar

kapsayacag! ve tiiberkilozun immiinolojik tanisina katki
saglayacagl dusltndlmektedir. Yiksek o6zglllik ve
duyarhihda sahip bir serolojik tani testi gelistirmek icin;
kritik epitoplari iceren, farkli rekombinan antijenlerden
veya bir flizyon poliproteinden olusmus bir panele ihtiyag
olacaktir.

Calismamizin bazi kisithliklarr vardir. Oncelikle; kontrol
grubu olarak alinan, 6zellikle TCT negatif birey sayisi
yeterli degildir. Yani sira; calisma ve kontrol grubu
arasinda cinsiyet dagiimi acgisindan uyumsuzluk
mevcudtur. Ek olarak; anti-tiiberkiiloz tedavi baglanmasi
serolojik yaniti etkilediginden, kan orneklerinin tedavi
baslanmadan ©nce alinmasinin daha uygun olacagi
dusindlmastar.

Sonug

Serolojik  yanittaki  dustk duyarlihgin; tiberkiloz
hastalarindaki sivisal immin yanitin yetersizliginden
degil, bu antikorlan saptayacak uygun test formatlarinin
olusturulamamasindan kaynaklaniyor olabilecegi, yaygin
kabul goren bir goérustir. Son yillarda tuberkilozda
sivisal bagisiklik yanitinin degerlendirildigi ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu tir hizli serolojik testlerin, klasik
yontemlerin yararli olmadigi hastalarda, basarili ve
ekonomik bir alternatif olmasi beklenmektedir. DSO’niin
Onerilerine gore; altin standart olan bakteriyolojik
kaltarin yerine kullanilabilecek bir serolojik testin
duyarhihdinin en az %80, O6zgllliginin ise %095’in
Uzerinde olmasi gerekmektedir (18). Bu kriterler temel
alindiginda, glnimuzde kullanimda olan serolojik
testlerin, tlUberklilozun standart tanisinda kullanilan
yontemlerin yerini almasi, hentiz mimkin
gorinmemektedir.
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