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CALISMANIN AMACI

Butiin infeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi, sifilizin mikrobiyolojik tanisinda
da etkenin dogrudan gosteriimesine dayanan direkt tant yéntemleri ve organizmada
olusturdugu antikorlan saptamak amaciyla kullanilan indirekt tam yontemlerinden

yararlaniimaktadir.

indirekt tany amaciyla sifiliz serolojisinde kullanilan testler nontreponemal
testler ve treponemal testler olarak iki ana gurupta toplanir. Nontreponemal serolojik
reaksiyonlar ile fosfolipit antijenlere karg! antikorlar gosterilir. Treponemal serolojik
reaksiyonlar ile Treponema pallidum'a kargi dogrudan yonelen antikorlar gosterilir.
Her iki grubun serolojik reaksiyonfar sifilizin gesitli dsnemlerinde farkit ve kismen
karakteristik davranislar gésterdiklerinden birlikte yapilmalart gerekmektedir.

Caligmamizin amaci sifiliz tarusinda kullanilan nontreponemal testlerden
Kolmer Kompleman Birlesmesi Deneyini Mikrokompleman yontemine adapte etmek
ve elde edilen sonuclan diger treponemal ve nontreponemal serolojik. yéntemlerle

karsifagtirmaktir.



GENEL BILGILER

ETYOLOJI

Sifilizin etkeni Treponema pallidum, spiral seklinde mikroorganizmadir.
Etken ilk kez 1905 yilinda Fritz Schaudinn ve Poul E. Hoffman tarafindan
bulunmustur. Treponema pallidium ortalama 6-20 um boyunda, 0.15-0.30
m eninde olup, 6-14 (bazen 20 ve daha fazla) kivrimi vardir. Bu kiviimiarin
derinligi 0,5-1 um, aralanndaki uzakikk ise yaklagik 1 pm'dur. Kivrimlar
diizenli, sik ve dik olup, yiikseklikleri uglara dogru gittikce azalir. Uglar genel

olarak sivri ve dizdUr.
Treponema pallidum gok hareketlidir. Bu hareketlilik karanlik alan

mikroskopunda ¢ok net olarak gorulur. Cevresi efrafinda burgu gibi doner,
cok fazla olmayan bir hareketle ileri geri yer degistirebilir ya da biikulebilir.
Her ne kadar kiviimlari sabit ise de, bazen diizelecek kadar uzayabilir veya
uglar birbirine dedecek kadar sikigabilir.

Treponema pallidum enine ikiye bolinerek gogalir. Adi anilin boyalan
ile boyamak zordur. Giemsa boyas ile pembe ve soluk renkte boyanir ve bu
ylizden de pallida adi verilmigtir. Ayrica ¢ini miirekkebi ve glmusleme
yontemleri ile gosterilebilir. Etken en gabuk, kolay, net ve kesin bir sekilde
karanlik alan mikroskobunda gérular.

‘Treponema pallidum cansiz besiyerinde, doku kdlttrinde kdltara
yaptlamamustir. Eldeki bazi kamitlara gore bu spiroket mikroaerofildir, az
miktarda oksijen almaktadir.

Treponema pallidum kuruluga gok dayantksizdir. Tuzlu su, buyyon
gibi yerlerde gabuk 6lir. Oksijen, saponin, distile su gliserin, sabun ve diger
kimyasal maddelerin etkisi ile hareketsiz kalir ve oltrler. Isiya karsi dayanikh
degildirler. 41,5 °C'de birkag saatte ©lir. 25 °C'de 4-7 gun, 37 “C'de 2 gln
hareketli kalabilmektedir. Tavsan testisi dilimlerinde veya % 15 gliserin iginde
65 “C'de yillarca canh kalir ve labratuvarlarda boyle saklanir. Kanda 0-4
°C'de 2-3 ginde olir(Kan naklinde onemlidir). Dolayistyla infeksiydz olan
taze bir kan ile frengi bagkasina gegirilebilir.

Son yillarda at serumundan yapilan besi yerlerinde Treponema pallidum
dretildigi bildiriimigtir. Fakat burada Uretilen sugun, virulan Treponema
pallidum'dan Snemii farklan olduklar gbriilmistar (1,3,11,28).



EPIDEMIYOLOJI

(nfeksiyoh genelde cinsel iligkiyle, bu arada ‘orogenital, anorektal

iliskiyle ve bazende opusmeyle ve yakin beden temasiyla bulasir.
Infeksiyonu en fazla bulastiranlar, tedavi edilmemis erken sifiliz 1. ve ). devir
hastalandir. Erken dénem latent sifilizde bulagma olasiigr gok yiksektir, gec

dénem latent sifilizde ise bulasmaz (11).

SIFILIZDE KLINIK TABLO
Sifiliz klinik olarak asagidaki sekillerde siniftandiriiir :
I. Edinsel sifiliz
a) Erken Sifiliz ( Sifiliz 1. ve 1. Devir )
b) Latent Sifiliz ( Erken, Geg )
¢) Geg Sifiliz ( Sifiliz M. Devir )

i1. Dogumsal sifiliz
a) Erken Konjenital Sifiliz ( Syphilis Congenita Praecox) b) Geg

Konjenital Sifiliz ( Syphilis Congenita Tarda )



SiFiLIzDE IMMUNITE

Birinci devre sifilizinde, tani agisindan 6nemli olan nonimmunolojik
humoral antikorlann olugmaya baglamasidir. Antikorlar, in vitro olarak, gesitli
antijen spesifikliginin yani sira gesitli immtnolojik reaksiyon davranistarinida
gosterirler. Sifilizde ¢ok cesitli antikorlar gosterildigi icin, gelistirilen testlerde

cok faziadr.
1. Nontreponemal testler

2. Treponemal (spesifik) testler 7
Nontreponemal serolojik reaksiyonlar ile fosfolipit antijenlere karsi

antikorlar gosterilic. Bu lipoid antijenlerin  yapisi tam olarak agikiik

kazanmamistir. Etkenin ana kisminin dokudaki devamli antijenlerin, veya
pargalanmasindan dolay) serbestlesen

Treponemalar ile  dokunun
Buradaki lipoid

haptenlerin s6z konusu olabilecegi dusiunilmektedir.
antijenlere kargi yonlenen antikorlar, reagin olarak isimiendirilir.

Treponemal serolojik reaksiyonlarda Treponema palliduma kargi
dogrudan y6nelen antikorlar gosterilir. Bu antitreponemal antikorlar yapilarini
ayni sekilde heterojen olarak ve Treponema pallidumun gesitli antijenik
determinantlarina karsi yoneltirler. Bunlarla antijenik yakinh§i olan diger
Treponema suglan ile pozitif reaksiyon verirler. Treponemal serolojik
reaksiyonlar icin antijen substrati olarak Nichols susu tipinde patojen
Treponemalanin ekstreleri kullaniir.

Her iki ana gurubun bazi serolojik reaksiyonlar sifilizin gesitli
dénemlerinde farkli ve kismen karekteristik davranislar gosterir. lani gerek
antikorlarin serum konsantrasyonu ve gerekse immunoglobilin siniflari (IgG,
IgM, veya IgA) hastalik dénemleri ve yapilan tedavi ile ilgili olarak degisir.
Diger infeksiyon hastaiiklarindaki gibi sifilizde hastahigin erken dénemlerinde
makro molekiller IgM sinifi antikorlar olugur. Daha geg olarak bu primer yanit -
ozellikle yiiksek antijen spesifikligine sahip IgG sinifi antikorlarin olusturdugu
sekonder bir immun yanita doner. IgM'den {gG sinifina dogru olan bu
dénlgtim, hem nonspesifik hemde Treponemaya ait antikorlarla ortaya gikar.



Sifiliz infeksiyonunda en erken 14 giin sonra hastalarin serumunda
[gM sinifindan antitreponemal antikorfar saptanir. Infeksiyondan 3-4 hafta
sonra (primer lezyonun ortaya Gikist ife veya kisa bir siire sonra) IgG sinifi
anti freponemal antikoriar olusur. Bunlar B lenfositler tarafindan sentez edilir.
Nonspesifik lipoid antijenler basta veya biraz daha ge¢ olarak gosterilebilir
(lipoid IgM antikorlar infeksiyondan 5 hafta sonra ; lipoid IgG antikoriar
infeksiyondan 6 hafta sonra). Treponemaya 6zgl immobilize antikorlarin 6zef
bir yeri vardir. Bu antikorlar Gzellikle IgG sintfindan antikorlardir ve
Treponema pallidum (TPI) testi ile gdsterilebilir. Ancak birinci devre sonunda
ve ikinci devreye gegiste, vani infeksiyonun basiangicindan 8 hafta sonra
ortaya ¢ikar. Tedavi edilmemis sifilizde kural olarak 19G antikorlar yagam
boyu gosterilebilir. IgG antikorlarina oranla igM antikorlarinin  devamli
olusumunda, plazma hiicrelerinin roflerinin  bulundugu, devamli antijen
stimilasyonunu da  dokudaki Treponema palfidum’lanin  sagladig
diistiniimektedir. Kanda dolagan antikorlarin beliri bir titrasyon disusi,
yanhzca sifilizin birinci devrelerinde veya erken ikinci evrede uygun tedavi
yaptimis hastalarda gergekiesir. Geg yapiimis bir tedavi sonunda
Treponemaya spesifik 1gG antikorlan, hastaligin  iyilesmesi veya
iyilegmemesine bagh olmaksizin hayat boyu ylksek serum dilisyonlarinda
gésterilir (sero-rezistan serofojik reaksiyonfar). lanlizca nonspesifik lipoid
antikorlanin titrasyonu, serolojik olarak gosterilebilme sinirlarinin altinda
ofabifir. Sifiliz etkenin tuttugu organizmadan uygun bir tedaviden sonra
kayboldugu kabul edildigi i¢in neden geg primer sifilizde, sekonder sifilizde ve
ge¢ sifilizde yeterli gelen tedavilerden sonra da spesifik sifiliz testlerinin
reaktif kaldi§! gok glig agiklanabilmektedir. G6z kamarasi suyu, lenf nodiilieri
veya omurilik sivisi gibi Treponemalarin gok fazla patojen oimadidi yerlerde
tek bir etkenin veya parganin sebat etmesi lizerine tarbismalar olmustur.
Ancak devamli olarak antijenik agidan aktif kalrlar. Viral veya bakteriyal
infeksiyonlardan sonra allerjik kontakt duyarhitktan sonra olan sgekle
benzeyen sekilde, kesin hicre kolonilerinin yagsam boyunca hatirlanma
yetneginede sahip oldugu dustintlebilir. Buniar negatiflesmeyen serolojik

reaksiyonlar olarak yasam boyu serumda kanitlanabilir.



Treponema pallidumun itk girdidi yerde lokal ¢ogalmasindan sonra,
etken lenfatik yolfa ve kan yoluyla konagin bltlin organianna ufasir. Hiimoraf
immun yanttin baglamasindan sonra Treponema antikor kompleksleri invivo
meydana gelir. Bu kompleksler kompleman sistemini aktive eder.
Kompleman fakiorleri Treponema duvarina yapigir. Bakterilerin duvarinda iyi
bilinen delikler vardir. Lizozim bu delikler yoluyla gegebilir ve Treponemalarin
substratina ulasir. Eger etken miktarni azalmis ve ayni zamanda biyolojik
defans mekanizmasi kuvvetli ise bu invivo reaksiyonu Treponemanin élimi
izler. Biyolojik sonug spontan iyilesmedir. Bu durum serolojik testler ile
anlagilabilir. O taktirde Treponemaya 6zgl IgM'nin yoklugu ve diisik titrede
spesifik IgG antikorfarinin varli§i saptanir. Eder infeksiyonda Treponema
pallidum ¢ok ise ve immun yanit disiik ise, infeksiyon, hastahgin tipik
belirtilerinin yardimtyla kiinik olarak saptanabilir. Bu durum aynca IgG
antikorlarinin  oldugu kadar Treponemaya 6zgl IgM'nin gdrilmesiylede
serolojik olarak taninabilir. infeksiyonun sonraki seyrinde IgG antikorlarimin
titresi, IgM sinifindakileri asar. Mikéz membranin Veya derinin primer
infeksiyonundan sonra bdlgesel lenf nodiilleri de infeksiyon etkeni tarafindan
tutulur. Olasilikla lenf nodilleri hiicrelerinden (inflamasyon yolu ile tikanan)
lipid igeren mitokondriler kan igine alinmaktadir. Infekte olan organizma
normal intraselller mitokondriyal yapilan kendisinin bir parcast gibi
algilayamamas) nedeniyle bunlarn antijen olarak kabul eder. Bu durum
antilipoidal antikorlarin gésterilmesi ile serolojik olarak taninabilir. Bu yiizden
antilipoidal antikorlarin  olusturuldugu ve bunlanin Treponemaya 6zgl
olanlardan énce hasta serumunda gorilebilecegini disinmek hatall ofur.

Sifilizde iki tlrlli antikor sentez edilir: Treponemaya 6zgii IgM ve IgG,
antilipoidal IgM ve IgG. Hastalik yeterli bir sekilde tedavi edildiginde
organizma Treponemaya 6zgii IgM antikorlarinin Gretimini durdurur. Bu
durum bilindigi gibi diger infeksiyon hastaliklarinda gériilmektedir. Eger
antikorlarin bu tipi bir yildan daha fazla goriilirse, ya tedavinin yetersiz
oldugu yada bu siire iginde hastada yeni bir infeksiyonun meydana geldigi

dusuniimelidir.



Bu gozlemler izole igM antikorlaninin goésteriimesinin ne kadar énemli
oldugunu gosterir. Treponemal ve antilipoidal antikorlar infeksiyonun
gecmesinden sonra daha uzun bir siire kalabilirler. B lenfositleri tarafindan
gergeklestirilen lipoidal IgG sentezi, lenf nodtillerinin inflamasyanunun ancak
yillar sonra ortadan kaldinimasy ile ortadan kalkar. Bu durum Veneral
Diesaese Research Laboratories (VDRL) testinin reaktiften nonreaktife
doénismesi ile serolojik olarak anlasilabilir. Bununla birlikie boyle bir
gozlemden Treponemal infeksiyonun Iiyilestigi ileri sirilemez. Cunki
nonreaktif VDRL'l, ancak aktif infeksiyonun klinik belirtilerini gbsteren ve
reakiif Treponemaya 6zgi IgM antikoru bulunan ve tedaviye gereksinim
gosteren olgularin bulunacagi bilinmelidir. Geg latent sifilizde Treponemal
IgG antikorlarinin titresi gok yiksek degerlere ulasir. Ayni zamanda IgM
antikorlari, deneysel immunoloji sayesinde iyi bilinen feed-back
mekanizmaya baglt olarak azalir. Bu kosullar altinda aktif infeksiyoniu
hastalarda biyolojik olarak yalanci nonreaktif IgM testini gézleme olanagi
vardir. Treponema pallidum ile ikinci veya muitipl infeksiyonun immdnolojik
seyri, primer infeksiyonunkinden ¢ok daha farkhdir. Ayn antijen kompleksi ile
yineleyen bir temas, onceden olmus 1gG antikorlarina karst siddetli bir
reaksiyon dogurur. Reaksiyon lenfositlerde spesifik IgM antikotlarin salinimi
Uzerindeki feed-back etki ile kombine edilir. Bu nedenle degisik Treponemal
infeksiyonlari geciren hastalarda igM antikorlarinin sentezi hemen
olmamaktadir. Dolayisiyla antikorun bu tipinin gérilmeside gecikir. Sifilizde
kompleks immiinolojik mekanizmalar dikkate alimirsa, birgok durumda
serolojik tani elde bufunan testler ile gabuk ve dogru bir sekilde saglanabilir.
Sifiliz infeksiyonlarina kargt dogal bir immiinite bulunmaz. Primer sifiliz
sirasinda bile bir imminite durumu ortaya cikar. Boylece o anda bile
siirmekte olan sifiliz infeksiyonu, hastaliga yakalanmig organizmay! bir siiper
infeksiyondan korur. leterli -bir infeksiyon immiunitesi bulunuyorsa yeni bir
inokiilasyon bélgesinde higbir primer etki olugmaz. Sifiliz uygun bir tedavi ile
yada spontan olarak iyilesmis ise, infeksiyon immuniteside kaybolur. Vicut
daha sonra yeni bir sifiliz infeksiyonu igin yeniden duyarh bir duruma gelir.
Etken tekrar alindi§inda yeni bir sifiliz infeksiyonu ortaya gtkar (1 ,28,30,31).



KOMPLEMAN SiSTEMI

Kompleman, dogal direnci  olugturan  himoral  fazdaki
komponentlerden birisidir. Pfeiffer 1894'de kobaylarn kolera vibriyonuna kars:
bagisiklamis, bu bagisik kobaylann peritonuna kolera vibriyosu kiltlrd
enjekte etmistir. Belli araliklarla aldidi periton sivisi érneklerini incelediginde
vibriyolarin 6nce hareketlerini kaybettiklerini, sonra siserek deforme olduklari
ve en sonunda pargalanarak eridiklerini gbzlemigtir. Gorildigu gibi bakteri
diginda bakteriyoliz olaylarinda rol alan en az iki madde sdz konusudur. Birisi
deneye sokulan bakteriye 6zel badisik serum (yani antikor) digeride taze
serum (lani kompleman olarak isimlendirilen proteinler). Taze serumun
memeli hayvanlardan birisine ait olmasi yeterlidir. Bu taze serumlardan
lizozimin etkisi kaldiriirsa bakteriyolitik etki kaybolmaz. Bagisik serumda
bulunan etmen ise antikordur. Taze serumda bulunan beklemekle ya da 56
‘C'de 30 dakika isitiimakla etkisizlegen antikor diginda ve badgtklikla ilgisi
olmayan bir etkenin bulundugu bu deneylerle ortaya ¢ikmig oluyor. Bu etkiyi
yapan maddeye adeta yarim kalan éldirme islemini tamamlayan anlaminda
kompleman adi verilmektedir. Ehrlich bu faktéra kirilgan olarak nitelemistir.
Bu gelismelerden sonra Bordet (1898) hayvanlar bakteriler yerine yabanci
eritrositler ile bagisiklayarak elde ettigi bagistk serumu, eritrosit
suspansiyonlari ve taze serumla kangtininca bu kez eritrositlerin hemoliz
oldugunu géstermistir. Bagisik serumun kullanildigi bu olay komplemanin ”
Klasik aktivasyon yolu" olarak isimlendirilir. Bu deneyde tavsan eritrositlerinin
kullaniimasi durumunda litik etki igin badisik seruma ihtiyag kalmayacak ve
eritrositler sadece taze serum ile lize edilebilecektir. Antikora gerek
duyulmayan bu hemoliz olay! ise komplemanin " Alternatif aktivasyon yolu"
denmektedir (10,13,14).

Dolayisiyla kompleman iki degisik mekanizma ile hedef hicreye
ulagmakta ve yeterli oldugunda, onu &idlrebilmektedir. Birinci kiasik, ikincisi
ise alternatif dldirme yolu olarak adlandinimaktadir. Cesitli aktivatorlerin
stimifasyonu ile baslayan kompleman aktivasyanu, klasik ve alternatif
denilen farkli yollardan C5 komponentine kadar gelir. Buraya kadar enzimatik
bir kaskad s®z konusudur. Daha sonra nonenzimatik bir kaskad ile hedef
membranina gémuild bir kompleks (MAC) olarak biter. Bu kaskadin desarii

asagidaki basamaklardan olusur.



a) Klasik aktivasyon yolu ( enzimatik ) :

Coguniukla 1gM ve IgG1, IgG2'den olusan antijen . antikor
komplekslerinin CH3 ve CH2 domentlerine Cig'nun alti pargcadan olusan
non-kovalen ba§ yaparlar. Membran ylzeyinde olan bu i¢ hareket, Ca+2
iyonlan ile stabil olan C19-C1r2-C1s2 kompleksinde C1g’nun konformasyon
degdisikhigi ile C1r esteraz aktiviteleri dolayisi ile C1s enzimatik aktivite
kazandinr. Cl1s'de serbest halde bulunan iig polipepiit zincirli C4'G C4a
C4b'ye aywir. C4b membranin bir bagska yiiziine baglanir. C2 proenzimi
Mg2+ iyonlan katalizorliginde C4b ile Cis'e hassas bir kompleks haline
gelir ve C2, C2a ve C2b'ye pargalanir. Membran Uzerinde C4b2aC3
konvertaz kompleksi olusur. Bu komplekse C3 baglanir ve C3a plazmaya
atilir, C3b ise bagdl kalir. Bu ise C5-konvertaz olan C4b2cC3b kompleksinin

olusmasina yol agar (15,16,17).

b) Alternatif aktivasyon yolu { enzimatik ) :

C3 molekiilii kendiliginden su molekilleri ile C3 (H20) kompleksini
olusturur. Bununla birlesen fakidor B faktér D'nin hedefi haline gelir ve
inisiyasyon (baslangig) faktori denen C3 konvertaz olusur. Burada pazitif
geri beslenme vardir. Hizht bir C3 amplikasyonu soz konusudur. Eger bu
konvertaz properdin fakiorl ile asosiye olursa yar omrli 20 dakika olan bir
C3 konvertaz, C3bPBb, olusurki bu da C3 molekdillerinin pargalanmasini
arttinir. Bu kompleks ilave bir C3b ile birlesir ise. 0 zaman kompleks molekiil
C5' pargalama potansiyeline sahip, C3bPBbC3b olan, C5 konvertaz olusur

(15,16,17).
¢) Litik yol { non-enzimatik ) :

C5 komponenti C4bC2aC3b kompleksine yapisir. Baglanti C3b ve
C2b ile yapilir ve C5a fragmani plazmaya diflize olur. Cbb ise ayn bir
membran ylizeyine yapisir. Artik bu fragman, C6 ve sonra C7 reseptdrii
haline gelmistir. C7-konformasyonel yapisini degistirir, hidrofobik bolgelerini
gizleyemez, plazma membrani lipid ¢ift katmanina ( lipidbilayer ) dolar. Bu
kompleksine C8 komponentide non-kovalen baglarla _baglandiginda
hidrofobik bolgeleri agiga ¢ikar. C8 fragmani, hidrofobik zinciriyle membran
ylizeyine yayilir, hidrofilik zinciri ile membrana dalarak, lipid katmana 10

nm'lik bir delik agar.



Daha sonra bu durumda olan C5b-8 kompleksine C9 proteini baglanir. Bu
baglanma ile 12-19 tane alt C9 Unitesi bu kiiguk defijin gevresinde polimerize
ofur. Bunun sonucunda da "hidrofilik-amfifilik” déntstim ofur. Hidrofobik kisim
dis ylizeyde kalir, hidrofilik kisim ise i¢ yiizeye dalar. Neticede membranda
100-110 nm'lik por olugur. Bu porlan olugturan komplekse "membran atak
kompleksi* ( MAC ) denir. Daha sonra hiicreye kalsiyum girigiyle enetjinin
bitisi ve membran potansiyelinin kinhsi ile de, Na+ girisi ve K+ ¢ikist artar. Bu
asirt sizma ya por iginden ya da MAC ile hiicre duvan arasindan olmaktadir.
Hucre igi yUksek molekil agirhkh proteinlerin yogunlugundan dolay: mikro
cevredeki su osmotik basing ile porlardan igeri girer, hiicre siser ve

gegirgenlik bozulur. Sonugda hiicre fize olur (14).
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SIFILIZIN LABORATUAR TANISINDA KULLANILAN TESTLER

NONTREPONEMAL TESTLER

1901'de Bordet ve Gengun sifiliz icin serolojik testleri geligtirdiler.
Daha sonra 1906'da Wasserman kompleman fiksasyon testlerini buldu. Bu
test icin Wasserman'in kullandi§i antijen, konjenital sifilizten 6imuls yeni
dogan karaciger ekstraktlariyd:. Wasserman antijenlerinin spesifik oldugunu
dusinmiisti. Fakat daha sonra Landsteiner diger dokularda, ézellikle alkolde
ekstre edilen sigir kalbinin bu antijen kadar iyi oldugunu gosterdi. Ayrica
kolesterol ve lesitin ekleyerek antijenin hassasiyetini arttirdi. Kompleman
fiksasyon testleri sifiliz tanisi igin cok yardimei olmasina ragmen, fazla antijen
gerektiren ve yapilmasi komplike testlerdi. 1907'de Michaelis sifilitik
karacigerin sulu ekstraklanm kullanmis 1917'de Meiniceke karacigerin
sodyum kloriirili veya distile sulu exkstraklarini kullanmig, kompleman
gerektirmeyen ilk presipitasyon testlerini sonuglandirmisti. 1922 Kahn birkag
saatte makroskopik olarak sonug alinan fiokllasyon testlerini bufdu. Kahn
testinin birgok degdisik modelleri gesitli arastirmacilar tarafindan, hassasiyeti
ve spesifikligi fazla modelieri ortaya gikarbld). Tlim bu testlerin sakincasi,
antijenin farkli dokulardan ekstre edilmesiydi. lani testierin standardizasyonu
farkliydi. Toplanmis serum &rnekleri ve test antijenlerinin duyarhhk, 6zgUllik
ve tayin farkhhiklar icin kontrol antijenler gerekliydi. 1941'de Pangbbrn,
fosfolipit yapidaki sigir kalbi aktive antijenik komponenti olan kardiolipini izole
etti. Kardiolipin, lesitin ve kolesterol birlikte sifilitik antikorlann tayini igin
serolojik aktive antijenlerdir. Ham dokudan elde edilen antijenin aksine
kardiolipin, lesitin, kolesterol antijenleri serolojik oldugu  kadar kimyasal
olarakta standardize edilebildi. Bu testler, Treponemaya ait bir kaynak
kullanilmadigindan non-Treponemal testler olarak -adlandiriimigtir. Bu
yontemle tespit edilen antikorlar bazi ¢aligmacilar tarafindan reagin diye
isimlendiriimistir. Gergekte bu ydntemle tespit edilen antikorlar 19G ve igM
sinifi antikorfardir. Bu antikorlar lipoidal antijenlere kargi ortaya gtkmaktadir.
Bu antijenler Treponemalarnin konak dokularla etkilesimi sirasinda ve bizzat

Treponemalarin kendilerinden kaynakianabifimektedir.
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Antilipoidal antikorlar nonspesifik antikorlardir. Sifilizde ortaya cikbdr gibi
sifiliz digindaki hastaliklardada ortaya ¢ikabilecedi belirtilmistir. Bu yeni elde
edilen antijenfer VDRL gibi mikroflokiilasyon testlerinin gelistiriimesini
saglad). VDRL antijenlerine kolin klorid ve EDTA eklenmesi antijen
suspansiyonu ve test reaktivitesini arttird: (4,6,9,28).

VDRL, Veneral Disease Research Laboratories'in kisaltilmis ismidir.
Kardiolipin-kolesteral-lesitinden olusmus antijen ve Isitimis serum birer
damia lamin Gzetine konur ve karistinidikta sonra mikroskopta ﬂok(jlasyon
izlenir. Flokilayon birbirine yapigmak demektir. Antikor antijen kompleksi bu
testte kisa bir stire sonra antijenin ozellijine bagh olarak pthtiya benzer bir
agregat olugturur. Sonuglar reaktif, zayif reaktif, yada nonrektif olarak
adlandinfir. VDRL mutlaka titrasyon belittilerek rapor edilmelidir (1,5,28).

RPR, Rapid Plasma Reagin testi, ok sayida Grnegin hizh bir sekilde
calgildids, bir alan izleme prosediiri olarak geligtiriidi. RPR, vyiiksek
reaktiviteye sahiptir ve plazmanin istenilen hacimierinde yapilan bir testir.
Teardrop kart kullanilr, taramaya uygundur, kémiir emdirilmis antijen
kullaniir. RPR testi 6zel labratuvar elamanlar gerektirmeden kolayca
uygulanabilir. Bitiin gerekii malzemeler kit iginde kullanthip atilabilir. Sonuglar
makroskopik olarak pozitif veya negatif olarak gézlenir. Diliisyon yapiarak,
VDRL yerine RPR caligiidiginda ayni titrasyon sonucu afinamayacagindan
kantitatif VORL calismak daha glvenilirdir, Ustelikte diflisyon yapidig igin
prozone olay! engellenmis olur.

PCT, Plazmokrit test, RPR testine benzerdir. Bu test igin
mikrohemotokrit calismasindan kalan plazma kullanilabilir. Bunun igin ven
ponksiyonu gerekli degildir. Bu test Yeni dodanlarda kolayca uygutanabilir.

RST, Reagin Screen Test, lipidde gbzillebilen Sudan Black B
kullanilarak  yapilir ve isitimamis  serum  kullanihir.  Antikor antijen
kompleksinin olusumu sirasinda antijenin bu boya ile reaksiyonuna dayanir.

Tant dederi olan bir testtir.
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Kolmer Kompleman Birlesmesi Deneyi; bir antijen kendi antikoru ile
birlestikten sonra, olusan bu bilesik, ortama katilan kompleman ile birleserek
onu baglar. Iste bu serolojik deneyle tarafimizdan katilan komplemanin
izlenmesi ile, elde bilinen bir antijen var iken serum yada vucut sivilarinda
ona uygun antikorun, yada elde bilinen antikorlar igeren bagigik serum
varken, bunlara uygun antijenin variiklanmn arastinimast olanakli olur.
Elektrolitli ortamda kendi antikorlan ile bir arada kalan koyun eritrositlert,
komplemana karsi duyarllagiriar. Bu kansima hemolitik sistem adi verilir.
Kolmer kompleman birlesmesi deneyi bilinen kardio[ipin‘ antijenleri
kullanifarak hasta serumlarinda Nontreponemal antikorlart ortaya gtkararak
hastahk tanis) koymak amaclariyla kulfanilir (2). )

Sifiliz hastalaninin ¢ogunda nontreponemal serolojik testler erken
primer sifilizde yani fezyonuh gdriilmeye baglandigt 4-7 gdn sonra pozitif
olmaya baslar. Herseye ragmen primer sifilizde nontreponemal testler %13
ila %41 hastada negatif ¢ikabilir. Bu ylzden testin reaksiyon vermemesi, yani
non reaktif olmamasi, her zaman hastaligin olmadigl anlamina gelmez.
Sekonder sifilizde bu testler her zaman pozitiftir. Sadece ok yiiksek antikor
titrasyonlarinda prozon olmakta ve test negatif sonug vermektedir. Serumun
sulandirimast ile burada ortaya gtkan prozon reaksiyonun 6niine gegcilebilir.

Antikor titrasyonu genellikle ya sekonder, yada erken jatent evrede
en yiksek diizeylerine erismekiedir. Bazen hasta tedavi edilmese bile,
hastaligin ilerlemesi ile antikor dizeyleri azalmaya baslamakta nonreaktif
olabilmektedir. Tedavi ile hastalarin biiyiik bir goguniugunda 3 ila 12 ayda
non-Treponemal antikorlar negatif olur ve ancak ¢ok az bir kisminda diguk

titrasyonda pozitif sonuglar alinabilir.
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Nontreponemal serolojik testler birgok nedenle rahathkla pozitif
sonuglar verebiimektedir. Bunlardan baglicalar olarak pnémokok pnémoniler,
bakteriyel endokardit, utkus molle, kizid, sitma, tiberkiloz, lepra, riketsiyoziar,
mikoplazma pnémonisi, lenfograntiloma venereum, psittakozis,
tripanozomiyasis, borelyozisler, leptospirosis, gicek yada gigek agilamasi
yapilmast, kizamik, su gigegi, infeksiyoz mononiikleoz, viral hepatit, gebelik,
intravendz uyusturucu veriimesi, bag dokusu hastaliklar, yashhk, kronik
karaciger hastahkian, multipl myelom, birden fazla kan transfiizyonu,

ilerlemis kanser sayilabilir.
Nontreponemal testlerin pozitif ¢iktigs durumiarda Treponemal testlere

gegilmelidir.

TREPONEMAL TESTLER

Nontreponemal testlerde, infeksiyonla doku hasari, imm{inizasyon
veya ofoimmun hastaliklar gibi bircok sebepten dolay) nonspesifik veya
yalanci pozitif sonuglar alinabilir. Onceleri Treponema’iardan elde edilen
ajanlar kullanarak bazi testler gelistirimeye calsildi. Fakat 1949'a kadar
basarili olunamadi. Nelson ve Mayer ilk Treponemal antikor testi olan TPI
testini buldular. TP! testinde antijen olarak tavsan testisinde Gretilen
Treponema pallidium’lar  kullanildi. Bu  test icin  immobilize canl
Treponema’larin, hasta antikor ve komplemani ile etkilesimi temeldir. TP!
testi hizla sifiliz icin spesifik test olarak kabul edildi. Bununia birlikte TPI
testinin, teknik farkliliklar, zaman kaybi ve pahaliya yaplimasi gibi
nedenlerden dolayt benzer yontemler arandi. Bugin TPI testi sadece
labratuvar arastirmalarinda kullaniimaktadir. 1957'de Fluoresent Treponemal
Antibody (FTA) test gelistirildi. Orjinal FTA yonteminde fuz soliisyonunda 1:5
diliie edilen hasta serumu ile 6l Treponema suspansiyonu reaksiyonu
kullanshr. Konjugat olarak fluorasan igaretli anti-human immunglobulin
kullaniidi ve test U.V. isinh mikroskopta okundu.
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Fluorasanl bilesik, fluorasan izotiyonat (FITC) isaretli anti-human
globulin konjugat kullanildigr zaman nonspesifik reaksiyonlar normal serumiu
orneklerin yaklasik %25'inde rastlandi. Bu hatalt pozitif reaksiyonlar ortadan
kaldirmak igin hasta serumlan 1:200 sulandinidi. (FTA-200) FTA-200 testi
yliksek §zglllige sahip olmasina ragmen gok duyarlt degildi. FTA testinin
nonspesifik reaksiyon vermesinin sebebi Treponema pallidiumun gok fazla
antijenlerinin varligt ve nonpatojen Treponemalarin bulunmasiydi. Deacon ve
Hunter absorbsiyon ile yaygin antijenleri uzaklasgtirdiiar. Onlarin bu bulusu
daha spesifik ve sensitif FTA absorbsiyon testi FTA-ABS'nin geligtiriimesine
sebep oldu (4,9,28).

FTA-ABS, Testin yapihisi aynen FTA testi gibidir. Ondan daha duyarl
oldugu igin buglin FTA testi yerine FTA-ABS testi kullanilmaktadir. Hasta
serumu, sifilizin  nonspesifik grup antijenlerini  uzaklagtirmak igin
ultrasonografik fragmente edilen Reiter tirt Treponemalarin ekstreleri ile
absorbe edilir. Boylece FTA testi, spesifikligi daha geligtiriimis olan FTA-ABS
testi seklinde yapilmus olur (1,4,9,8).

TPHA, Treponema pallidum hemaglitinasyon test, spesifik olmayan
antikorlar absorbsiyona ugradikfan igin, ileri derecede duyarlik
kazanmaktadir. Bu test ile igM ve ayni zamanda IgG antikorlari saptanmakta
oldugundan, sifilizin tanisinda énemli bir yeri vardir. lapiimast kolay olup,
titrede edilebildiginden tercih edilmektedir (1,8,28).

HATTS, Hemagilltinasyon Treponemal Test for Syphilis, testinde kus
eritrositleri kullaniimakta diger prensipler TPHA ile benzerdir (1,7).

MHA-TP, Mikro Hemaglutination Assay-Treponema pallidum,
TPHA'Ya benzer prensibe dayanir. Fakat daha az reaktif ve serumla galisan
mikro testtir. "

ELIZA test sistemi ile Treponema pallidum spesifik IgG yada igM
testlerinin ayr ayr yapilmas) bu testiere ek bir avantaj getirmektedir (1,37).

15



Treponema pallidium’un Direkt Tayin Yéntemleri

Hayvan Deneyleri

Treponema pallidium infeksiyonu tayininde en eski method hayvan
infektivite testleridir. Hamsterden sempazeye kadar bir gok hayvan hem
Treponema hemde infekfivite tayininde kullamidi. Fakat ¢ogu hayvanda
infeksiyon belirtisi ve reaktif serolojik testler gefistirifemedi. Tavsan bu
konuda en pratik hayvandir. Ciinkii inokiilasyon bdlgesinde lokal bir lezyon
yapilabilir. Dokular hayvanin yasami boyunca infekte kalrr, infeksiyon bir
hayvandan digerine gegirilebilir ve sifilizin serolojik testieri reaktif bulunabilir.
infekte oldugundan slphelenilen &rneklerin inokiilasyonu  genellikle
intratestikiiler veya intradermaldir. Bunun yamnda tavsanlar, okiilar veya

intravendz olarakda infekte edifebilir.

Karanhk Alan Mikroskopisi

Lezyonlar bagladigr zaman en spesifik ve erken sifiliz tanisi,
organizmanin direkt tayini ile yapilir. Karanhk alan mikroskopisi ve DFA
testleri freponema pallidium tayininde yaygin olarak kullaniir. Karanhk saha
mikroskopisi hentiz kurumamis lezyonlardan (sankr, kondifoma fafa, mikoz
plaklar) alinan &rneklere uygulandiginda dogru ve tekrartanabilir sonuglar
vermektedir. Dolayis! ile primer, sekonder, infeksiyéz niks yada konjenital
sifilizde tslak lezyonlar gériildtigtinde itk segilecek yéntemdir.

immunofluoresan Mikroskopisi

Lezyon eksldalari, trakeobronsial sekresyonlar, serebrosipinal sivi,
okiler siv), biopsi yada otopsi 6rneklerinde galismaya uygun bu yontem
karanlik saha mikroskopisi olmayan yerlerde yada érmegin transfer edildigi
durumlarda yararhdir. Ornek lama tespit edildikten sonra anti subspesies
pallidum antikorlari ve' bu antikora karst hazirlanmis FITC ( Fluoresein
izotiosyanat ) ile igaretlenmig ikinci antikorla freponemalar boyanir ve

fluorasan mikroskopta izlenir (1,4,9).
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GEREG VE YONTEM

Hastalik tanist amact ile Kompleman Birlesmesi Deneyleri

Amac eldeki belirfi antijenlere karg), hasta serumunda antikor
arastinlarak hastalik tanisi koymaktir. Kompleman birlesmesi deneyleri gesitli
hastaliklarin tanisi  amacina yoénelik uygulanmistir. Bunlardan en gok
kullanilan yéntemler Kolmer teknigi ve Laboratory Branch of the Center for
Disease tarafindan standardize edilen yontemierdir (2,19,20).

Kompleman birlegmesi deneylerinde genel ilkeler:

HASTA SERUMLARI

Kandan ayrilan serumiarin, berrak hemolizsiz olmalari ve bakteriler ile
kontamine olmamalari gerekir. Hasta serumlart deney gliniinde 56°C'de 30
dakika tutularak inaktive edilmis ve sogukta bekletiimistir. Daha &nceleri
inaktive edilmis ve bir glinden daha uzun slre sodukta bekletilmis serumfar, .
deney giiniinde yine 10 dakika inaktive edilmistir (22).

KOYUN ERITROSITLERININ (E) HAZIRLANMASI

Koyun kani ya hayvanin vena jugularis'inden teknigine uygun olarak
icinde %10 sodium sitrat eriginden, alinacak kan hacminin 1/10'u kadar
bulunan, yada igerisinde boncuk bulunan bir siseye alinmigtir. Sitrath
kaplarda kan ile sitrat erigi kanisincaya kadar, boncukiu sisede kan defibrine
oluncaya kadar gevirme hareketleri ile kangtinlarak pihtilagmasi onlenir.
Kullanmadan &énce stabilizasyon igin en az bir hafta 4°C bekletilmistir.

Defibrine kan 10 eritrosit/ml igerir.

17



Defibrine kan slizgecten gegirilmis, Uzerine kan haciminin onda biri kadar
100 mM EDTA damlatimis (10 mM), 5 dakika 37 C'de su banyosunda
tutulmustur. Daha sonra kan en az lg kez olmak izere 10 hacim serum
fizyolojik ve Jelatinli Veronal Buffer Sollsyon (JVBS++) ile sogukta
yikanmistir. Son yikama JVBS++ ile yapidmistir. Bu iglemlerden sonra
deneyler sona erinceye kadar eritrositler hep buzdolabinda bekletilmigtir.
fikama 2500 rpm, 5 dakika santrifiijle yapilmistir. likamada hedef Gst stvinin

renksiz olmasidir.

E (koyun erifrositlerinin) hazirlanmass ve sayimi:

0.5x10E/mi 1125 sulandinldiginda 412 nm'de 0.56 OD
1x10 Efml 1/25 sulandirildiginda 541 nm'de 0.42 OD
1x10 Efml 1/15 sulandinldiginda 541 nm'de 0.7 OD

Mikroplate'lerdeki eritrositler ELISA okuyucusunda:

1x10 E/ml 1/25 sulandinidiginda 541 nm'de 0.250 OD
vermelidir.

ANTIJEN

Kompleman birlesmesi deneylerinde antijen olarak Behring
firmasindan temin edilen Kardiolipin antijen kullanimugtir. Uzerinde
kullanmilacak yéntem ile bu yénteme uygun titrasyonlarn yazilidir. Bununla
beraber laboratuvar kosullarina gore antijen titrasyonu en az bir kere

yapilmistir.

Antijen titrasyonu: Antijenler kendilerine karst antikor igeren kuvvetli olumlu-
serumlarla titre edilmistir. En iyi ydntem antijenin gesitli sulandinmiart ile
olumiu serumun gesitli sulandinmlarinin gaprazlama olarak kargilagtirimalar
ile yapilan titrasyondur. Kullanilan her yontemde birim hacimler streler ve
bekletiime sicakliklari arasinda aynmlar oimakla biriikte temel ilkeler aynidir.
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KOMPLEMAN

En standart ve en etkili kompleman kobay serumunda bulundugundan
kompleman birlesmesi deneylerinde kompleman olarak bu hayvanlarn
serumlar  kullanimistir. Ancak bazi kobay serumlart nadiren koyun
eritrositlerine kargi hemolitik etki gdsterebilirler. Bunlarin aym miktar koyun
eritrositleri ile bir gece +4 "C'de bekletilip absorbe edilmeleri, sonra.
santrifiijlenerek ayrifan kobay serumu kompleman olarak kullaniimalidir.
Ayrica birkag kobaydan alinan serumlar kanstirilarak kullanimistir. Deney
giiniinde kompleman titre edilmis ve titresine uygun olarak kullanimigtir

(2,21).
KOMPLEMAN TITRASYONU

Mikroyontem ile Kompleman Titrasyonu

Mikroyontemin referans yonteme Kargt standardize edilmesi icin,
aywrag oranlar sabit kafmak sartiyla, degdisen total hacimlerle deneyler
yaptimistir. Bu hacim degerleri 200-300 um arasinda degismistir.

Deney sotyle yuritiimistir. Kobaydan alinan serum genelde
7kuyucuk iginde 1/1024'e kadar seri seyreltiimigtir. Bir saat +4 “C'de inkibe
edilmistir. Zaman kaybetmeden EA katimigtir. Ardindan yarim saat 37°C'de
inkiibe edilmistir.Hemen soguga alinan plaklar 400 Xg'de santriflj edilmigtir.
Ust sivi atilirken, dipteki hilcreler iizerine 0.240 ml distile su eklemigtir.
Hafifge calkalamp eritrositleri lize edilen kuyu igeriginin bir saat iginde 550 nm
dalga boyunda absorbanslant okunmustur. Degerlendirme kompleman
titrasyonu formuili kullamiarak yapilmigtir (12,20,21).

Deneyin iki kontroll vardir. Bunlardan biri spontan eritrosit hemolizini
saptamak maksadiyla deneye katilir, ve %OT ofarak adlandinlir. Bu
kuyucuklara serum yerine JVBS++ konmus ve kuyucuklar inkibasyon
siiresince aynu sartlara tabii tutulmustur. Diger kontrol ise, tim eritrositlerin
patlamasi durumunda ortaya gikacak optik densiteyi bulmak maksadtyla
hazirlanmistir. Burada eritrositler dogrudan suyun igine alinmistir.
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Kompleman titrasyonun hesaplanmasi

Deney sonucunda elde ettigimiz optik dansite (OD) degerleri
kullanarak deneyin aktivasyon degeri CH50/ml (nitesi seklinde

hesaplanir.
Segilen OD degerlerinin herbiri su formdlle birer Z degerine
cevrilir; ’
OD %OT - OD denek
Z=

OD denek

Absisi (/1 Unitesinden serum miktan, ordinatt Z olan Log-Log
grafik kagidi hesaplama igin kullarmhir. Bu grafik Gzerinde bulunacak iki
noktadan gegen egri cizilir. Bu edriden Z=1'e karst gelen serum ul
degeri bulunur. Bu ul degerinin ismi 1/3 CH50'dir. Oranti ile 1 ml'ye
karsi gelen CH50 degeri bulunur. Bulunan yeni deger Unitesi
CH50/mi'dir. Deney sonucunda elde ettigimiz OD degeri kullanilarak 2.5
CH50 degderi bulunur. Bu deder esas degerin kalibrasyonunda kullanilir.
Bu hesaplan yapmadan 6nce su sartin deney esnasinda gergeklesmesi
gerekir:
%OT'nin degeri %100'in degerinden en fazla %5 kadar eksik
olmamalidir. Bu sart hemolizin deney sonuglarini bozmayacak kadar
dnemsiz oldugu 6ngoriiliir. Bu sart saglanmis ise bulacagimiz deger
saghkh demektir. :

Hesaplama, énce 1 CH50 bundan da 2.5 CHS50 degerinin
bulunmast ile sona erer. 2.5 CH50 de§erine tekabul eden bu ul serum
hacmi, deney protokoliinde denek tiiplerine R1 isimli kalibratér tipiine
konur. Bagka bir deyigle, 500 yl kompleman ayiracinin igindeki kobay
serumunun miktari bu hacimdir (12,21,33).

R1 ve bundan tiretien R1/2 ve R1/3 kalibrator serisi idealde gu

ozellikleri tasir:

CH50 Z Lize olan % EA
R1 25 ) 6.5 %88
R2 1.25 1 %47
R3 0.83 0.5 %32
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Hemolitik sistem

Hemolitik sistem titrasyonu deney guniinde yapiimis ve ona
uygun titrasyonunda kullaniimigtir. Hemolitik sistem Sigma firmasindan
Anti-Sheep Rabit immunglobilin (Hemolizin) ticari adi ite alinmigtir.

KOLMER KOMPLEMAN BIRLESMES| DENEY]

Reaktifler

1. %2'lik koyun eritrosit slispansiyonu
2. 1/10 ve 1/15'lik kompleman
3. 1/100, 1/150, 1/1000'ik amboseptér (Hemolizin)

4. 1/150'lik antijen

Deneyde kuilanifan amboseptér ve komplemanin aktiviteleri
titrasyon yapilarak tayin edilmistir. Deneye baglamadan once hasta
serumlan 56 °C'de 30 dakika benmaride inaktive edilmigtir. Her hasta
serumu igin Gift tip kullanilmig, dndeki sira tant tipd, arkadaki sira ise
serum kontrol tipii olarak degerlendiriimigtir. Kontrol tipiine 0.2 mi
hasta serumu, 0.5 ml serum fizyolojik (tuzlu su); tani tipiine 0.2 ml
hasta serumu, 0.5 ml antijen ve her iki tipe birden kompleman
titrasyonuna gore sulandirilan komplemandan 1 ml ilave edilmigtir.
Tipler 37°C'de 1 saat su banyosunda bekletildikten sonra her iki tlipe
0.5 m! amboseptor titrasyonuna gére hazirlanan hemolitik serumdan ve
%2 koyun eritrositi siispansiyonundan ilave edilmigtir. TUpler tekrar
37 C'lik su banyosuna koyulmus, 1 saat igerisinde okunarak pozitif,
negatif ve antikomplemanter olarak degerlendirilmistir (2,37).
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MIKROKOMPLEMAN YONTEMI

Koyun kanindan elde edilmis eritrositler (E) onceden titrasyonu
yapiimig hemolitik serum ile duyarhlastinilmistir (EA). Deneyde U tipi
ELISA plaklan kullanmistir. Her hasta igin arka (1 nolu sira), 6n (2 nolu
sira) ve diliisyon siralarina gore (112, 114, 1/8, 1/186,... oranfarinda)
kuyucuklar ayrilmigtir.  Arka kuyulara J-VBS++, hasta serumu,
kompleman titrasyonuna gore seyreltilmis kompleman koyulmustur. On
kuyu ve dillisyon kuyularina J-VBS++, kompleman titrasyonuna gore
seyreltilmis kompleman, titresine gore seyreltilmig kardiolipin antijen
koyulur. Deneyde li¢ kuyu kontrol olarak ayrilmigtir. Eritrosit kontrol
tiipline, J-VBS++, EA; antijen kontrol tipine, Antijen, kompleman, J-
VBS++, EAsistem kontrol tiipiine, kompleman, J-VBS++, EA
koyulmustur. Bir saat 4 C'de inkiibasyona birakiimistir. Daha sonra tim
kuyulara EA  koyulmustur. 30 dakika 37°C'de inkiibasyonda
bekletilmistir. Sonuglar makroskobik ofarak okunmustur.

Deneyde arka kuyulann hepsinde hemoliz goézlenir. On
kuyularda, negatif hastalarda hemoliz vardir. Pozitif kuyularda 6zellikle
kiigiik dilisyontarda hemoliz gézlenmez. On kuyularin timinde kuvvetli
hemoliz varsa hasta serum dillisyonu aritirarak deney tekrarlanir. Eger
hastada arka kuyuda hemoliz gbzlenmez ise o hastanin serumu
antikomplemanterdir.

Eritrosit kontrol kuyusunda, hemoliz olmamalidir. Olmussa
VBS++ izotonik hazirlanmamistir yada eritrositler dayaniksizdir. Deney
gegersizdir.

Sistem hemolitik kuyusunda, hemoliz olmug olmalidir. Olmamig
ise kompleman yada sistemde bir aksakhk vardir. Deney gecersizdir.
Antijen kontrol kuyusunda, hemoliz olmahdir. Olmamis ise antijende
antikomplemanterlik vardir. Yeniden titre edilmelidir.
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Mikrokompleman vintemi avireg dagilam:



Kullanilan gozeltiler

VBS++...... © 1.45 M NaCl:3.75 g/t Na-Barbital gozeliisi ile 5.750 g H-
Barbital kangimlarindan alinmis  g¢ozeltidir. (OH=7.3; i.s.=0.147;
konduktans=8.17 mohms). son konsantrasyon 0.15 mM CaClz ve 0.5

mM MgClz olacak sekilde kullantir (29).

MgCla...... . 1 M (95.3 g/mol)gdzeltisi hazirlanir. Otoklavianarak saklanur.

CaCla...... : 05 M (111g/moljgozeltisi hazirlanir. Otoklavianarak

saklanir.

J-VBS++.... : 5xVBS++ gozeltileri 1xVBS++ yapilir ve %0.1 Jelatin
katitarak kuffanilir. '

EDTA gbzeltisi.... : Etilen Diamin Tetra asetik asit maddesinin 0.25
molar konsantrasyonundaki maddesidir.
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BULGULAR

Bu caligma, Istanbul Tip Fakiiftesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dalt Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim Dali,
Istanbul Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dal ve Pakize |. Tarzi
faboratuvarlarina sifiliz tam amaciyla gelen 83 serum tizerinde
yaplmshr.
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HASTA MIKRO
MO TFRHA VDRL EOLMER EOMPLEMAN
neosgarrmrasee]
1 + “ “+
& 4 + + +
A + + + +
a - “+ + +
5 + + ! * i
& + + + +
‘; ¥ B o e e
S “ -+ “+ : i
G + + + “+
10 + + + +
11 + + + +
= + + + +
3 + + + +
14 + + + +
15 + + + -+
ié “+ + “+ +
17 + + + +
ig + + + +
19 + + + +
20 + + + +
2 + + “+ +
e “+ + + +
e’ + + + “+
24 + + + +
25 + + + +
g + + “+ +
27 + + + +
28 + + + +
29 + + -+ -+
0 + + - +
3 + + o+ +
32 + . - - -
i + - - -
4 *+ - - -
5 + - -~ -
36 + - - -
7 + - - -
8 + - ‘ - -
39 + - - -
40 + - - -

Tablo 5. Genel bhulgular



HASTA MIKRO
NG TRHA VDEL EOLMER KOMFPLEMAN
41 + - - -
A + - - -
47 + - % -
44 - - 3 %
i 45 “+ + - -+
by + - - +
a7 + + - + ,
| 48 + + - - |
4% + + - -
o] - + “+ -+
5l - + + +
52 - + * ¥
55 - + - +
54 = + - +
a5 - + =3 +
Gé - - + -
a7 + + i -
::‘ 8 £ = - 3
59 = i + +
&0 + = * £
&1 + - + +
&d + - + +
&3 = = ® %
64 ~ - - -
&5 ~ - - -
&b - - - -
&7 - - - -
&8 - - - -
&9 ~ - - -
70 - - - -
71 -~ - — -
72 - - - -
73 - -~ - -
74 - - - -
75 - - - -
7b - - - -
77 - - - -
78 - - - -
79 - - - -
8O -~ - - -
81 - - - -
8z ~ - - -
8% Co- - - -

Tablo &. Genel bulgular .
{ % antikomplemanter sonucul postermektedir. ?
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Tablo 7. Genel dederlendirme

1. Keolmer kompleman birlesmesi yvontemi ile mikrokompleman
vintemi arasinda vapilan Xtanlamlilik testine gibre,
X1, 0.08) = 0,616 3 F30,0% anlaml: bir fark voktur.

2o TPHA vintemi ile mikrokompleman vintemi arasinda yvapilan

X*anlamlilik testine gire , ¥ 01,0,08) = G, 16 3 Fr0.05

anlamiai bir fark yoktur.

G VORL vontemi ile mikrokompleman yintemi arasinda vapilan

x*anlamlilik testine gire, X*(1,0.085) = 1,33 1 F30.05

anlamly bir fark yoktur.

4. Calisma sonucunds, 31 denek serumunda dért testde pozitif,
20 denek serumunda dbrt testde pegatif bulunmustur.



TARTISMA

Bir biyolojik Ofglim  tekniginin aragtimalarda  yaygin olarak
kullamimasi, dzellikie tibbi teshis laboratuvarinda kullanilabiimesi igin belli bir
kag kriteri icermesi gerekir. Bunlar teknigin ekonomik olmas), kolaybkla
manuple edilebilir olmasi,uzmanlagmis elemana mimkdn mertebe ihtiyag
gostermemesi ve giivenilebilir sonuglar vermesidir. Diger yandan enzim ile
ilgili tekniklerin fazla pratik olmadigi bilinir. Enzimatik aktivasyon kullanlan
tekniklerde, deneye alnan materyalin az sayida olmasi ve boylece
manuplasyonda az zaman kaybettirmesi énemli bir kuraldir. Bu tekniklerin
tipik bir 6rnegi, ard arda enzimatik reaksiyonlaria ylriyen kompleman
sistemidir. Bu tip cahsma zorluklan gcalismacilari, o6zellikle _enzimatik
reaksiyonlarda, mikroteknikler geligtirerek zaman kazanmaya itmigtir.
Mikroteknigin zamanda tasarruf saglama nedeni manuplasyonun basitligidir.
Mikroteknigin diger bir avantaji, genellikle taze olmasi gereken ve bu nedenle
temininde zaman zaman biiytik gliglikler gekilen ayiraglarinin ekonomik bir-
sekilde kullanilabilmesidir.

Mikroteknigin gelisimine yonelik galismalar oldukca yenidir. 1971
yilinda Naymand ve ekibi trombositlerin tiplemesinde mikro teknige adepte
ederek yeni bir metod gelistirmiglerdir. 1971 yilinda Marucci ve arkadaslari ise
kantitatif mikrokompleman fiksasyon testini gerceklestirmiglerdir. 1971'de ise
trombositler ile mikro kompleman kantitatif mikrokompleman (zerine
cahismalar yapmistir. 1983 yilinda lLeong ve arkadaslan ortak insan
melanoma membran antijenlerini mikrokompleman ve immunfloresans teknigi
(IFA) ile serolojik yonden taramis ve sonugta mikroteknigin yumurta
sansindan elde edilen antiviral antikoru kullanarak kantitatif mikrokompleman

fiksasyonunu yapmigtir (23,24,25,26,27).
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Maxon Red ve Maxon-LR adh iki arastirmact mikrokompleman
fiksasyonu igin “protein degerlendirmesini  kantitatif belirleyicisi" olarak
nitelendirmiglerdir. Onu omurgahiér arasinda evrimsel iliskideki proteinleri
tespit etmede kullanmuglar. Fakat yinede glgli kompleman analiz testleri
Moliness tarafindan incelenmis: HANE (Herediter Angio Neurotic Eodema)
siphesinde, tekrarlayan neisserial enfeksiyonlarda ve bazl otoimmiin
hastaliklarda rutin amagh olarak kultaniidigini belirtmistir (34,35,36).

Kompleman sistemi aktivasyonu, gok cabuk azaldigt igin deneyin
siiratle yapiimasi gerekmektedir. Bu ylzden zaman kaybinin en az sureye
indiriimelidir. Mikrokompleman tekniginde deneye katilacak ayirag miktar
mikropipet diizeyinde oldugu igin, caligmada mikropipetler ve otomatik
dagiticilar kullaniir. Bu sebepten dolayi ayirag daglt\rﬁl cok kisa zamanda
tamamianir. Bdylece kompleman aklivasyon kaybr en az diizeye indirilmis
olur. Bu rutin calismalarda ¢ok daha fazla hasianin ayn anda deneye
alinmasint saglar. Ayrica deney igin kullaniian antijen, -antikor, kompleman
gibi elde edilmesi zor ve pahali olan ayiraglar minimum diizeyde kullanilr.
Ayni miktarda ayiragla gok daha fazla cahisma yapma imkani saglanmis olur.

Sifiliz tanisinda mikroteknige adepte ettigimiz referans yontem Kolmer

Kompleman Birlesmesi deneyinde, orjinal yéntemde kompleman ilavesinden
sonra bir gece +4 “C'de ve daha sonra 10 dakika 37°C'de inkuibasyon vardir.
Modifiye yontemlerde ise bu siire 1 saat 37°C'de inkiibasyon olarak yapilir.
laptigimiz gesitli denemelerden sonra gordik ki 1 saat 37°C'de inkiibasyon
kompleman aktivasyonunu hizla dusiirmektedir. Bu sebepten dolay) azalmis
kompleman aktivasyonu, Yyalanc pozitifik goérilmesini arthirmaktadir.
Mikrokompleman yonteminde komplemanla inkibasyonu, 1 saat +4°C'de
yaptik. Sonug olarak kompleman aktivasyonu artmig yalanci pozitiflik orany

azalmigtir.
{statikse! olarak verilerin degerlendirilmesi sonucu, antamb bir farkin

bulunamamasi Kolmer kompleman birlesmesi deneyi ile mikrokompleman
yontemi arasindaki uyumu gostemistir. Bununla birlikte 6 vakada Kolmer
kompleman birlesmesi deneyi negatif iken, VDRL ve TPHA ile uyumlu olarak
mikrokompleman testinin pozitif bulunmasi mikroteknidin daha lyi sonug

verdidini géstermektedir.
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Tanida kullanilan testin yeterince 6zgil ve duyarli olmasi tani igin
oldukca &nemlidir. Ayrica kullanim seklinin kolay olmasi, gok sayida
muayene maddesinin incelenmesine olanak saglamas! gerekmektedir. Ancak
her testin kendine 6zgli bir takim olumiu ve olumsuz o&zellikleri vardur.
Ozellikle Treponema pallidum'un antijenik Szelliginin komplike olmasi ve
vucutta meydana getirdigi patolojik olaylar sonucu olugan antikoriarin diger
bir takim hastalklarda da ortaya gikmasi tamida kullanilacak test sayisinin
artmasini gerektirir. Boylece test sonuglari kargilagtinlarak kesin tanmnin
koyulmast saglanir.

Sifiliz hastalarinin gogunda nontreponemal serolojik testler erken
pirimer sifilizde yani lezyonun goérilmeye baslandi§r 4-7 gin sonra pozitif
oimaya baslar. Taze infeksiyonlarda titrasyon birkag basamak yukselir ve
tedavi edilmemis sifilizde titrasyon bir hayli yuksektir. Nontreponemal
testlerde titrasyon, taramanin yaninda dogrulama testlerine yardimci olarak
ve tedavi sonrasi kontrollerde kuilanilir..

Nontreponemal testlerin belirgin bir titrasyon digmesi aracthgi ile
kantitatif degerlendirilmesi, bu testleri en dnemli seyir kontrol testi
yapmaktadir. Spesifik treponemal testler seyir kontrol testleri olarak uygun
degildir.

Bundan dolayi sifiliz tedavisinde serolojik kontroller igin

kullamimamaktadir. Bunlar kantitatif olarak degeriendirilmez ve olagan
bigimde ikinci devir sifilizinden sonra pozitif kalirlar. Bu yuzden geneliikle
nontreponemal ve treponemal testler birlikte yapilir. Supheli durumiarda
dogrulama reaksiyonlart ve tedaviye gereksinme olup olmadidinm
belirlenmesi gereken durumlara karar verdiren nontreponemal testler
kullanthr. ,
18016 sayili resmi gazetede yaynlanan Frengi savas yonetmeliginde
sifiliz tanisi konulabilmesi icin nontreponemal ve treponemal testlerin birlikte
yapiimas) gerekligi ve elde edilen sonuglarin kargtlagtirmall olarak yapilarak,
kesin sonuca gidilmesi zorunlu kilinmistir.

Ozellikle Mikrokompleman yontemine adapte ettigimiz  Kolmer
kompleman birlegmesi deneyi sonucu titrasyonlu verdiginden hastanin klinik
takibinde Gnemlidir. Primer sifilizde zayif pozitif, sekonder sifiliz ve ikinci
devre sifilizinde kuvvetli pozitif reaksiyon verir. Hastalik tedavisi olumlu sonug
verdiginde titrasyon yavas yavas azalr ve sonugta negatiflesir.
Mikrokompleman yéntemi ile de pozitif reaksiyonlarda kolayca seri
diliisyonlar yapilir. Az malzeme kullanilarak ve kisa zamanda sonug

verilebilmek mUmkdin olur.
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Sifilittk olmayan pozitif reaksiyon sonuglari icin Gg olasilik vardir.
Birincisi teknik nedenlerle yalanci pozitif sonuglardir. Hatali ayiraglarin
kullanimi, antijenin yetersiz standardizasyonu, kontrollerin ve serumlarin
karistiriimasi gibi durumiar ofabilir. ikincisi normalden sépmalardlr. Az sayida
da olsa bazi saghkii insaniarda heniiz bilinmeyen nedenlerden dolay!
reaginlerin gok olmasi, yalanci pozitif reaksiyonlara neden olur. Fakat
treponemal testler negatiftir. Ugtinciisii biyolojik yalanc pozitif sonugiardir.
Bunlar pratik olarak yanlizca nontreponemal testlerde goriifir ve hem testin
gidisi hem de sonuglari yanlis oldugu igin biyolojik spesifik olmayan pozitif
bulgular olarak adlandirilir. Nontreponemal serolojik reaksiyonlar poazitiftir,
buna kargin treponemal serolojik reaksiyonlar negatiftir. Bazen bu bulgular
haftalarca, aylarca veya yillarca pozitif kalir, daha sonra spontan olara
negatiflesir. Bunlar doku pargalanmast, lipoidlerin serbestlegmesi ve lipoid-
otoantikorlarin olugmasina neden olan hastalikiarda ve nontreponemal
serolojik reaksiyonfarin yalanct pozitif sonuglara yol agabilen patdlojik serum
proteinleri ile birlikte olan hastaliklarda siktir. Kizil, akut sitma krizi, akut
hastalik fazinda tifis, infeksiyoz mononiikleaz, eozinofilik akciger
infiltrasyonu, gesitli pnomoni formilan, agir tiiberkiloz, fepra, kanserler,
otoimmun hastaliklar grubu icindeki hastaliklar, ayrica gebeli§in aylanindaki
durumlarda, pinta ve frambdzi gibi tropik hastaliklarda yalanci pozitiflik

gorilebilir (1,28).
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