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1. OZET

KAN BANKASI DONORLERINDE TEKRARLAYAN SIFIiLiZ
POZITIFLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Kan merkezlerinde giivenli kan transfiizyonu igin sifiliz enfeksiyonunun uygun test
yontemiyle dogru ve hizh olarak tamimlanabilmesi gerekmektedir. Kan merkezleri icin
Gnerilen algoritmalarda tarama testlerinde saptanan pozitifliklerin ileri inceleme yéniemleri
ile dogrulanmas: 6nerilmektedir. Bu ¢alismanin temel amaci, yontem olarak CMIA
teknolojisini kullanan “Architect® Syphilis TP” testi igin dogrulama testlerine olan
gereksinimi ortadan kaldiran indeks S/Co deperini saptamaktir. Ikincil amaclar ise
“Architect® Syphilis TP” testi ile pozitif saptanan Srneklerin RPR test sonuglarinin
degerlendirilmesi ve referans yontemde kullanilan treponemal antijenlere (TpN15, TpN17,
TpN47 ve TmpA) verilen antikor yanitlanmin analizini yapmaktir. Elde edilen veriler
dogrultusunda kan merkezlerinde “Architect® Syphilis TP testi ile sifiliz taramas: icin
uygulanabilecek bir algoritma nerisi hazirlanmustir.

-Ca11$mada, 20.07.2006/10.11.2008 tarihleri arasinda “Architect® Syphilis TP”
testiyle tekrarlayan pozitif bulunan toplam 177 serum Srneginde WB IgG/IgM ve RPR
testleri galisildi. Sonuglar ROC analizi ile degerlendirilerek indeks S/Co degeri belirlendi.

ROC analizinde indeks olarak 7.19 S/Co degeri saptandi. Caligma sonuglarina gore,
drneklerin 107°sinin (% 60.5) S/Co degerleri “<7.19” un altinda bulundu. Bu 6rneklerin
yalmzca 3 tanesi (%. 4.6) dogrulandi, geriye kalan 104 dmekie (% 92.9) EIA’mn yalanci
pozitif sonug verdigi diigliniildii. S/Co degeri “>7.19” olan Orneklerin ise % 95.4°
dogrulandi. WB testi ile pozitif bulunan &meklerin % 69.8’inde dort antijen bélgesinin
tiim{inde reaktiflik saptandi. Reaktiflik en sik TpN47, en az da TmpA antijen bolgelerinde
gozlendi. RPR testi ile toplam 39 (%22) serum 6rneginde pozitiflik saptandi. S/Co indeks
degerine gore pozitiflikierin 7’si (% 18) “<7.19” §/Co grubunda bulundu ve bu émeklerin
higbiri WB testi ile dogrulanmadi. RPR testi ile pozitif bulunan “>7.19” grubundaki 32 (%
82) omegin ise 31'inde (% 96.8) WB testleri de pozitifii. Tiim serum o6rnekleri
degerlendirildiginde RPR testi WB G/M testleri ile pozitif bulunan &rneklerin yalnizca
31"inde (% 48) pozitif sonug vermistir.

Sonug olarak “Architect® Syphilis TP” testi i¢in saptanan “7.19” 8/Co indeks
degerine gore bir tam algoritmas: dnerildi. RPR testinin tarama testi olarak kullamlmasinin
ozellikle kan merkezleri igin dondr taramasinda uygun olmadif diisiiniildii.

Anahtar kelimeler: Sifiliz, Kan Merkezi, Ornek / Esik defier, Western Blot, RPR, CMIA



2. SUMMARY

AN EVALUATION OF RECURRENT SYPHILIS POSITIVITY IN
BLOOD BANK DONORS

To ensure safe blood transfusion in blood centers, syphilis infection should be
identified precisely and rapidly, using an appropriate test method. The recommended
algdrithms to be used in blood centers include the reconfirmation of the positivity detected
via screening tests, using advanced diagnostic methods. The main goal of the present study
is to determine the index S/Co value that climinates the necessity of reconfirmation tests
when “Architect® Syphilis TP test, which uses CMIA technology, is applied. The
secondary goals of the study are the evaluation of the RPR test results of the samples
detected as positive by the “Architect® Syphilis TP test, and the analysis of the antibody
responses to the treponemal antigens (TpN15, TpN17, TpN47 and TmpA) used in the
reference method. In the light of our findings, we have also set forth a diagnosis algorithm
that is applicable for syphilis screening to be performed in blood centers using the
“Architect® Syphilis TP test.

In the present study, WB IgG/IgM and RPR tests were conducted for 177 serum
samples detected as recurrent posifive by the “Architect® Syphilis TP” test between
20.07.2006 and 10.11.2008. The results were evaluated using ROC analysis and an index

S/Co value was set.

The index was determined as 7.19 8/Co by the ROC analysis. According to the
results of the study, S/Co values of 107 samples (60.5%) were found to be lower than 7.19
(these samples constitute the “<7.19” group). Only three of these samples (6.4%) were
confirmed by WB. The remaining 104 (92.9%) samples were negative by WB, therefore
considered false positive. As for the group with an S/Co value equal to or greater than 7.19
(the “>7.19” group), 95.4% of the samples were confirmed as positive using the WB test.
In 69.8% of the WB-positive samples, the WB test revealed reactivity in all four antigen
regions. Reactivity was most pronounced in the TpN47 and least pronounced in the TmpA
regions. The RPR test revealed positivity in 39 (22%) serum samples. Seven (18%) of
these RPR positive samples were in the “<7.19” group, and were all WB negative. 32
(82%) RPR positive samples belonged to the “>7.19” group and 31 of these samples were
also WB positive. When all samples are taken into account, RPR test yielded positive
results in only 31 (48%) of the samples which were positive in the WB test.



In conclusion, a diagnosis algorithm was set forth according to the S/Co index value
of “7.19”, which was set for the “Architect® Syphilis TP” test. It was concluded that the
use of RPR as a donor screening test is particularly inconvenient for the selection of donors

in blood centers.

Key Words: Syphilis, blood center, Sample/ threshold value, Western Blot, RPR, CMIA



3. GIRIS VE AMAC

Sifiliz enfeksiyonu, diinya ¢apinda ozellikle de gelismekte olan iilkelerde yaygin
olan &nemli bir saglik sorunudur. Etkeni bir spiroket olan 7reponema pallidum 'dur. Sadece
insanda enfeksiyon yapan bu hastalik, cinsel yolla bulagan enfeksiyonlar (CYBE) arasinda
yer almaktadir (1).

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) biiyilk gogunlugu gelismekte olan iilkelerde
gorilmekle birlikte, her yil 12 milyon yeni sifiliz olgusunun ortaya ¢iktifim tahmin
etmektedir (2). Diinya ¢apmda yapilan aragtirmalara gore sifiliz enfeksiyonu sikliginda bir
artiy soz konusudur (3-6). Ulkemizde de sifiliz enfeksiyonu goriilme sikhign diinyadaki
artiga benzer bir seyir izlemektedir (7, 8).

T. pallidumun +4°C’de bekletilmis kanda ii¢ glinden uzun siire canlilifin
koruyamachi, bu nedenle kan merkezlerinde ii¢ giinden uzun siire bekletilen kanla
bulagma olasiligmin olmadi® yoniinde bilgiler vardir. Ancak spiroketlerin +4°C’de
bekletilmiy kan {iriinlerinde ne kadar siirede canlhiliklarimi kaybettikleri halen
kanitlanabilmig degildir (9). Bu nedenle kan merkezlerinde giivenli kan transfiizyonu igin
sifiliz enfeksiyonunun uygun test yontemiyle dogru ve hizli olarak tammlanabilmesi
onemlidir. Ulkemizde 1992 yilinda yayinlanan bir yasa ile bagiglanan her kan igin sifiliz
tarama testi ¢alisiimasi yasal bir zorunluluktur. Ulkemizde kan merkezlerimiz 1992
yilindan itibaren zorunlu olarak, bagislanan her kan i¢in sifiliz tarama testi ¢aligmaktadir
(10).

Sifiliz tamsinda kullanilan testler treponemal ve non treponemal olmak iizere iki
grup altinda degerlendirilmektedir. Non treponemal grupta yer alan “Rapid Plasma
Reagin” (RPR) kan merkezlerinde yapilan sifiliz taramasinda yaygin olarak kullamlan bir
testtir (11-14). Ozgiil treponemal antikor varlifim aragtiran “Enzyme-linked immuno
assay” (EIA) testleri ise RPR’ ye gorece kan merkezlerinde daha nadir kullanilmaktadir.
Ancak son yillarda EIA iireticileri testlerin otomasyonunda 6nemli gelismeler saglamusgtir.
Bu gelismelerin testlerin kan merkezlerinde daha sik kullamlmasinda etkili olacag
ongorilmektedir.

Kan merkezinde tarama testlerinde pozitiflik saptanmasi durumunda genellikle
alinan kan ve kan {riinleri imha edilmekte, dondriin adi uygun verici listelerinden
gikartilmaktadir. Oysa yalanci pozitiflik tarama testlerinde sikga kargilagilan bir sorundur.
Olas1 yalanci pozitif sonuglar ise gereksiz kan ve kan iriinii, maliyet, is giicii ve en

Onemlisi de donér kaybina, ayrica donérde psikolojik sorunlara neden olmaktadir. Bu



nedenle, kan merkezleri ig¢in Onerilen algoritmalarda tarama testlerinde saptanan
pozitifliklerin ileri inceleme yontemleri ile dogrulanmasi dnerilmektedir (15, 16). Ancak
birgok kan merkezi alt yap1 eksiklikleri, yorumlama zorlugu ve yilksek maliyet nedeniyle
dogrulama testi ¢aligamamaktadir. Dogrulama maliyetlerinin azaltilmas: kan merkezlerinin
bu yéndeki ¢abalarina katkida bulunabilir.

“Centers for Disease Control and Prevention” (CDC) 2003 yilinda Hepatit C vitrusu
(HCV) enfeksiyonu tamisi igin yaymladifn bir Sneride anti-HCV dogrulama testlerinin
uygulanmasinda bazi1 kolayhiklar getirilmigtir. Bu 6neride, EIA tarama testlerinde saptanan
S/Co (serum 6rnegi /esik degeri) degerleri dogrulama testlerine gegilmesinde bir gosterge
olarak kullanilmugtir. Her bir test markasi i¢in c¢aligmalarla indeks S/Co degerleri
belirlenmis, bu degerin iistiinde kalan drneklerin gergek pozitif oldugu ve dogrulama testi
calisiimasina gerek olmadigr belirtilmigtir. Bu sayede dogrulama testi gerektiren drneklerin
say1s1 en aza indirilmekte ve maliyetin azaltilmasi saglanmaktadir (17). HCV tamsi igin
vapilan 6nerinin bir benzeri sifiliz tanisi i¢in uygulandiginda dogrulama testlerinde tasarruf
saglanacafi agiktir. Ancak yapilan incelemede literatiirde sifiliz igin benzer bir ¢alismaya
rastlanmamustir.

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi (DEUH) Kan Merkezi’nde sifiliz taramast, kan
merkezimizin kurulug tarihi olan 1987 yilindan bu yana RPR testi ile galisilmaktaydi.
20.07.2006 tarihten itibaren ise tarama ydntem olarak CMIA teknolojisini kullanan
“Architect® Syphilis TP” testi ile yapitlmaya baglanmigtir. Her iki dénemde de pozitif
omeklerle dogrulama testleri ¢aligiimamigtir. Halen siirdiiriilmekte olan uygulamaya gore
bir dondrde sifiliz pozitifligi saptandiginda alinan kan ve kan tirtinleri imha edilmekte kisi
uygun dondr listesinden ¢ikartilmaktadir.

Kan Merkezimizde RPR ve EIA testi kullamlan doénemlerde sifiliz seropozitiflik
ortalamalar sirasiyla % 0.056 ve % 0.51 olarak gergeklesmistir. 2004 yilindan itibaren kan
merkezimize bagvuran dondr sayimizda % 1.4 katlik bir artig gériilmiigtiir Verilerimize
gore sifiliz seropozitiflik orammizda yaklasik 10 katlik bir artis bulunmaktadir. RPR
kullandifimiz donemde bdlgemizde yapilan ¢alismalarla oranlarimiz benzer bulunmus ve
sifiliz seropozitiflifinde bdlgesel bir artiy bulunmadin goriilmiistiir (18). Bu artigin tarama
testi olarak EIA kullanmaya bagladiktan sonra goriilmesi, kullanilan ydntemlerin farkh
olmasindan kaynaklanabilecegini diigtindiirmektedir. Ancak seropozitifligin yiikselmesi
kan merkezinde kan ve kan tirlinlerinin, daha da énemlisi don6r kaybinin artmasina neden

olmugtur.



Sonug olarak bu durum, kan merkezinin dogrulama testlerine olan gereksinimini
arttirmig; pozitif bulunan &rnekler i¢in izlenmesi gereken yollarin gézden gegirilmesini
gerektirmistir.

Bu ¢alismanin temel amaci;

1) Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Kan merkezinde “Architect® Syphilis TP” testi
ile pozitif bulunan drekler i¢in dogrulama testleri ile > % 95 pozitif sonug¢ alinan
5/Co oranlarim saptayarak, dogrulama testlerine olan gereksinimi ortadan kaldiran
indeks S/Co deerini saptamaktir.

Ikincil amaglar ise;

2) “Architect® Syphilis TP testi ile pozitif saptanan Srneklerin RPR test sonuglarimin
degerlendiriimesi

3) Caligmada referans yontem olarak kullamlan Western blot testinde bulunan
treponemal antijenlere verilen antikor yamitlarinin analizinin yapilmasi

4) Cahisma sonuglart dikkate alinarak, kan merkezlerinde “Architect® Syphilis TP”

testi ile sifiliz taramasi igin uygulanabilecek bir algoritmanin Snerilmesidir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Giriy

Sifiliz enfeksiyonu, diinya ¢apinda ozellikle de gelismekte olan iilkelerde yaygin
olan CYBE arasinda yer alan Onemli bir saglik sorunudur, Etkeni bir spiroket olan
Treponema pallidum’dur. Sadece insanda enfeksiyon yapan bu hastalik, siklikla cinsel
yolla olmak {izere, maternal yolla, kan nakli ile primer ve sckonder donemlerdeki

lezyonlardan direkt temasla da bulasabilir (1).
4.2. Tarihge

Sifilizin ne zaman nerede ortaya ¢iktig1 kesin olarak bilinmemektedir. Genel olarak
kabul edilen hipotez hastalifin Amerika kaynakli oldugu ve Avrupa’va ilk defa 1493
yihnda Haiti’den Kristof Kolomb’un askerleri ile tasindigidir (19). Hastaligim ilk
tantmlanmas: 1495 yilinda Napoli’de yapilmuigtir. Bu tarihin Kolomb’un déniisii ile olan
yakinhg sifilizin Amerika kitasindan yayldii goriigiinii kuvvetlendirmektedir (20).
Hastalik bu tarihlerde hizla yayilmig ve Avrupa’mn biiyitk bir kismini kapsayan epidemiler
olusturmugtur. Bu durum, ¢ok sayidaki savaglar ve askerlerin gociiyle agikianabilmektedir
(19).

Hastalik Avrupa’da 1494°de Italya’y:r istila eden Fransiz ordusundaki kiralik
Ispanyol askerleri ile yaytimaya baslamustir. 1497 yilinda Isvigre, Fransa ve Almanya’ya,
1499 yilinda Macaristan ve Rusya’ya dogru ilerlemigtir. Buna kargin, Anadolu, Misir ve
Fransa’daki kemik kalintilari iizerinde yapilan calismalar, sifilizin tarihin ¢ok eski
donemlerinde de eski diinyada var oldugunu digiindiirmektedir (21).

Hastalik ilk kez 1527 yilinda Ruen’li hekim Jacques Bethencourt tarafindan
veneryal hastalik olarak kabul edilmistir (22).

Sifiliz sdzcugii ise ilk defa 1530 yilinda Hieronymus Fracostarius’un yazdigi bir
hikayede kullanilnustir. Anlami “Domuz Cibani™ olup hikayede hastalia yakalanmig olan
gobanin adidir (21, 22, 23).

Hastaligin Ispanya’dan siiriilen Musevilerce dnce Fas’a oradan da deniz yoluyla
Anadolw’ya tagindifn kabul edilmektedir. Anadolu’daki ilk epideminin, Kinm ve 93
Harbi’nden (Osmanli-Rus Savasi) sonra Szellikle Kastamonu ve gevresinde gorilldiigiine
ait kamtlar bulunmaktadir. Enfeksiyon, Frenk hastalifi anlaminda “Frengi” olarak
adlandinlmistir. Hastalikla miicadele Osmanli Imparatorlufu zamamnda baglamustir.

Cumbhuriyet déneminde 1925 yilinda kurulan $zel Frengi Tarama Ekipleri ve Kurullar ile



hastalifin yogun oldugu bélgelerde miicadele devam ettirilmigtir, Halen hastalifin tedavisi
Frengi Yoénetmeligi dogrultusunda uygulanmaktadir (24).

4.3. Epidemiyoloji

Cinsel iliski ile bulasan hastaliklar diinyada olduk¢a yaygindir. Diinya Saghk
Orgiitii (DSO) biiyiik ¢ogunlugu gelismekte olan iilkelerde goriilmekle birlikte, dinya
capinda her yil 12 milyon yeni sifiliz olgusunun ortaya ¢iktigini tahmin etmektedir (Sekil
1). DSO raporlarna gore; 2. Diinya Savasindan sonra $zellikle Avrupa iilkelerinde basta
sifiliz olmak iizere, cinsel yolla bulasan hastaliklarda hizli bir artma oldugu, 1950°den
sonra ise penisilinin bulunmas: ile tekrar kontrol altina alindi1 ve hasta sayisinda azalma

oldugu belirlenmigtir (2, 25, 26).

D30 tahmini Sifiliz beklenen yeni vaka sazilars 1999

L o 100000 Doga Avrupa ve Onta Asya
100000 Knzey Amerka R ) :
140.000 Bat: dvrupa , 240000 Dogs. Asya ve Pasifik

370000 Enzey Aftikave Orta Dogu

4 milyon Giney ve Giner-Dogu
Asva
4 wrilyoe Satean alts b Gika

3 ruilyen Latin Amerika ve
Carbhbean

10,000 Avashorabra v
YemiZelanda

Genel Toplam 12 mikon

Sekil 1: Tiim diinyada beklenen yeni sifiliz vaka sayilar, DSO, 1999

Gelismiy iitkeler:

Amerika Birlesik Devietleri (ABD);

Primer ve sekonder sifiliz enfeksiyonunun insidansi 1940 yilinda penisilinin
kullamlmaya bagslamas: ile biiyiik 8l¢lide azalmigtir. Insidans 1947 yilinda 100.000 olguda
66.4 iken, 1956 yilinda 100.000 olguda 3.9°a diigmiistiir. ABD Haik Sagli§ Servisi bu
oranmin diigmesinde bilingli va da bilingsiz antibiyotik kullaniminin etkin oldugunu
savunmugtur. 1960 yil: baglarindan itibaren hastaligin insidansi tekrar artmaya baglamis ve
her 10 yillik perivodlarda pikler gdrilmiistiir (27). 1949 yilindan sonra en yliksek oran



100.000°de 20 ile 1990 yilinda goriilmiistiir. 1997 yilinda ise, 100.000 olguda 3.2 olarak
ABD’deki 0 yillara kadar ki en diisiik insidans saptanmastir (6).

Sifiliz insidans1 ABD’de 20002005 yillarinda tekrar artmaya baglamigtir. 2005
yilinda 8.724 olan primer ve sekonder sifilizli vaka sayis1 2006 yilinda 9.756’ya ¢ikmustir,
art1g oram % 11.8°dir (6).

Enfeksiyonun goriilme sikligimin cinsiyet ve wrklara gore degigkenlik gosterdigi
bildirilmektedir. ABD’de seropozitiflik en sik Afrika kokenli Amerikahlar arasinda
goriilmektedir (28, 29),

Gegmis yillarda enfeksiyon insidansi erkek populasyonda kadinlara gore daha
yiiksekti. 1980 yilinda primer ve sekonder sifiliz enfeksiyonu agisindan, erkek/kadin
orany; 3.5/1 olarak bildirilmistir. 20042005 yillarindan sonra ise cinsiyete gére enfeksiyon
goriilme sikliga degismis ve erkek/kadin oram 1/1’e yaklagmugtir (6, 27, 30, 31).

Diger geliymiy iilkeler;

Kanada’da 1984 yilinda primer ve sekonder sifiliz enfeksiyonu goriilme sikligi
100.000 vakada 5.5°e gikmustir ve daha sonraki yillarda azalmistir. 1992°de goriilen kiigiik
bir artig disinda da azalma devam etmistir, Insidans 1995 yilinda 100.000 vakada 0.4%¢
gerilemistir (32). Ancak 1996 yilindan sonra sifiliz vakalarinda hizli bir artig gdzlenmistir.
2004 yilinda sifiliz enfeksiyonu pozitifligi 1997 yilina gore 9 kat artms ve 100.000°de 3.5
oranina yiikselmigtir. 2006 y1l istatistiklerine gore de oran 100.000°de 5.1°e gikmistir. Bu
durum sifiliz enfeksiyonunun Kanada’da 6zellikle de yiiksek risk gruplarinda 6nemli bir

saglik sorunu oldugunu diigiindiirmektedir (33).

Ingiltere’de sifiliz enfeksiyonu; 1984 yilindan bu yana en yiiksek orana 2004
yilinda ulagnustir, Seropozitiflige en sik 25-34 yas grubunda rastlanmmgtir. 2004 yih igin
enfeksiyon insidansi erkeklerde 17/100.000, kadinlarda 4/100.000 olarak bulunmustur
(34).

Avustralya’da cofrafi bolgelere gore enfeksiyon sikhign degismektedir. Giiney
Avustralya’da 1980°de sikhik 100.000 vakada 201, 1993’de 100.000°de 4 bulunmustur,
Aym yillarda kuzeydeki oranlar sirasiyla, 100.000 vakada 521 ve 721 olarak saptanmistir.
Enfeksiyonun % 90’1, genel populasyondaki oram % 2’den az olan Avustralya yerlilerinde
gorilmektedir. 2002 yilinda yapilan epidemiyolojik bir galismada batt Avustralya’da her
yil yaklagik olarak % 0.3 oraminda kisinin sifilizle enfekte oldugu saptanmigtir (35, 36).



Almanya’da her y1l 1.3-1.4/100.000 sifiliz vakasi rapor edilmektedir. 2003 yilinda
kadinlarda sifiliz goriilme sikligs 100.000°de 0.65 iken, erkeklerde 100.000°de 6.5 olarak
bildirilmigtir. Aynt y1l 30-39 yag grubunda yapilan istatistie gére ise sifiliz insidans: o
yila kadar ki en yiiksek degere ulagmig ve 100.000°de 17.1 olarak bulunmustur (37).

Gelismekte olan lilkeler;

Geligmekte olan iilkelerden gelen sifiliz insidansi verileri cksik ve yetersizdir.
Ancak 1999 yili Diinya Saglik Orglitiintin erigkinlerdeki tahmini sifiliz yeni vaka sayisina
gore en yiiksek oranlar Sahra Alt1 Afrika ile Giiney ve Giineydogu Asya’da goriilmektedir.
Bat1 Pasifik’de en yiiksek oran % 4 olarak Kambogya’da bulunmugtur. Kan dondrlerinde
ise en yiiksek oran % 1.3 olarak Fas’da goriilmiistiir (26).

Hindistan’da kan dondrlerinde yapilan bir ¢aligmada sifiliz igin RPR pozitifligi
2004 yih igin % 0.68 ve 2005 yili igin % 0.80 bulunmugtur. Bu sonuca gore sifiliz
seroprevalansinin bu bélgede istatistiksel olarak anlamli sekilde yilkseldigi belirtilmistir
3).

Trinidad ve Tobago, Singapur ve eski Sovyet Sosyalist Cumbhuriyetier Birligi
(SSCB) iilkelerinde, 1980’lerin ortalarindan itibaren erken ve konjenital sifiliz vakalar

artmgtir (38).
Ulkemizde;

Sifiliz géritlme sikhigt tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de artmaktadir.
Ulkemizdeki sifiliz goriilme sikligi gelismis bats iilkeleri ile kargilagtinldiginda sonuglarin
birbirine yakin oldugu gériilmektedir (39, 40). T.C Saglik Bakanlig verilerine goére; 1991
yilinda % 0.047 olan sifiliz goriilme siklig1, 2002 yilinda % 0.052’ye gikmustir (41). Bu
oran 2005 yilinda % 0.056, 2006 yilinda ise % 0.079 olarak bulunmustur (42, 43). Bu
verilere gore 1994-2006 yillan arasinda sifiliz gorillme sikhifinda % 49.3 oraninda artis
gozlenmigtir (7, 8). 2002-2006 yillan arasi toplam vaka sayist ise % 19 oraninda artnustir
(8). Gorlilme sikhigindaki artigin; cinsel egitim programlarinin yetersizlifiine, cinsel iliski
yasimn kiigiilmesine, evlilik dncesi cinsel iliski ve cinsel es sayisindaki artisa, seyahat
olanaklarnin yayginlagmasma, cinsel davramsglardaki degisikliklere, kondom dis1 dogum
kontrol ySntemlerinin kullamminda artiga bagh olabilecegi bildirilmektedir (44).

Ulkemizde, sifiliz olgularimin biiyik gogunlugu {i¢ biiyiik schirden (% 71.7)
bildiriimektedir. Tablo 1°de Saglik Bakanligi verilerine gore Tiirkiye’de 2002 yilinda illere

gore prevalans degerleri goriilmektedir. 25 ilde yapilan prevalans galismasinda [stanbul ve
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Artvin en yiiksek sifiliz olgusu olan sehirdir. Bu durum Istanbul i¢in iilkemiz niifusunun

biiyiik bir boliimiine sahip olmas: ve gok sayida g6¢ almasindan, Artvin’in ise sinir gehri

olmasindan kaynaklandify diigiintilmektedir (41, 45, 46). 2002 yilinda 25 ilden yeni sifiliz
olgusu bildirilmemistir (Adiyaman, Bilecik, Bitlis, Diyarbakir, Edirne, Eskigehtr, Hakkéri,
Hatay, Kirklareli, Kiitahya, Malatya, Kahramanmarag, Siirt, Sinop, Tokat, Sanliurfa, Usak,
Bayburt, Aksaray, Batman, Simak, Bartin, Igdir, Yalova, Karabiik). Saglik bakanlig1 2006

istatistik verilerine gore ise sifiliz en fazla Istanbul, Izmir, Ankara, Kayseri, Yozgat ve

Erzurum’dan bildirilmigtir. 1994-2006 yillar1 arasinda Istanbul’da kayith olan sifilizli vaka

sayis1 2.5 kat, lzmir’de ise 1.5 kat artrmgtir. Aym yillar arasinda sifilizli vaka sayist
Ankara’da azalmistir (7, 8, 47).

Tablo 1: llere gore sifiliz vakalarinin dagilimi ve morbidite oranlari, Tiirkiye, 2002

Toplam Sifiliz Olgu Sayisi

Iller Niifus e
Toplam Kadmn Erkek (hetl'wl(:)l;)l:]"li:it:i de)

Istanbul 10 018 735 2192 786 1406 02

Izmir 3 370 866 176 67 109 0.05
Ankara 4 007 860 150 65 85 0.03
Kayseri 1 060 432 76 35 45 0.07
Erzurum 937 389 53 12 41 0.05
Manisa 1260 169 47 17 30 0.03
Denizli 850 029 45 22 23 0.05
Bahkesir 1076 347 39 13 26 0.03
Antalya 1719751 38 15 23 0.02
Kirsehir 328 461 38 12 26 0.1

Mugla 715 328 37 13 24 0.05
Artvin 191 934 36 13 23 0.2

Aydin 950 757 35 13 22 0.03
Rize 365 938 35 9 26 0.09
Canakkale 464 975 34 11 23 0.07
Mus 453 654 34 14 20 0.07
Ordu 887 765 32 3 29 0.03
Yozgat 682 919 30 14 16 0.04
Giresun 523 819 29 7 22 0.05
Sakarya 756 168 29 6 23 0.03
Samsun 1209137 26 7 19 0.02
Tekirdag 623 591 25 7 18 0.04
Trabzon 975 137 23 16 7 0.02
Erzincan 316 841 20 9 11 0.06
fcel 1 651 400 20 8 12 0.01
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Sifiliz gorilme sikhifimn artmasi 6zellikle kan merkezleri agisindan 6nemli bir
sorun olugturmaktadir. Ulkemiz kan merkezlerinde, 1992 yilindan itibaren zorunlu olarak,

bagislanan her kan igin sifiliz tarama testi ¢aligmaktadir (10).

Istanbul Universitesi kan merkezinde 1998-2006 yillar1 arasinda yapilan sifiliz
RPR porzitifligi degerlendirilmis ve pozitifligin 1998 vyilindan itibaren giderek artig
gosterdifi ve en yiliksek seropozitifligin 2001 yilinda gorildiigii saptanmigtir. Ortalama
seropozitiftik orant ise % 0.17 olarak bulunmugtur (48). Yine Istanbul bdlgesinde kan
donorlerinde yapilan baska bir ¢alismada 2000-2006 yillan arasinda sifiliz RPR pozitifligi
% 0.2 olarak saptanmustir. Yillar i¢inde dagilim oramnda bir fark bulunmamaktadir (49).

Diyarbakir bélgesinde kan merkezinde yapilan bir galisgmada 20042006 yillan
arasinda, sifiliz VDRL pozitifligi % 0.005 olarak bulunmugtur (50). Van bolgesi kan
merkezlerinde 1995-2003 yillarinda kan merkezine bagvuran tiim donérlerin sifiliz VDRL

pozitiflifin % 0.057 olarak saptanmugtir (51).

Isparta bdlgesi kan merkezinde 2005-2006 yillarinda sifiliz TPHA pozitifligi %
0.03 olarak bildirilmistir (52). Hatay bolgesinde 2003-2004 wyillarinda sifiliz VDRL
pozitifligi % 0.03 olarak bulunmustur (53).

DEUH Kan merkezinde 2004-2006 yillar1 arasinda sifiliz seropozitifligi RPR testi
ile 0.056, 2007-2009 yillan arasinda ise EIA testi ile % 0.51 olarak bulunmustur. 2004
yilindan sonra sifiliz seropozitifliginde 10 katlik bir artis oldupu goriilmektedir. Bu yillar
icinde bagvuran dondr sayisinda ise yalmzca % 1.4°lilk bir artig goriilmiistiir. (Tablo 2).
Ayrica, aym tabloda Izmir Kizilay Kan Merkezi'nde ve Ege bolgesi genelinde kan
donoérlerinde saptanan seroporzitiflik oranlarnt  go6sterilmistir  (18). Bu sonuglar
incelendiginde DEUH Kan Merkezi’nde 2007-2009 doneminde pozitiflik oramnin diger

bolge kan merkezlerine gore 5 kat fazla oldugu goriilmektedir

Tablo 2: 2004-2009 yillan arasinda Ege bélgesi sifiliz seropozitiflik oranlan

Yillar DEUH Kan Merkezi Kuzilay-izmir Ege Bolgesi*
Donir Pozitif vaka Sifiliz Yiéntem (TPHA) %
sayilar1 sayisi pozitiflik %
2004-2006 35597 20 0.056 RPR 0.09 0.10
2007-2009 50947 264 0.51 EIA 0.11 0.13

*Ege Bolgesi: lzmir, Denizli, Odemis, Aydin, Usak
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Sifiliz enfeksiyonu prevalansi risk gruplarinda da oldukga yiiksektir. Bu oran yaygin
ve tatmin edici nlemler alinmayan eski Sovyetler Birligi’nden Istanbul’a gelen kadinlarda
% 0.75, Afrikalilarda ise % 2.2 olarak belirlenmistir. Bu kadinlarin ¢ogu illegal sekilde
seks ticareti yapmakta ve partnerlerine enfeksiyon bulagtirmaktadirlar (41). Sifiliz
prevalansi illegal cahisan Tiirk seks ig¢ilerinde % 8, illegal ¢alisan Tiirk transseksiiellerde
% 31.6 iken, Turkiye’de illegal galisan Romen seks ig¢ilerinde % 16.7 olarak saptanmistir
(46).

Ulkemizde sifiliz siklip1 cinsiyete gore degiskenlik gostermektedir. (54—56). Saghk
Bakanlif: verilerine gore, sifiliz vakalarinin % 62.2°sini erkekler % 37.8’ini kadinlar
olusturmaktadir (Tablo 3 ) (7).

Tablo 3: Sifiliz vakalarinn cinsiyete gore dagilinm, Tiirkiyve, 2002-2006

%

120

100 -

40 -

2002 2003 2004 2005 2006

B adis mErkek

Yapilan caligmalara gore sifiliz seropozitifligi bolgelere gére degismektedir. Bu

oranlar Gilkemizin batisinda dogu bélgelerine gre daha yiiksektir (48, 49, 51, 52, 53).

Ulkemizde sifilizli vaka sayis1 artiy gostermektedir. Bu rakamlar Tiirkiye’de
hastahigin ozellikle, kan merkezleri, cinsel agidan aktif yas gruplan, seks iscileri ve

miigterileri i¢in Snemli bir saglik sorunu oldugunu diisiindiirmektedir (41).
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4.4 Hastahk Etkeni

Treponemalar, Spirochaelates takimi igcinde yer alan Spirochaetaceae
familyasindaki 4 cinsten biridir. Bu familya iginde Spirochaeta, Cristispira, Borrelia
cinsleri de yer almaktadir. Treponemalar enfeksiyon yapabilme ozelliklerine gore alt
gruplara aynlmaktadir. Bu alt gruplar etkeni olduklan hastahklarla iligkili klinik
gostergelerinin farkli olmast ile Treponema pallidum’dan ayrilirlar. Treponema pallidum
subspecies pallidum; cinsel iligki ile bulasan sifiliz etkenidir. Treponema pallidum subsp.
endemicum; endemik sifiliz etkeni, Treponema pallidum subsp. pertenue; yaws etkeni ve
Treponema pallidum subsp. carateum; pinta etkenidir. Endemik sifiliz ve yaws etkeni olan
treponemalar benzer morfolojiye, ortak antijenlere ve % 95'den fazla DNA uygunluguna
sahiptir (57).

T. pallidum ince, 6-15um uzunlugunda, 0.2um eninde, ortalama 6-14 kivrimi
bulunan sarmal seklinde bir mikroorganizmadir. Cok harcketlidir, ¢evresi etrafinda burgu
gibi doner, ¢ok fazla olmasa da ileri geri yer degistirebilir ya da biikiilebilir. Spiralleri
diizenli, sabit ve burgu geklindedir. Etken ikiye béliinerek ¢ogalir. Adi anilin boyalar ile
boyamak zordur. Giemsa boyasi ile soluk pembe boyarur, ¢ini miirekkebi ve giimiigleme
yontemleri ile de gosterilebilir. Mikroorganizma kiiglik boyutlarindan dolay1 1:1k
mikroskobundan ¢ok karanlik alan mikroskobu veya faz-kontrast mikroskobu ile iyi
gorilintiilenebilir (57-60). Sekil 2°’de T. pallidum clektron mikroskobisi gdriintlisii yer
almaktadir.

Sekil 2: T pallidum elektron mikroskobisi goriintiisii (http:/phil.cdc.gov adresinden

alinmistir)
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Spiral sekilli bakterinin etrafi sitoplazmik membran, bunu takip eden ince bir
peptidoglikan tabaka ve gevsek bir gekilde birlesmis olan dis membranla ¢evrilidir, T
pallidum’un genomu 1000 kilobaz ¢ift nzunlugunda ve c¢embersel yapidadir (61). T.
pallidum’un karakteristik spiral hareketini saglayan, 2 ya da 3 tane bulunan flajella
(endoflajella, periplazmik flajella), periplazmik bélgede yer almaktadir ve bir kilifa sahiptir
(57-59). Gram negatif bakterilerden farkl olarak dis membran proteinden fakirdir Spiroket
hiicre duvar yapisi sekil 3’de gosterilmistir. Escherichia coli ile kargilagtinldifinda protein
oraninin % 1’den az oldugu bulunmustur. (62, 63).

7 / / Glikolipidler (LDE)

3 3 b ) Lipoproteinler
rrni B el lnaolley tb
SAUULELULULLLLLLY Dis mermbran

Flaiella
Ferwwlazmik aralik

ﬁ P?p ti dOgliFan
I — s

Spircoket hiicre duwari

Sekil 3: Spircket hiicre duvar yapisi

T. pallidumun invitro ortamda kiiltiirii yapilamamakla birlikte, tavsan epitelial
SfEpl hiicrelerinde kisith olarak iiretilebildigi bildirilmistir (64). Bakteri 33-35 "C’de,
mikroaerofilik ortamda Uretilebilir; jenerasyon stiresi 30-33 saattir ve siurli sayida
pasajlanabilir. Kiltiir galigmalari mikroorganizmanin 1s1, oksijen seviyesi ve pH gibi ¢evre
sartlarina ¢ok hassas oldugunu géstermistir (65). Basta glukoz, galaktoz ve maltoz olmak
iizere kisithh enerji kaynaklari bulunmaktadir. Bakteri simirli biyosentez kapasitesine
sahiptir; kendi yag asitlerini, enzim kofaktérlerini ve niikleotidlerini sentezleyemez,
konagin besin kaynaklarina ihtiyag duyar. 7. pallidum un siiperoksit dizmutaz, katalaz ve
peroksidaz gibi oksijen toksisitesinden koruyan enzimleri bulunmamaktadir. NADH
oksidaz, mikroorganizmanmin O, kullanimim ic¢in 6nemli tek enzimidir (66, 67). T.
pallidum’da  Embden-Meyerhoff-Parnas yolu, heksoz-monofosfat yolu enzimleri ve
flavoproteinler, sitokromlar gibi elektron transport zinciri ile iligkili pek ¢ok enzim elde
edilmistir. /n vivo ortamda iiretilme zorluguna ragmen mikroorganizma DNA, RNA ve
protein sentezi ile ilgili tiim gerekli enzim aktivitelerine sahiptir (68, 69).
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T. pallidum’un tam genom dizisi 1998°de yaymlanmistir. Cembersel genomu
1041 agik okuma bolgesi (ORF) ve 1.138.006 baz ¢ifti igermektedir (70). Bilinen
bakteriyel genomik yapilara gire goreceli olarak kiigiik bir genoma sahiptir. Genom dizisi
galismalar1 mikroorganizmanin virulans faktérlerinden kabul edilen 12 iiyeli “7. pallidum
repeat” (Tpr) gen ailesinin tamnmasina yardimel olmaktadir. Bu 12 iiyeli gen ailesi; alt
grup I (Tpr C, D, F ve I), alt grup Il (Tpr E, G ve J) ve alt grup I ( Tpr A, B, H, K ve L)
olarak {ige aynlmaktadir. Tpr gen ailesinin (dig membranda yer alan baz1 Tpr gen {iriinleri
ile birlikte baz1 Tpr geni dizi varyasyonlarinin), immiin yamtlardan kagis ve
mikroorganizmanin rezistansinda etkisi oldugu belirtilmistir (66, 71). Tpr K ile
immilnizasyon kismen mikroorganizma hasarina kargt koruyucu olmaktadir, Tpr K

koruyucu immunitede ve antikor baglanmasinda hedef bélgedir (72).

T. pallidum un polipeptidleri adlandinlirken TpN 6n eki kullamilir. Polipeptidleri
birbitinden aywrt etmek i¢in SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
clektroforez) temelli molekiiler kiimelenme yontemi kullamlmustir (73). Birgok bakiteride
flajella tek bir polipeptid alt biriminden olugmaktadir. Ancak 7. pallidum un endoflajellar
filamenti diy kilifin iginde ve gekirdegin merkezinde swrali olmak t{izere birgok
polipeptidten olugsmaktadir. T. pallidum’da TpN37a, TpN34.5, TpN33, TpN30, TpN29 ve
TpN27.5’a benzer, altidan fazla flajella iligkili polipeptid tammlanmistir. Bu
polipeptidlerin ¢ogu genom diizeyinde iyi tanimlanmistir ve N-terminal ucundaki
aminoasit dizisi, gen dizisi ve antijenik iligkisine gbre Grup A ve Grup B olarak alt
gruplara ayrilmistir (74). TpN37a; Grup A flajellalar i¢inde yer almaktadir ve FlaA olarak
da tammlanabilir. TpN30, TpN33 ve TpN34.5 da Grup B de yer almaktadir ve FlaB1,
FlaB2 ve FlaB3 olarak da isimlendirilebilir. Tp27.5 ve TpN29; bazi T. pallidum
endoflajellasinda yer alan iki ek polipeptidtir. Yapilan, fonksiyonlan ve elde
edilebilirlikleri ile ilgili bilgiler stmrlidir (75). Tablo 4°de bakterinin bilinen polipeptidleti
ve genel ozellikleri yer almaktadir (61).
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Tablo 4: T. pallidum an bilinen polipeptidleri ve genel 6zellikleri (Kaynak 61°den alinmugtir)

Isim Ortalama Molekiil .
Agirhp Islev
{Dalton)
TpN94 94.000 Penisilin baglayan protein. SDS patern’de goériintiiliinememigtir.
TpN83 82.000 Fibronektin baglayan protein (sitoplazmik filament protein)
TpN71 70.000 E. coli DnaK proteinine karg anti-serumla reaksiyon verir
TpN60 59.000 GroEL 1s1 gok proteini benzeri
TpN57 57.000 Belirgin bir gekilde 7. pallidum subsp. pertenue ile benzerdir.
TpN47 45.000 Major m'embran proteini, gok immiinojenik, lipoprotein, endotelial
hticreleri uyarir
TpN44.5 (a) Sinyal peptidi ile birlikte membran lipopretinidir. 7. phagedenis ile
42.000 -
TmpA benzerdir.
TpN44.5 (b) 42.000 TpN44.5 (a) dan daha dnemlidir.
TphN41 39.000 Anti-TpN37 tavgan antiserumu ile reaksiyon verir.
38.000 . . - . ..
TpN39(a) 40,000 Sinyal peptidle birlikte membran lipoproteini.
TpN39%(b) 38.000 Sinyal peptidle birlikte ana membran proteini.
TpN38 37.000 SDS PAGE d_e heniiz tanimlanamamstir. Insan sifiliz serumu ile
reaksiyon verir.
Sinyal peptidle birlikte kilifla iligkili flajel. S. aurantia, T.
TpN37 37.000 phagendenis, S. hyodysenteriae ile benzer dizi 6zellikte.
Kilif iligkili flajella proteini.
TpN36 36.000 -
TpN35 35.500 Sinyal peptidaz II’yi tamyan diziyle birlikte membran lipoproteini.
TpN34.5 35.000 Egggar gekirdekte lokalize, Grup B flajella; TpN33 ve TpN30’la
TpN33 33.000 E:Zﬁ::ar gekirdekte lokalize, Grup B flajella; TpN33 ve TpN34.5’1a
TpN29-35 30-38.000 lS.DS—PAQE de yaygin, asidik leke. Sinyal dizileri ile birlikte
ipoprotein.
TpN31.5 (a) ; . - . ’
TpN31.5 (b) 33.000 [zoelektrik noktada farkh iki nokta geklinde goriiliir.
TpN30 32.000 Grup B flajella; TpN33 ve TpN34.5"la iligkili.
TpN29 30.000 Flajella iligkili protein.
TpN27.5 29.000 Flajella iligkili protein.
TpN24-28 24-30.000 Sinyal dizileri ile birlikte lipoprotein.
TpN24 (a, b) 24.000 -
TpN20 20.000 -
TpN19 Immiinojenik.
TpN17 17.000 Sinyal dizileri ile birlikte major membran lipoproteini,
TpNIS 15.000 Sinyal peptidleri ile birlikte lipoprotein. Infeksiyon sirasinda antikor
yanitini olugturur.
TpN12(a) <14.400 -

TpN dn eki; Bilimsel isimlendirme bigimi.

Son-ek (a, b); Elektroforez de benzer molekiil agirhgindaki polipeptidleri ayirmak igin

gereklidir.
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T. pallidum flajella genleri; flad, flaB1, flaB2 ve flaB3 olarak adlandirilmis ve
yapisal genlerden klonlanarak, dizi analizleri yapilmustir. Bu doért gen de ayni flajella
iistiinde ya da farkh flajellalara dagilmig olarak bulunabilir. Bu gen bélgelerinin protein
firtinleri olan flaB! (34.5kDa), flaB2 (33kDa), flaB3 (31kDa) flajellar gekirdek bélgesini
olusturmaktadir, ¢ekirdek bolgesi de kilif olarak 37kDa olan flad proteini ile gevrilidir.
Endoflajellar proteinler; flad bolgesi sinif A ve flaB bblgesi de simf B olarak gruplandinlir
(76). Ozellikle flad bolgesinin deneysel sifiliz enfeksiyonunda erken immun yamiti
olusturdugu gosterilmistir (74).

Sitoplazmik membran 7. pallidum’un transport ve oksidatif fosforilasyonun
gergeklegtirdifi yerdir. Intramembrantz partikiillerle iligkili oldugu varsayilan dig
membran proteinleri; treponemal dis membran proteinleri (TROMPs) olarak
isimlendirilmektedir (77).

T. pallidum’un hidrofobik ve membran iligkili olarak tanimlanmig proteinlerinin
biiyiik kismimn lipitlenmis oldugu goriiimektedir. Boylelikle mikroorganizmanin 8 major
proteini lipoprotein olarak tamimlanmigtir ve oOmemli immiinmodiilatér etkiye sahip
olduklan diigtiniilmektedir. (78).

4.5. Virulans Faktorleri

T. pallidum c¢evre sartlarina karsi g¢ok hassas olmasina ragmen konakta gesitli
hastaliklarla ortaya ¢ikmakta ve kronik enfeksiyona yol agmaktadir. Bakterinin tam genom
dizisi gosterilememigtir ve sifiliz semptomlarma yol agan klasik virulans faktérleri de kesin
olarak tammianamamistir. Lipopolisakkaritten yoksundur, pek ¢ok Gram negatif bakteride
dig membranda bulunan, ates ve inflamasyona neden olan endotoksini de
bulunmamaktadir. Ancak Toll benzeri resepttr 2 (TLR2Ynin tanmmasi aracilifi ile
inflamatuar mediatorlerin saltmmina yol agan lipoprotein iiretmektedir (58, 79). Cok
sayida gram negatif patojenin, konak hiicresinin sitoplazmasinda yer alan virulansla iliskili
proteinlere girmekte kullandiklan tip III sekresyon sistemi 7. pallidum’da yoktur (66).
Sitolitik enzimler ya da sitotoksinler sifilizin patogenezinde rol almaz. Bunlara karsin
bakterinin genomunda ¢ok sayida hemolizin oldugu varsayilan protein bulunmustur. Bu
proteinler bilinen sitolizinlerle zayif benzerlik gosterirler ve rekombinant formlari
hemolitik aktivite gostermemektedir. Tam olarak fonksiyonlari bilinmemekiedir. Bununla
birlikte mikroroganizmanin patogenezi ile ilgili aragtrma amagh bir¢ok deneysel galisma
yaptlmaktadir (58).
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4.6. Patogenez

Sifiliz enfeksiyonu ile ilgili patogenez ¢aligmalari, bakterinin yapay ortamlarda
liretilememesi nedeniyle sinirhidir. 7. pallidum enfeksiyonu ile ilgili konak bagigik yamt
bilgilerinin biiyitk kismi; enfeksiyon gegiren bireylerden ve tavsan deney modellerinden

elde edilmistir (80).

Birgok bakteriyel patojen gibi mikroorganizmanin konak hiicresine invazyonunda
ilk adim, kenagin laminin ve fibronektin’ine baglanmasidir. Mikroorganizma dencysel
caligmalarda genellikle kapiller, bobrek ve abdominal duvara tutunmaktadir. Konagin
serum, hiicre membrani ve ckstraselliiler matriks (ESM) komponentleri 7. pallidum’a
baglanmada rol oynamaktadir. Laminin, kollajen I ve hyaliiranik asit gibi diger ESM
komponentlerinin de baglanmada rol aldif1 gosterilmistir (58, 81). Rekombinant proteinler
olan TP0155, TP0483 ve TP0136’min fibronektin’e, TP0751%in de laminin’e baglandig:
gozlenmigtir, TP0136’min  mikroorganizmanin  dis membraninda lokalize oldugu
girilmistir. Baglandif1 varsayilan treponemal ligandlar, peptid haritalamasi ile bulunur.
T. pallidum, fosfatidil kolin, fosfatidil gliserol, fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin,
fosfatidil inozitol, sfingomyelin ve kardiyolipin gibi ¢ok gesitli fosfolipidlere sahiptir, bu
fosfolipidlerin biiyiik ¢gogunlugunu tekrarlayan fosfatidil kolin’lerden olusan fosforil kolin
olugturmaktadir. Son ¢aligmalar hayvan deney modellerinde pasif immiinizasyonla elde
edilen monoklonal antikorlar i¢in fosforil kolin’in 6zgiil hedef bolgesi oldugunu ve bu

antikorlarin fosforil kolin epitop’una baglandigimi gostermektedir (82-84).

T. pallidum baglandiktan sonra hizla derin dokulara ve kan dolagimina geger.
Mikroorganizmanin dermal hiicrelerde matrix metalloproteaz-1 (MMP-1) iiretimini
arttirdigr gosterilmigtir. MMP-1 ise 7. pallidum’un dokulara tutunmasina yardim eden
kollajen iretimini engellemektedir. ICAM-1, VCAM ve E-Selektin gibi adhezyon
molekiillerinin salgilanmasina da neden olmaktadir (58, 85). Bu molekiillerin iiretiminin

“artmasi, 7. pallidum antijenlerini uyanci etkiye sahiptir (85).

T. pallidum™on konakta yayilmastmin kolaylagmasi; Gram negatif bakterilerle de
benzer olan, “methyl-accepting chemotaxis proteins” (MCPs) ve sitoplazmik kemotaksis
proteinleri (Che) ile saglamr. 7. pallidum genomunda MCPg i¢gin MCP-1,2,3 ve 4 olmak
tizere dért gen, Che igin de CheA, B, R, W ve Y olmak iizere alt gen bulunmusgtur (66).
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4.7. immun Yamt

Enfeksiyon; gii¢lil bir sivisal ve hiicresel immiin yanita yol acar. 7. pallidum’a kars:
olugan hiicresel ve humoral immiin yamtin enfeksiyonun tekrarlamasinda &nleyici oldugu
diistiniilmektedir (86). 7. pallidum’da enfeksiyon bdlgesinde erken dénemde tek hiicresel
yamt nétrofilik infiltrasyon degildir. Mononiikleer 16kositler (T lenfosit, makrofaj ve
plazma hiicreleri) enfeksiyon bolgesinde 1 haftadan da erken donemde bulunur (87).
Lezyonlarin gelismesinin ardindan hiicresel infiltratlar, 7. pallidum’a spesifik T
hiicreleriyle birlikte iki haftada en yiiksek seviyeye ulagir. Epidermis nekrotik olmaya
bagladiginda da polimorfoniikleer hiicreler (PMNH) go¢ eder (88). PMNH’ler fagosite
ettikleri bakterileri enzimler, siiperoksit radikalleri ve anti-mikrobiyal peptidler araciligi ile
oldiirmektedir. Deneysel tavsan modellerinde 7. pallidum’un konaga girmesinden 24 saat
sonra, enfeksiyon bélgesinde PMNH ve makrofajlarda bulunan NP-1, NP-2 ve NP-5
olarak adlandirlan notrofil kokenli defensinler gésterilmistir (89). Bir bagka anti-
mikrobiyal peptid grubu olan kathelisidin’ler de PMN graniillerinde yer almaktadir ve alt1
farkli kathelisidin in-vitro olarak bakterinin 8ldiiriilmesinde rol almaktadir (90).

Bakteriyel enfeksiyon siiresince, endotelyal hiicreler, dentritik hiicreler, Toll
benzeri reseptdrler (TLR) patojen iligkili molekiillerin makrofajlar tarafindan taninmasini
tstlenmektedirler. Hiicre yiizeyinde bulunan Toll benzeri reseptér (TLR) aracilipa ile
tamma gergeklesir. 7. pallidum’da dis membran altinda yer alan lipoproteinler giiglii
immiinojenik etkiye sahiptir ve CD14’iin uyanmuyla birlikte, TLR4 aracilifiyla olusan
dogal inflamatuar yanit: aktive etme ozellifindedir. TLR2 de bakteriyel lipoproteinleri
tamima ve enfeksiyona kars1 erken inflamatuar yamtta rol oynar (79, 91, 92). T hiicreleri ve
makrofajlar; primer ve sekonder enfeksiyon evresinde enfeksiyondan korunma ve
immiinopatolojik yonii agisindan ¢ok énemlidir, ancak geg désnemde konak doku hasarimin

da en biiyiik sebebini olugturmaktadir (58).

Lipoproteinleri TLR2 aracilifi ile dentritik hiicreleri uyarir. Primer ve sekonder
sifilitik lezyonlarda “Langerhans hiicreleri” olarak adlandinlan hiicreler bulunmaktadir.
Enfeksiyon bdlgesindeki dentritik hiicreler daha sonra lenf nodlanna go¢ ederler ve T
hiicreleri uyarilir. Dentritik hiicreler bakteriyle karsilasma sonrasinda, Interlskin -1p (IL—
18), IL-6, IL~12 ve Tiimér nekroz faktér (TNF) gibi inflamatuar sitokinlerin salinimina
yol agar (58, 93).
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Rekombinant 7. pallidum lipopeptidleri ile makrofajlarn uyarnilmasi da pro-
inflamatuar sitokinlerin salinmasina yol agar. TpN. 47 lipopeptiti ile TNF-a, 1IL-1B, I1.-6,
IL-8, 1L-12 IL sahnmmm aktive eder. TNF-a {iretimi aym1 zamanda TpN15, TpN17 ve
TpN38 aracilifiyla da olur ve makrofajlarm uyarmyla birlikte TpN17 lipopeptidi IL-1B

tiretimini uyarir (94).

Enfeksiyondan 3 giin sonra enfeksiyon blgesinde T hiicreler saptanabilir ve 1013
giin sonra en yliksek seviyeye ¢ikar. Makrofajlar da 6-10 giin sonra enfeksiyon bilgesinde
bulunur ve yaklagik 13 giin sonra en yilksek seviyeye ulasir. 13-17. giinler arasinda
saptanabilen 7. pallidum sayisi1 lzla diiger. Caligmalar bakteriye kargt immun yamtin
gecikmig tip asint duyarlibk reaksiyonuna benzedigini gostermektedir (58). Deneysel
calismalarda enfeksiyonun baslangicindan 10- 12 giin sonra mikroorganizma hedef orgam
olan dalaga invaze olur, 6nce dalak ardindan karacifer ya da beyin dokularinda biiyiik

miktarda spiroket gistertlebilir (95).

Insanlardaki primer ve sekonder lezyonlarda oldupu gibi tavsan deri lezyonlarinda
da T hiicreleri ve makrofajlar tespit edilmistir. CD4" T yardimen hiicreler ve CD8" T
Sitolitik hiicreler primer ve sekonder lezyonlarda bulunmaktadir. CD4" ve CD8" hiicreler
INF-y ve granzim B ve perforin gibi litik mediatorlerin salimmina yol agar. CD8"
hiicrelerin bakterinin immiin temizlenmesindeki rolii kesin olarak belirlenememistir ancak

litik mediatérlerin doku yikiminda rol aldig1 diistintilmektedir (96).

Hizh ve etkin bir sekilde immiin yanit olugmasina karsin, enfeksiyon tedavi
edilmezse, 7. pallidum insan viicudunda uzun dénem kalabilir ve organ hasarlarina neden
olabilir. Enfeksiyonun tiim ddnemlen, sifilitik lezyonlar; vaskiilopatik degisiklikler ve
lenfositler, makrofajlar ve plazma hiicrelerinden olusan lokal hiicresel infiltratlarla
karakterizedir. Patogenez ve enfeksiyon boyunca olugan hiicresel immiin yanit;
graniilomattz hastaliklarda gbrillen graniilom varligiyla gosterilebilir. Primer sankr’da

CD4" T hiicre ve makrofajlar, sekonder sifilitik lezyonlarda da CD8" T hilcreleri baskindar.

Serolojik ¢alismalar mikroorganizmaya karst olugan antikorlarin hastalijin primer
doneminde ortaya ¢iktigini, enfeksiyonun bagindan sonuna kadar kolaylikla saptandigim ve
bu antikorlarin tedavi takibinde de kullamlabildigini gdstermektedir. Treponemalar; tavsan
modellerinde, enfeksiyonun girig bélgesinden uzak bolgelere kadar yayilir ve 24 saatten de
erken olarak plazma da saptanabilir. Sifilitik hastalarda IgM ve IgG antikor yanit1 6 giinden

daha erken saptanabilir ve bu yanit enfeksiyonun erken latent ve sekonder déneminde pik
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yapar. IgM seviyeleri enfeksiyonun daha sonraki evrelerinde ya da penisilin tedavisinden
sonra diiger (97, 98). Deneysel cahismalarda dig membran proteinlerinin konakta giiglii
antijenik rol oynadigi, TprK, TpN37, TpN17 ve TpN47 protein, lipoproteinlere karg:
antikor yamtinin arttifi gézlenmigtir (99).

Enfeksiyon sirasinda tespit edilen en erken antikor yanit1 47- kDa’lik lipoprotein ve
flajellar proteinlere karsi gelisir ve klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan bulunabilir.
Konakta mikroorganizmaya kargi geligen anti-kardiyolipin antikorlar: iiretilir. Anti-
lipoidal antikorlar bilinmeyen mekanizmalarla enfeksiyonun evrelerine gore degisen
miktarlarda iiretilir ki, bunlarda “Rapid Plasma Reagin” {(RPR) gibi yaygin olarak

kullamlan nontreponemal serolojik testlerin temelini olugturur (58).
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4.8. Klinik

Treponemalar enfeksiyon yapabilme &zelliklerine gére alt gruplara ayrilmaktadir,
Bu alt gruplar etkeni olduklar hastaliklarla iligkili klinik gostergelerinin farkli olmas: ile
Treponema pallidum dan ayrilirlar. Treponema pallidum subspecies pallidum; cinsel iligki
ile bulasan sifiliz etkenidir. Treponema pallidum subsp. endemicum, endemik sifiliz etkeni,
Treponema pallidum subsp. pertenue; yaws etkeni ve T. carateum; pinta ctkenidir. Tablo
5°de treponema alt gruplaninin genel 6zellikleri gosteritmigtir (57, 100).

Tablo 5: Patojenik treponema gruplarinin genel 6zellikleri

Organizma | Hastalik | Dagihm Hastahgmm | Bulasma yolu | Konjenital
baslama enfeksiyon
yasi

T. pallidum | Yaws Tropikal Cocukluk Lezyonla Yok

subsp. bolgeler direkt temas

pertenue Afrika, Giiney

Amerika,
Caribbean,
Endonezya

T. pallidum | Endemik | Kurak bolgeler, | Cocukluk, Lezyonla Nadir

subsp. sifiliz Afrika, Orta adelosan, direkt temas,

endemicum dogu yetiskinler Mukoz

membranlardan
bulas

T. carateum | Pinta Iliman iklim Cocukluk ve | Lezyonla Yok

bélgeleri, Orta | adelosan direkt temas
ve Giiney
Amerika

Sifiliz etkeni olan Treponema pallidum subspecies pallidum’da en nemli bulasma
yolu cinsel temastir. Mikroorganizma saglam mukozadan veya deride bulunan kiiciik bir
gatlaktan viicuda girer. D1y ortam kosullarina ve kuruluga ¢ok dayamksizdir. Bu nedenle
hasta ile aym egyalart kullanmakla bulas nadirdir. Kuru deri {izerinde de canlilifiu
stirdiiremediginden, sadece erken evredeki, bol miktarda spiroket iceren nemli deri ve
mukoza lezyonlarindan direkt temas yoluyla bulagabilir. Enfekte anneden bebege
intrauterin olarak, kan transfiizyonu ile de bulagabilir. (58, 101).

Klinik sintflama:

Sifiliz enfeksiyonu giintimiize kadar ¢esitli arastinicilar tarafindan  klinik
belirtilerine gére degisik sekillerde simflandinlmistir. Bu simiflandirma, 6zellikle klinik

belirtilerin ortaya ¢ikigina gore agagidaki sekilde yapilmaktadir.
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A-) Edinsel sifiliz
a) Erken sifiliz (I ve II. d6nem sifiliz ya da primer ve sekonder sifiliz)
b) Latent sifiliz
c) Geg sifiliz (Tersiyer sifiliz- I11. donem)

B-) Konjenital sifiliz

A-) Edinsel sifiliz:

a) Erken sifiliz
Primer sifiliz (Sankr dénemi):

Primer sifilizin karakteristik lezyonu “sankr’dir, Lezyon genital organlarin deri
veya mukozalarinda gortliic. 7. pailidum’un organizmaya girmesinden yaklagik 21 giin
sonra (10- 90 giin) inokulasyon yerinde bir papiil olusur (58). Daha sonra bu papiil
tilserlesir ve sert gankr denilen, agrisiz, sert, keskin simrli primer lezyon olugur, Lezyon
siklikla erkeklerde prepisyum ve glans peniste, kadinlarda ise serviks, vajina ve vulvada
yerlesir. Sankr 4- 6 haftada iz birakmaksizin kendiliginden iyilesir. Sankr’dan 1 hafta sonra
bolgesel lenf bezleri biiyiir. Bunlar sert, agrisiz, birbirine yapisik olmayan ve bilateral
yetlesimli lenf bezleridir. Sankr’dan 15 giin sonra serolojik testler pozitif olmaya baslar.
Sankr’dan ve ponksiyonla alinan lenf materyalinden yapilan taze yaymalarda (karanlhik
saha mikroskopisi) bol miktarda spiroket bulunur ve oldukga bulastiricidir. Tedavi
edilmediginde primer lezyon 3-6 haftada kiigiik, atrofik bir iz birakarak kendiliginden
iyilesir (102, 103).

Sekonder sifiliz:

Sankr’in ortaya ¢ikmasindan yaklasik 4-10 hafta sonra ortaya ¢ikan ve T
pallidum’un hematojen yayilim sonucu gok gesitli belirtilerle seyreden donemdir. Bu
dénemin en sik belirtisi yaygm deri dokintiisiidiir. Deri lezyonlarinindan baska bagagrsi,
ates, halsizlik, kas-eklem agrlar1 gibi semptomlar olabilir. Sert, mobil, agnsiz yaygin
lenfadenopati olugur. Deri lezyonlar1 ¢ok ¢egitlidir ve birgok hastalikla kansgabilir. Aynca
sag, tirnak, oral mukoza lezyonlari, gévde de pigmentasyon bozukluklari da olugur, Bu
lezyonlar haftalarca devam eder. Sekonder donem lezyonlarmin ortak dzelligi kagintisiz
olmalari, bakir kirmuzisi renk ve simetrik dagilimdir. Siiperenfeksiyonlar eklenmedikge
sekonder donem lezyonlan da afrisiz ve bulagtincidirlar. Makiil (rozeola sifilitika), papiil
(sifiliz papiiloza), mukoza lezyonlan (plak miikdz), genitoanal bdlgede goriilen plaklar
(Kondiloma lata) sekonder dénem sifiliz lezyonlandir. Tiim sekonder doénem sifiliz

lezyonlaninda da bol spiroket goriiliir, Tiim serolojik testler pozitiftir. Tedavi ile ya da
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tedavisiz bu donem sifilizin tiim bulgulari birkag haftada geriler ve bazen hasta 6miir boyu
da siirebilen latent déneme girer (102, 103).

b) Latent sifiliz:

Infeksiyonun klinik belirti ve semptomlarinin olmadigi, fakat serolojik testlerin
pozitif oldugu donemdir. Latent dénemdeki hastalarin % 25%inde ilk 1- 2 yil iginde
relapslar olur ve sekonder dénem bulgulan tekrarlar. Bu niiksler birkag kez de olabilir. Bu
durum geg sifiliz belirtileri ortaya ¢ikincaya kadar yaklasik 3—5 y1l devam eder. Ilk 2 yil
igindeki erken latent sifiliz bulagici donemdir. Daha sonraki ge¢ latent devrede bulasica
olma 6zelligi giderek azalir. Ancak bu dénemde intrauterin enfeksiyon olugabilecegi ve
enfeksiyonun kan transfiizyonuyla da bulagabilecegi unutulmamalidir.

c) Geg sifiliz:

Tedavi edilmemis sifilizli hastalarin yaklagik olarak % 15’inde ikinci devir sifiliz
belirtileri iyilestikten 3- 5 yil sonra geligir. Tiim doku ve organlarda parankimatdz yikimin
oldufu devredir. Deri lezyonlarindan, nodiiloiilseratif lezyonlar lupus vulgarise benzer
atrofik pigmente skatris birakir. Plak ve nodiiller, iilserlesmeyen tiiberkiiller ense ve sagh
deride gruplagms halde bulunurlar. Eritem tersiyer, kasinhsiz, kepeklenmeyen, givdede
yerlesen lezyonlardir.

Gom: 3. devir sifilizin ilk 10 yih i¢inde, subkutan yerlesen, yumusak, iilserc olan
derin graniilomatdz lezyonlardir. Genellikle alt ekstremite, kas, periost, kemik, karaciger,
mide, kardiovaskiiler sistem, santral sinir sistemi tutulabilir, Kemik tutulumu sonucu sert
ve yumugak damakta perforasyon, septum nazi’de perforasyon sonucu semer burun olusur.
Gomlar skrofuloderma, noduler vaskilit, aktinomikoz, lenfoma wve pannikiilitlerle
karisabilir.

Nérosifiliz’de: meninksler, meninks damarlar1 ve parankimat6z tutulum, progresif
paralizi, tabes dorsalis ve ataksi olugur,

Lezyonlarda 7. pallidum yoktur. Bulagtinc: degildir. Non-spesifik testler % 50, spesifik
testler ise her zaman pozitiftir (101-104).

B-) Konjenital sifiliz:

Konjenital sifiliz (KS), intrauterin hayatta 7. pallidum'un plasenta yoluyla fetﬁse.
gecmesiyle ortaya gikan bir tablodur. Gebelikte gecen siire uzadikga fetusun enfekte olma
olasilifn da o oranda azalir. Gebelikte erken dénem sifilizin vertikal gecisi ile % 50-80
oraninda maruz kalan yenidoganlarda konjenital enfeksiyon goriiltir. Konjenital sifiliz

etkilenmis fetuslarda % 40 oraninda fetal ya da perinatal $liim ile sonlanmaktadir.
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Erken konjenital sifiliz (EKS)1i olgular sifiliz belirtileriyle dogabilecekleri gibi,
dogumdan sonraki 2 yil iginde de sifiliz belirtileri ortaya ¢ikabilir. EKS'in ana belirtileri,
pemfigus sifilitikus, rinitis sifilitika, osteokondritis sifilitika, 2. dénem deri ve mukoza
belirtileri, sarilikla birlikte veya sarliksiz hepatosplenomegalidir. Bunlann diginda biiyiik
plasenta, plasentada sertlésme ve hemorajiler, generalize lenfadenopati, pndmoni,
hidrosefali, nefrotik sendrom, nérolojik belirtiler (pstdoparalizi, leptomenenjit), gocukta
hematemez, melena, geligme geriligi, epilepsi, testislerin biiylik ve sert olmas:, hidrosel, iig
ayliktan dnce tonsillerde hipertrofi, strabisinus, hidrosefali, mikrosefali, istahsizlik, inat¢1
kusmalar gibi ¢ok sayida semptom ve bulgular gériilebilir. Bu dénem goriilen deri
lezyonlarinda 7. pallidum pozitiftir.

Geg konjenital sifiliz (GKS)'in semptom ve bulgulan 2 yagindan sonra belirgin olur
(5-25 yag). Bu olgularda sifilizin 2. ve 3. dénem deri belirtileri birlikte bulunur. GKS'de
O6nemli belirtiler; frontal kemikte gikinti, semer burun, kisa maksilla, yiiksek arkuslu
damak, dut seklinde azi digleri, kilig kini tibia, eklemlerde agn ve hidrartrozlar,
Higoumenakis belirtisi, gbz, burun ve agiz etrafinda ragatlar vardir. Ayrica tist orta kesici
diglerde yarim ay geklinde gentiklenme, labirent tipinde sagirlik ve interstisyel keratitten
olugan Hutchinson triadi GKS igin patognomoniktir, Mental retardasyon, tabes dorsalis,
epilepsi, paraliziler, iridosiklit ve optik sinir atrofisi goriiliir. Hematolojik bulgulardan,

anemi, monositoz ve trombositemi sik goriilir (105-107).
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4.9. Tam

T. pallidum’un kiiltiiri yapilamaz ve basit boyalarla boyanamaz. Bu nedenle sifiliz
tamsinda, etkenin dogrudan gosterilmesine dayanan direkt ve organizmada olugturdugu
antikorlan saptamak amaciyla indirekt tam yOntemleri kullamilarak birgok tam testi
geligtirilmigtir.

Direkt mikrobiyolofik yontemier:

Lezyonlardan ya da viicut sivilarindan alinan Srneklerin mikroskopik incelenmesi,
doku oOmeklerinin histolojik incelemesi ya da polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi
niikkleik asit ¢ofaltma yontemleri ile 7. pallidum’un tamsi direkt mikrobiyolojik
yontemlerdir.  Direkt mikroskobik inceleme igin karanlik alan mikroskopisi ve direkt
immunfloresans boyama yOntemleri kullamlmaktadir (108).

Direkt floresans antikor (DFA) testi:

Antijen saptamaya ydnelik bir tam yontemidir. Mikroorganizmamn canli olmasina
gerek duymaz, Testte patojenik treponemalara karsi floresein izotisiyanat isaretli antikorlar
kullamlir. Lezyon varliginda, en 6zgiil tam testidir. Serolojik testler negatif iken pozitif
sonug verebilirler. Ancak bu test 7 pallidum ile yaws, endemik sifiliz ve pinta’ya neden
olan diger patojenik treponemalar ayirt edemez.

Direkt floresan antikor testi 7. pallidum'u tim doku 6rneklerinde tespit edebilir
ancak en ¢ok kullamlan dokular; parafinli kesitlerde incelenen beyin, gastrointestinal
kesitler, plasenta, umblikal kord ve deri &rnekleridir. Histolojik boyama yontemleri ile
beraber kullanilabilir (108-110).

Karanlik alan mikroskobisi:

Lezyon varliginda sifiliz tamsinda kullanilan kolay ve 6zgiil bir testtir. Pozitif test sonucu
T. pallidum ya da diger patojenik treponemalarn varlifimi gésterir. Treponemanin
canlihigim siirdiirebilmesi i¢in; uygun ekipman ve personel hazir olmali, 5rnek alindiktan
sonra test hizli bir gekilde yapilmalt ya da hasta testin yapilacag: yere yonlendirilmelidir,
Bu yontemin primer, sekonder enfeksiyonda, relapslarda ya da erken konjenital sifilizde
lezyon varhginda duyarliigs % 80 bulunmustur (111). Ancak karanlik alan mikroskopisi;
sistemik antimikrobiyaller kullamldiginda yalanci negatif sonu¢ verebilir, oral ve rektal
lezyonlarda da nonpatojenik spiroketlerin varligindan dolayi giivenilir sonug vermez (108,
109, 112).
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Giimiiy boyama:

Giimiiy boyama yontemi de patologlar tarafindan yaygin kullamlan, yararli ancak
nonspesifik bir boyama yontemidir. Giimiis boyama ydntemleri arasinda; Warthin-Starry
ve Dieterle boyama yontemleri yer almaktadir. Glimiis nitrat ¢ok sayida mikroorganizmayi
emdiginden sadece mikroorganizmanin morfolojisini tammaya yardimci olur ve doku
kalintllar1 nedeniyle de tam zorlasmaktadir. Bu nedenle, tani hatalanm engellemek igin
floresan antikor testleriyle kombine edilmesi yararli olacaktir (113, 114).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR):

PZR taze materyalde T pallidum’a ait farkli gen bolgelerini tespit etmek amaciyla
kullanulan, duyarlihpi ve ozgiilliigli yiikksck molekiiler bir yoéntemdir. Giiniimiizde kan,
beyin omurilik sivisi (BOS), amniyotik sivi, genito-liriner iilserler gibi pek ¢ok 6rnek bu
yontemle iglemlenebilmektedir Birgok calismada 47kDa’luk proteini kodlayan gen bélgesi
hedef bolge olarak kullaniimaktadir. 7. pallidum DNA polimeraz [ bdlgesinin
kullaniimasma gore 47kDa’luk proteini kodlayan gen Dbélgesinin  kullamlmasinin
duyarlihg) arttirdifn gosterilmistir. 47kDa’luk proteini kodlayan genin g¢ogaltilmas:
genellikle 7. pallidum’un histolojik orneklerden tespitinde kullanilir. PZR ile canli ve 6lii
mikroorganizma ayirt edilemez, test sonucu pozitifse aktif enfeksiyon varhim gosterir.
(115-118). PZR yontemi serolojik testlerle kargilagtinldiginda duyarhbk ve 6zgiillik
sirastyla primer sifilizde % 94.7-% 98.6, sekonder sifilizde ise; % 80-% 98.6 bulunmugtur
(119).

Indirekt mikrobiyolojik yintemler:

Sifiliz siiresince hastada iki tip antikor olugmaktadir. Olusan antikor yanitlarina
gire de bu testler treponemal ve nontreponemal testler olarak adlandirilir. Bunlarn bir
kismi hastalik sirasinda hasarlanan konak hiicrelerinden serbestlesen ve bir miktar da T.
pallidum'un ylizeyinde bulunan bakteri hiicre lipidlerine kargi konakta olusan reagin
denilen antilipoidal, nonspesifik antikorlardir.

Bunlar, memeli hayvan dokularindan clde edilen lipid ckstreleri ile serolojik
reaksiyonlar verirler. Bu tip antikorlar: saptarhaya yonelik testler de nontreponemal testler
olarak gruplandirihir. Diger antikor tipi ise dogrudan dogruya 7" pallidum’un antijenlerine
karst olugmus o6zgiil antikorlardir ve bunlarin saptanmasi i¢in dogrudan 7. pallidum
antijenleri kullamlarak serolojik testler gelistirilmigtir. Bu testler treponemal testler olarak
adlandirilir (82, 109, 113).
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Nontreponemal Testler:

Kompleman birlegmesi testleri:

Wassermah

Kolmer

Flokulasyon testleri:

“Venereal Diseases Research Laboratory” (VDRL)
“Rapid Plasma Reagin” (RPR)

“Unheated serum reagin” (USR)

“Toluidine red unheated serum test" (TRUST)

Treponemal Testler:

T. pallidum immobilizasyon (TPI) testi

Floresans treponemal antikor absorbsiyon (FI'A-ABS) testi

Floresans treponemal antikor absorbsiyon (FTA-ABS) ¢ift boyanma testi
FTA-ABS 198 IgM testi

Mikrohemaglutinasyon assay (MHA-TP)

Mikrotreponema pallidum hemaglutinasyon assay (TPHA)

Treponema pallidum partikiil aglutinasyon (TPPA)

Western blot (WB) testi

“Enzyme-linked immuno assay™ (EIA)

Nontreponemal Testler:

Kompleman Fiksasyon testleri:

Wasserman, Kolmer testleri:

Ik olarak 1901°de Bordet ve Gengou tarafindan kompleman fiksasyon testi
bulunmugtur. Daha sonra 1906 yilinda Wasserman ve ark. tarafindan kompleman fiksasyon
testi sifilizin serolojik tanisi igin gelistirilmigtir. Antijen olarak da once konjenital sifiliz
enfeksiyonundan 6lmiis yenidogan karaciger ekstrakti, daha sonra da alkolde ekstre edilen
sigir kalbi kullamilmigtir. Kompleman fiksasyon deneyi bilinen antijenler kullanilarak,
hasta serumunda nontreponemal antikorlan tespit edip tam koymak amaciyla kullanihirlar
ancak yapilmasi zor testlerdir ve giiniimiizde kullanilmamaktir (109).

Flokulasyon testieri:

Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL) veya Rapid Plasma Reagin (RPR)
gibi nontreponemal testler antilipoidal antikorlar (reaginleri) saptayan, antijen olarak
iginde treponemaya ait antijenler bulunmayip normal organ ekstrelerinin kullamldii

testlerdir. Bu testlerde kullanilan en uygun antijen, insan ya da sifar kalbinden elde edilen
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kardiolipin (difosfatidil gliserol)’dir. 7. palfidum, fosfatidil kolin, fosfatidil gliserol,
fosfatidil etanolamin, fosfatidil serin, fosfatidil inozitol, sfingomyelin ve kardiyolipin gibi
¢ok cesitli fosfolipidlere sahiptir. Bu testlerde en sik antijen olarak kullamlan kardiyolipin
de bakteride bulunan fosfoliplerdendir. Nontreponemal antikorlarla saptanan antikor
yamtimin mekanizmasi hala net olmamakla birlikte, enfeksiyon sirasinda hasarlanan bakteri
hiicresinden salinan bu fosfolipidlere karst olugan antilipoidal antikorlari ya da hasarli
konak hficrelerinden salinan kardiyolipin ya da diger lipidlere karsi olusan IgM ve IgG
antikorlarini saptadig: diisiiniilmektedir (82, 120).

Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL) veya Rapid Plasma Reagin (RPR)
gibi nontreponemal testler, hasarli konak hiicrelerinden saliman kardiolipin ve diger
lipitlere kars1 olusan IgM ve IgG antikorlarini saptarlar. Anti-lipoidal antikorlar sadece
treponema enfeksiyonlar1 sonucunda olugmaz, aym zamanda otoimmiin hastahklar,
gebelik, doku hasan, akut ve kronik hastaliklarda da olugabilir (82, 120). Tamda tarama
amagh kalitatif veya tedavinin takibinde kantitatif olarak kullanilirlar., Reaktivitenin
derecesinin saptanmasinda ve tedavinin yeterliliginin degerlendirilmesinde titre diisiisii
onemlidir. Ancak nontreponemal testler 7. pallidum ile diger patojenik treponemalart ayirt
edemcz ve non-patojenik treponemalarla ya da diger mikroorganizmalarla capraz
reaksiyonlar goriilebilir. 1945°den once fosfolipid antikorlar; kompleman fiksasyon testi ya
da presipitasyon testleri kullamlarak organlardan, genellikle de kalpten elde ediliyorken,
1946°da Harris, Rosenberg ve Riedel ABD’ de bulunan Venereal Disease Research
Laboratory’de kardiyolipin-lesitin-kolesterol antijenini mikroflokulasyon testi ile buldular
ve VDRL olarak adlandirchlar (12, 113).

Unheated serum reagin (USR) ve Toluidine red unheated serum test (TRUST) testleri ise
gliniimiizde sik kullaniimayan diger nontreponemal tani testlerindendir.

VDRL festi:

Bu test, antijen olarak kardiyolipin-lesitin ve kolesterol kariginm kullanan bir lam
mikroflokulasyon testidir. Antijen; % 0.03 kardiyolipin, % 0.21 lesitin, % 0.9 kolesterol
iceren tamponlanmig tuz soliisyonundan olugur. VDRL testi i¢in hasta serumu
reaktivitesinin arturilmas: igin hasta serumu 56°C’de 30 dakika isiibir ve cam bir lam
{izerine aktarilir. Antijen kansimiyla kanstirilan serum cam lamda mekanik olarak
calkalanir. Flokulasyon mikroskobik olarak degerlendirilir. Test sifilizi saptamak igin
kalitatif veya tedavi takibinde kantitatif olarak kullanilabilir. Sankr’in ortaya ¢ikmasindan
7-10 gin sonra pozitifiesirler. Tedaviye baslamadan oOnce daima VDRL miktan
saptanmalidir ¢iinkii titrelerde 4 kat diigiis tedaviye yamt alindigam gésterir. Artan titreler
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(4 kat) enfeksiyon tekrar1 ya da tedaviye yanitsizhigy gésterir. Bu durumlarda tedavinin
tekrarlanmasina ihtiyag vardir. Bu ydntemle norosifiliz giiphesinde BOS’da test edilebilir
(11-14, 121).

RPR testi:

Bu test VDRL testinin kolaylagtirilmis versiyonudur, hasta serumunun 1sitilmasina
gerek yoktur. Lam agliitinasyon testidir. Karbon mikropartikiilleri igeren kardiyolipin
antijeni (reagin), serumla bir kart izerinde kangtinlir. Mekanik olarak 100 rpm’de 8 dakika
¢alkalamir. Karbon mikropartikiilleri sonuglarin makroskobik olarak okunmasmi
kolaylastirir. Antikardiyolipin antikoru igeren serumda siyah kiime seklinde flokulasyon
goriiliir. Kalitatif ve kantitatif degerlendirme yapilabilir. Tedavi takibinde kantitatif takip
yapilir ancak ayni testle ve tercihan aymi laboratuvarda izlenmelidir. VDRL testinden daha
kolay uygulanabildigi ve hizh oldugu i¢in daha sik kullanilir (11-14) .

Nonireponemal testler lzli ve ucuz olmalari nedeniyle ¢ok sayida &Srnegin
calisiimasinda kolaylikla uygulanabilirler. Bu testlerde saptanan antikorlar, primer sankr’in
gelisiminden 1-4 hafta sonra ortaya ¢ikar. Bagarili bir tedaviden sonra VDRL ve RPR
testlerinde; primer sifilizde 1 y1l, sekonder sifilizde ise 2 yilda negatiflik gézlenir. Ancak
% 15-25 hastada primer dénem sifiliz tedavisi sonras1 antikotlar 2-3 yilda negatiflesir bazi
hastalarda da diigiik titrelerde uzun siire bazen hayat boyu reaktif olarak kalabilir. Sckonder
ge¢ veya latent sifilizde titrelerde diismeye ragmen 2 yil sonrasinda olgularnn yaklasik %
50’sinde halen diigiikk titreler goriiliir. Bu, tedavinin basansizhigmi veya enfeksiyon
niiksiinii géstermez. Bu hastalar tekrar tedavi alsalar da pozitif kalirlar. Erken sifiliz
tedavisi ile bir yilin sonunda genellikle bu testlerle titreler ¢ok diiger (14, 121-123).

Nontreponemal testlerde yalanci negatif ve yalanci pozitif sonuglara
rastlanabilmektedir. Yalanci negatiflik $zellikle erken ve ge¢ dénem sifiliz olgularinda
goriilebilmektedir. Sekonder sifilizde yiiksek antikor titrelerine sahip hastalarda % 0,4-2
siklikta prozon fenomeni yalanci negatiflie yol acabilir. Prozon olay1 gibi antikorun
yilksek titrede oldugu durumlar ya da normal antijen-antikor birlesmesinin engellenmesine
yol agan durumlar yalanci negatif sonuca yol agar. Yalanci negatif sonuca 6zellikle hamile
hastalarda, prenatal, konjenital enfeksiyonda ve HIV (Human Immunodeficiency Virus)
hastalarinda rastlanir (13, 123, 124).

Yalanc: pozitiflik akut ya da kronik hastaliklardan kaynaklanan nedenlerle % 40 kadar
yliksek degerlerde bildirilmektedir. Yalanci pozitiflik, alt1 aydan kisa siiren akut yalanci
pozitiflik ve alt1 aydan uzun siiren kronik yalanci pozitiflik olarak iki gruba aynhr:
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Akut yalanc1 pozitiflik:
» Enfeksiyoz mononilkleoz, M. pneumoniae, Klamidya enfeksiyonu, hepatit, viral
pnémoni, kizam:k gibi enfeksiysz akut hastahiklar
Sitma
Baz1 agilamalar
Gebelik
Yaws ve pinta gibi diger treponemal enfeksiyonlarla ¢apraz reaksiyon
Riketsiyal hastaliklar
Sankroid
Bakteriyel endokardit
» Teknik hata

Y VWV ¥V V¥V V ¥

Kronik yalanci pozititlik:

» Kollagen damar hastaliklar, lepra, malignite, kronik karacier hastalifi, multipl

myeloma gibi altta yatan kronik bir hastalik varhig

» Intravendz ilag bagimlili

» Sistemik lupus eritematozus (SLE)

» Romatoid faktér (RF), anti-niikleer antikor (ANA), antitiroid antikorlar,

kriyoglobulinler,

» Yiikselmis serum gamaglobulinleri

» 70 yasindan biiyiik hastalar

» Baz antihipertansiflerin kullanami (13, 123, 125).

RPR testi i¢in yapilan ¢aligmalarda; primer sifiliz enfeksiyonunda duyarhlik % 77-100,
sekonder sifilizde % 100, latent sifilizde % 95-100, tedavi edilmis latent sifiliz
hastalarinda % 57.9, 6zgiilliik % 88.8—99 bulunmustur (Tablo 6) ( 109, 126).

USR testi:

USR (Unheated serum reagin) testi VDRL testine ¢ok benzeyen, antijen olarak VDRL
antijenine ek kolin klorid kullamlan kalitatif ve flokulasyon temelli bir testtir, Kolin klorid
serumdaki diger bilesenlerle etkilegimi dnler, serumun testten dnce 1sitilmasina da gerek
olmaz. Antijenin 6nceden EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) ile stabilize edilmesi de
antijenin giinlilk hazirlanmasi gerekliligini ortadan kaldirir. Degerlendirme de VDRL testi
gibi flokulasyon partiikiillerinin yogunluguna gdre zayif pozitif, pozitif ya da negatif olarak
yapilir (127).
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TRUST testi:

TRUST (Toluidine red unheated serum test) teknigi RPR kart testine benzeyen,
kantitatif flokulasyon temelli bir testtir. Antijen olarak VDRL antijeni EDTA ile stabilize
edilerek, Toluidin red toner ilave edilmis, kolin klorid kullanilir (128). Tablo 6’de
nontreponemal testlerin duyarhilik ve 6zgiilliikleri gosterilmigtir (109).

Tabloe 6: Nontreponemal testlerin duyarlihik ve 6zgiilliikkleri

Enfeksiyonun evresine gére % Duyarhhk % Ozgiilliik
Test Primer Sckonder Latent
VDRL 78 (74-87) 100 95 (88-100) 98 (96-99)
RPR 86 (77-100) 100 98 (95-100) 98 (93-99)
USR 80 (72-88) 100 95 (88-100) 99
TRUST 85 (77-86) 100 98 (95-100) 99 (98-99)

Treponemal Testler:

Nontreponemal testler ile nonspesifik ve yalanci pozitif sonuglar alinmasindan
dolayr 7. pallidum (Nichols sugu) antijen olarak kullanilan ve buna karsi olusan
antikorlarin tespit edilmesine dayali &zgiil treponemal testler geligtirilmigtir. Bu testler
hastaligin bagladifn ilk giinler diginda, hastalifin tiim evrelerinde yiiksek duyarlilik
gosterirler. Nontreponemal testler ile alinan sonuglar1 dogrulamak ya da negatif sonucun
alindifn ge¢ donem sifiliz vakalannda tam amaciyla kullamlirlar.

T. pallidum immobilizasyon (TPI) testi:

TPI testi treponemal testlerden ilk bulunan testtir. Antijen olarak tavsan testisinde
retilen 7. pallidum (Nichols susu) kullamlmigtir. Bu test i¢in canli treponemalarnn hasta
antikor ve komplemam ile etkilesimi esas alinmigtir. Treponemal testler arasinda yer
almistir ancak testin uzun siirede yapilmasi, pahali olmas1 ve teknik olarak zor olmasindan
dolay1 kullamm simrlanmigtir. Giinlimiizde TPI testi sadece laboratuvar arastirmalarinda
kullanilmaktadir (109).

Floresans treponemal antikor absorbsiyon (FTA-ABS) testi:

FTA-ABS testi indirekt floresans-antikor teknigine dayamr. 7. pallidum (Nichols
susu) antijen olarak kullanilir. Hasta serumu sorbent ¢6zeltisinde 1:5 oraninda sulandinlir.
Sorbent ¢ozeltisi, patojen olmayan Reiter tiirii treponema kiltiirlerinden elde edilen bir
ekstraksiyondur ve baz1 hastalarda patojen olmayan treponemalara karsi olusmus

antikorlar1 ortamdan uzaklagtirarak yalanci pozitif sonu¢ alinmasim engellemek igin
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kullamhir. 7T pallidum antijeni fiske edilmis lam iizerine hasta serumu eklenir. Eger
serumda antikor varsa treponemaya baglanir. Floresein izotiyosiyanat (FITC) igaretli anti-
human immunoglobulin ilave edilir. Bu da hasta antikorlari ile baglamr ve floresans
mikroskobunda incelendiginde FITC boyah spiroketler goriillir. Eger hasta serumunda
6zgiil antikorlar yoksa floresans izlenmez, bu durumda karanlik alan incelemesi ile lam
lizerinde treponemalar izlenerek varlifindan emin olmak gerekir. Béylece negatif sonucun
lam {iizerinde treponemalarin olmadigindan degil, ama hasta serumunda antikor
olmadigindan dolay1 oldugu gosterilmelidir. FTA-ABS testinde saptanan antikorlar (IgM
ya da IgG) nontreponemal testlerle saptanan antikorlardan daha once ortaya gikar.
Nontreponemal testlerle heniiz tam konulamayan, tedavi edilmemis primer evredeki
hastalarda saptanan antikorlarin % 75°den fazlasi IgM, yaklagtk % 25 kadar da IgG tipi
antikorlardan olugmaktadir. FTA-ABS testi, hastalijin 3. haftasindan itibaren
pozitiflesmektedir (109, 113).

Floresans treponemal antikor absorbsiyon cift boyanma (“FTA _ABS double-
staining”}) testi:

Bu test standart FTA-ABS testinin bir modifikasyonudur. Bu testte tetrametil
rodamin izotiyosiyanat ile igaretli anti-human IgG ve zit boya olarak FITC (floresan
izotiyosiyanat ) isaretli anti-7. pallidum konjugati kullamilir, Bu teknikte zit boya, hasta
serumunda 7. pallidum antikoru saptanmadigi durumiarda, treponemalan karanlik alanda
inceleme ile girme geregini ortadan kaldirmak igin kullamilir, Béylece 6zgiil antikoru ile
baglanmanug mikroorganizmanin zit boya ile boyanmasi, negatif sonucun hasta serumunda
6zgiil antikorlarin yoklugundan dolay: oldugunun gosterilmesini saglar.

Her iki testte de sonuglar pozitif, diigiik diizeyde pozitif (1+) veya atipik floresans
izlendi olarak rapor edilir. FTA-ABS testinde slipheli sonuglar, hastanin sifiliz hikayesine
ve yapilan diger testlerin sonucuna gore degerlendirilmelidir.

Her iki testtin de duyarlthify yiikksektir ancak normal populasyonda % 1, hamilelerde
% 3 oraminda yalanci pozitif sonuglara rastlanabilir (109). SLE ve diger otoimmun
hastalips olanlarda atipik boyanma izlenebilir. Yiksek gama globulin veya ANA
pozitifli§i, otoimmun hemolitik anemiler, infeksiy6z mononiikleoz, lepra, Lyme ve birgok
akut ve kronik hastaliklar, sitma, SLE, tiroiditler, genital herpes simpleks, tip 1 diabetes
mellitus, hamilelik, yaglilik, yaws ve pinta gibi diger treponemal enfeksiyonlarda yalanc
pozitif reaksiyonlar goriilebilir (13). Her iki test i¢in de duyarlilik ve 6zgiilliik Tablo 7°de
gdsterilmigtir (109).
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Tablo 7: FTA-ABS ve FTA-ABS ¢ift boyanma testlerinin duyarhlik ve zgiilligii

Enfeksiyonun evresine gire % Duyarhhk Ozgiilliikk %
Test Primer Sekonder | Latent
FTA-ABS 84 (70-100) | 100 100 97 (94-100)
FTA-ABS ¢ift 80 (69-90) | 100 100 98 (97-100)
boyanma
FTA-ABS 198 IgM testi:

Bu test konjenital sifilizin tams: igin geligtirilmistir. Ozgiilligi FTA-ABS IgM
testinden daha yiiksektir. Konjenital sifilizde yenidoganlarin serumunda % 80 oraminda
Romatoid faktdr (RF) bulunabilmektedir ve hatali test sonuglarina yol agabilmektedir.
Hatali sonuglan dislamak igin FTA-ABS 198 IgM testinde tiim IgG antikorlari ve RF ile
baglt IgM antikorlan uzaklagtinlarak 6zgiillik arttinimistir. Konjenital sifiliz igin FTA-
ABS IgM testinin duyarlilif ve 6zgilliigii % 90 ve % 75, FTA-ABS 198 IgM testinin ise
% 92 ile % 93 bulunmustur (113).

Mikrotreponema pallidum hemaglutinasyon assay (TPHA)/
Mikrohemaglutinasyon assay (MHA-TP):

Her iki test de mikrohemaglutinasyon temelli testlerdendir. 7% pallidum (Nichols)
sugunun ultrasanikasyonu ile elde edilen materyal ile hassaslagtirilmig eritrositlerin antijen
olarak kullamildigi, indirekt mikrohemaglutinasyon yontemine dayamr, efer hasta
serumunda treponemal antikor varsa, dipte yaygin sekilde ¢tken eritrositier mat bir yiizey
olugtururlar. Aglutine olmamis hiicrelerin ortada kiigiik delikli diigme tarzinda ¢okmesi
baglangigta stipheli olarak degerlendirilir ve test tekrarlanr. Eger aym gekil olusursa, o
zaman sonug negatif olarak degerlendirilir. Hem test hem de kontrol gukurunda
aglutinasyon 6lu§ma51, nonspesifik aglutinasyon varliin: gosterir, test tekrarlanir, MHA-
TP testi de aym prensibe dayanan, TPHA testinin mikroplaklara uygulanmig geklidir.
Genel olarak saghkli kigilerde yalanci pozitif reaksiyon nadiren goriiliirken Lyme hastalig1,
leptospirozlar, lepra, sitma ve SLE’de yalanci pozitif reaksiyonlar gériilebilir (123).
Kantitatif nontreponemal testlerden farkh olarak, tedavi sonras: kantitatif MHA-TP testinin
yapilmasinin yarar1 yoktur (109).

MHA-TP testi igin duyarhlik: primer sifilizde % 88 (69-90), sckonder sifilizde %
100, latent sifilizde % 99.4 (97-100) ve tedavi edilmiy sifiliz vakalarinda ise % 92.6,
dzgillik % 100 (98-100) bulunmugtur (109, 126).
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TPHA testi ise primer sifilizde daha diigiik duyarlilia sahip olmakla birlikte (% 80),
sekonder sifilizde % 99-100, geg dénem sifilizde ise % 95 duyarlilik ve % 99 6zgiillige
sahiptir (12).

T. pallidum partikiil aglutinasyon (TPPA) testi:

T. pallidum partikiil aglutinasyon (TPPA) testi de MHA-TP ve TPHA testi gibi
mikrohemaglutinasyon teknigine dayali bir testtir. Burada, patojen 7. paflidum (Nichols)
susu ile hassaslagtinlmig eritrositler yerine jelatin partikiilleri kullanidlmustir, bu da
nonspesifik reaksiyonlarin daha az olmasma yardimci olur. TPPA’da daha az siipheli
sonuglar alindifii igin okunmasi daha kolaydir ve eritrositlerle heterofil reaksiyonlara
rastlanmaz (109).

TPPA testi i¢in duyarlilik primer evrede % 89, sckonder evrede % 100, gec evrede % 100
bulunmustur (129, 130).

Western blot (WB) testi:

WB yontemi sifilizin laboratuvar tamisinda kullanilan diger treponemal testlere
alternatif olarak 1980°lerin ortalarinda kuskulu serolojik test sonuglarnim elimine etmek ve
pozitif test sonuglarini dogrulamak amaciyla kuflamlmaya baglanmugstir. Insan serum ya da
plazmasinda 7" pallidum antikorlarim saptamak i¢in yapilan kalitatif bir testtir. Bu ydntem
HIV, HTLV ve hepatit C gibi bir¢ok viral enfeksiyon sonucunu dogrulamak amaciyla da
kullanilmaktadir (131-133).

Bu tesite T. pallidum’a ait ¢esitli antijen bélgeleri jel elektroforezi yontemiyle
molekiil agirliklarina gore dagitilir. Bu proteinler nitroseliiloz membrana aktanlr ve fikse
edilir (61). Yontem ev igi olarak yapilabilecegi gibi, nitroselluloz seritler tizerine fikse
edilmis T. pallidum antijenlerini igeren seritler seklinde ticari test kitleri de bulunmaktadir.
Ticari kitler i¢in reaksiyonun ilk basamaginda bu seritler sulandirilmug hasta 6rnegdi ile
kaplamr ve inkiibe edilir. Pozitif érneklerde 6zgiil antikorlar, (IgM ya da IgG) seritlere
baglanir. Yikama agamasindan sonra ikinci basamakta baglanmig antikorlar enzimle isaretli
anti-human IgM ya da IgG konjugati ile kaplanir ve inkiibe edilir, Ugiincil basamakta ise
enzimle igaretli substrat solusyonu eklenir, inkiibe edilir ve yikanir (113). Ticari kitlerde
tiretici firmamn onerileri dogrultusunda pozitif bulunan bant sayilarina gore sonug pozitif,
siipheli ya da negatif kabul edilmektedir.

Birgok aragtirmaci kompleks antijenik yapisindan dolayr 7, pallidum antijenlerinin
elde edilmesinin zorlugunu belirtmistir (133, 134). Aragtirmacilar T. pallidum antijenlerini;
mikroorganizmay:  pargalayarak, genetik miihendisligini kullanarak ya da
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immunodominant peptidlerden sentezleme yollanyla WB yontemini standardize
etmiglerdir (73, 135).

T. pallidum antijenlerine kargi immun yanitini arastirmak i¢in, deneysel olarak
enfekte edilmis hayvan modellerinde ve enfekte olan insanlarda bu yontemle arastirmalar
yapilmgtir. Giintimiizde c¢esitli antijen bélgelerinin  kullanildig: ¢esitli ticari kitler
geligtirilmigtir. TpN15, TpN17, TpN30, TpN33, TpN34, TpN37, TpN44, TpN47, TpN
44,5 (TmpA) gibi protein bolgeleri kullamlmaktadir. En az 9 tane T, pallidum polipeptidi
belli molekiiler agirhklaryla [15 (TpN13), 17 (TpN17), 33, 37 (TpN37), 45 (TmpA/
TpN44,5) 39, 43 (TpN47) ve 97kDa] major immunojen olarak tammlanmigtir. Bu
polipeptidlerden en az 5’inin (TpN15, TpN17, TpN37, TpN47 ve TmpA) tarusal degeri
bulunmaktadir. Caligmalara gore en sik kullamlan ve tamda en yardimer olan antijen
bolgeleri ise 15,5 kDa (TpN 15,5), 17 kDa (TpN 17), 44,5 kDa (TpN 44,5), ve 47 kDa
(TpN 47) bulunmugtur (73, 133-138).

Farkl klinik evrelerde olan hastalarin serumlanyla yapilan WB ¢alismalarinda 7.
pallidum'a ait immunodominant komponentler aragtirilmigtir. Sifiliz enfeksiyonu ile
karsilagmadan 3—6 giin sonra TpN37, TpN47 proteinlerine karsi, bunu takip eden evrelerde
de TpN15, TpN17 proteinlerine kars: reaktivite gézlenmistir (139).

WB IgM testi konjenital sifiliz tamsinda oldukga duyarli ve &zgiil bulunmustur.
Testin kolay uygulanabilmesi, aglutinasyon ve FTA-ABS testlerinin aksine objektif olarak
degerlendirilebilmesi avantajlan arasindadir (134).

HIV pozitif serumlarda yanhgs pozitif sonuglar goriilebilmektedir ancak bu
yontemde yalanci pozitif sonuglar ¢ok nadir goriilmektedir. Yapilan ¢alismalara gére WB
IgG testi; TpN15, TpN17, TmpA, TpN47 antijen bolgeleri i¢in primer, sekonder ve geg
evrelerde duyarlilik % 100, 6zgiillitk % 99.2—-100 bulunmugtur (133, 135, 137, 138, 140).

“Enzyme-linked immuno assay” (EIA):

Giinlimiizde rekombinant 7. pallidum antijenleri kullamlarak yapilan EIA
yontemine dayali, [gM, IgG ya da her ikisini de saptayan, ev igi olarak geligtirilmis ya da
ticari testler sistemleri bulunmaktadir. Tek ya da iki basamakli sandvi¢ EIA, tek basamakl
yarismalt EIA, Kemiluminesan teknigi gibi farkli temelli EIA ydntemlerini kullanan gok
sayida ticari test sistemi gelistirilmigtir, Bu testlerle kalitatif ya da kantitatif degerlendirme
yapilabilmekte, TpN 15, TpN 17, TpN 44.5 (TmpA) ve TpN 47 gibi farkli 7. pallidum
antijen bolgeleri tam amaciyla kullamlabilmektedir (129, 140-144).
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EIA testleri pek ¢ok tam laboratuvarinda, kan merkezierinde rutin tarama testi olarak
ya da dogrulama testi olarak kullanima girmigtir. Yapilan degerlendirmeler ¢ok sayida ve
farkl maliyetlere sahip EIA testlerinin duyarliligimin diger dogrulama testlerine ¢ok benzer
oldugunu gostermektedir. FTA-ABS ve MHA-TP, TPHA testleri gibi sonuglarin wzun ve
subjektif degerlendirilmesi zorlugu bu yéntemle ortadan kalkmaktadir. Cok sayida serum
Ornegi aym anda ¢aligilabilir ve sonuglar spektrofotometrik olarak okunabilecegi gibi
otomasyon sistemine de olanak tanimaktadir (109, 129, 144-146).

EIA testleri sifiliz enfeksiyonunun tiim evrelerinde tam koyabilir, antikor titreleri
ile ilgili kantitatif degerlendirme yapilabilir, ancak daha dnce tedavi edilmis enfeksiyonu
ya da tedavi edilmemis aktif enfeksiyonu ayirt edemez. Bazi hastalarda etkili bir tedavi
uygulansa bile reaktif sonuglar 6miir boyu da pozitif kalabilir (141, 146).

Yapilan c¢aligmalara gore EIA testlerinin duyarhliklan; farkli test kitlerine ve
enfeksiyonun evrelerine gore degismekle birlikte genel olarak % 88.9—100, 6zgiilliikleri ise
% 98.5-100 olarak bulunmustur (126, 129, 140--142),
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4.10. TEDAVi

Her dénem sifilizde segilecek antibiyotik penisilindir. Ancak penisilin allerjisi
olanlarda diger alternatif tedavi segenekleri uygulamir. CDC’nin sifiliz enfeksiyonu igin
2006 yih tedavi protokolii tablo 8°de gisterilmigtir (102).

Sifiliz tedavisinin ilk 24 saatinde penisilin uyguladiktan sonra spiroketal antijenlerin
hizli serbestlesmesine bagl olarak akut sistemik bir reaksiyon ortaya ¢ikabilir ve liime yol
agabilir. Bu reaksiyona Jarisch-Herxheimer reaksiyonu adt verilir. Bagagrisi, bulanti-
kusma, miyalji gibi gegitli semptomlarin eslik ettii akut febril bir reaksiyondur. Jarisch-
Herxheimer reaksiyonu genellikle erken sifiliz evresindeki hastalarda goriiliir. Ates
diiglirficti ilaglar kullanilabilir ancak bunlar reaksiyonun ortaya gikmasini dnlemez. Tedavi
sirasinda goriilen bu reaksiyona kargi hastalar bilgilendiriimelidir. Hamilelerde de erken
doguma ya da fetal distress’e neden olabilir ancak bu tedavinin kesilmesine ya da

ertelenmesine sebep olmamalidir (102).
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Tablo 8: Sifiliz enfeksiyonu klinik evrelerine gire tedavi protokolii

Evre

Tedavi

Penisilin allerjisi olanlarda alternatif

tedavi (hamile olmayan hastalarda )

Primer sifiliz

Benzatin penisilin G 2.4 milyon

iinite IM (intra miiskiiler} Tek doz

Doksisiklin 100mg 2x1 oral 2 hafta
Tetrasiklin 500 mg 6x1 oral 2 hafta
Sefiriakson 1 gr I1x1 IMyadalIV 8- 10 giin

Azitromisin 2 gr oral tek doz

Sekonder sifiliz

Primer sifilizle aym tedavi

Primer sifilizle ayn1 tedavi

Latent sifiliz

Erken dinem

Primer ve sekonder sifilizle aym

Primer ve sckonder sifilizle ayni tedavi

tedavi
Geg dénem Benzatin penisilin G 2.4 milyon | Doksisiklin 100mg 2x1 oral 4 hafta
tinite IM haftada 1 doz, 3 hafta Tetrasiklin 500 mg 6x1 oral 4 hafta
Geg sifiliz Geg latent sifilizle aym Geg latent sifilizle aym
Niorosifiliz Kristalize penisilin G 3-4 milyon
iinite
IV 6x4 10-14 giin veya
Prokain penisilin G 2.4 IM 1x1 ve
Plus probenesid 500 mg oral 6x4
iki ilag birlikte 10-14 giin
Konjenital sifiliz | Kristalize penisilin G 100.00-
150.000 U/kg IV 1x1 10 giin veya
Kristalize penisilin G 50.000 Utkg
IV 2x1 (llk 7 giin)
3x1 (sonraki 3 giin)
Toplam 10 giin veya
Gebelikte Benzatin penisilin G 2.4 milyon

ilnite

IM haftada 1 doz, 2 hafta

IM: Intra miiskiiler

IV: inira vendyz,
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4.11. fzlem ve Korunma

Sifiliz enfeksiyonunda serolojik testler tedavi sonrasinda negatiflesinceye kadar ya
da non-treponemal test titreleri 4 kat azalana kadar, 2- 3 ayda bir tekrarlanmalidir. Ancak
bu negatiflesme uzun bir zaman dilimi iginde ger¢eklesir; bazen birkag yili bulabilir.
Tedavi bagarisizliklar: da goriilebilir. Nontreponemal test titrelerinde 6 ay iginde 4 katlik
bir azalmanm goriilmemesi tedavi bagarisizliint gosterebilir. Bu hastalar diger CYBE ve
ozellikle HIV enfeksiyonu agisindan da degerlendirilmelidir. Birinci ya da ikinci evre
sifiliz olan kigilerin, bulagtirict olmalan nedeniyle, kendilerinin ve cinsel eglerinin tedavisi
tamamlanana kadar cinsel temastan kaginmalari gerekir. Birinci evredeki hastalarn son 3
ayda iginde iligkiye girdikleri esleri, ikinci evredeki hastalarin ise son bir y1l i¢inde iligkiye
girdikleri egleri tehlike altindadir. Bu kisiler de kan érmegi alinarak incelenmeli ve sonug
pozitif ise tedavi edilmelidir. Kiiratif olarak tedavi sonuglanincaya kadar cinsel aktivite
engellenmelidir. Tedaviden sonra birinci, ikinci ve latent evre sifiliz tam olarak iyilesir.
Ugiineil evre beyin ya da kalp sifilizindeki hasar genellikle geri déntislii degildir. Uygun
ilaglar ile tam tedavi edilen bir kisi, koruyucu bagistklifin geligmemesi nedeniyle yeniden
sifiliz gegirebilir
Cinsel yolla bulasan enfeksivonlarda temel korunma yolu gilivenli cinsel iligki, tek
eglitiktir. Cinsel yolla bulagan enfeksiyonu olan kisi bu yolla bulagan diger enfeksiyonlar
agisindan da risk altindadir ve test edilmelidir. Tek cinsel esi olanlarda iligki éncesi, CYBE
acisindan tarama yapilmasi, ileride gecirilecek asemptomatik enfeksiyondan koruyabilir
(102, 103, 147).

4.12. Ayt Cahismalar

Etkili bir tedavi protokolii olmasima ragmen sifiliz enfeksiyonu siklig artmaktadir.
Sifiliz enfeksiyonun, HIV enfeksiyonuna yakalanma sikligim arttirdigini  gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Sifiliz enfeksiyonunun énlenmesi ile HIV vakalarmminda da
azalma olacag diigtiniilmektedir, bu nedenle etkili bir agt bulunmasi halk saghig1 agisindan
¢ok onemli olmaktadir (148).

Sifiliz enfeksiyonuna karsi canli ve 6lii ag1 ¢aligmalar yapitmaktadir ancak 7.
pallidum’un kiltiirli yapilamadigindan bagisikhkla ilgili bilgiler ve as1 galigmalarinin
etkinlifini degerlendirmek de sinirli olmaktadir. 7. pallidum molekiillerinden olan
endoflajella, TmpB, Tp92, TpNI135, TpN47, TprF, Tprl ve TprK immunizasyonlan ile
enfeksiyondan korunmay: gosteren caligmalar bulunmaktadir. Enfeksiyona kars;i dis
membran proteinleri konakta giiglii antijenik rol oynamaktadir ancak ¢aligmalar hayvan
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modellerinde yapilmaktadir ve heniiz insanlarda denenmis rekombinant antijenlerle ilgili
calisma bulunmamaktadir (149, 150).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Geregler

5.1.1. Calisma grubu

(Calisma grubu, DEUH Kan merkezine bagvuran kan dondrlerine ait serum
drneklerinden olugturuldu. 20.07.2006/10.11.2008 tarihleri arasinda “Architect® Syphilis
TP testiyle tekrarlayan pozitif bulunan toplam 177 serum 6rnegi calismaya alindi. Kan
merkezimizde pozitif bulunan serum &rnekleri; “Kan ve Kan Urlinleri Kanunu” geregi -
80°C” de zoruniu olarak saklanmaktadir (151).
Yeterli serum miktan olan tiim 6rnekler ¢alismaya dahil edildi ve herhangi bir diglama
kriteri kulamlmadi. Calisma igin Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan onay alindi.

5.2. Yontemler

5.2.1. “Architect® Syphilis TP” test prosediirii:

“Architect® Syphilis TP” testi, insan serum veya plazmasinda bulunan 7'
pallidum’a (Tp) karst olusmug antikorlarin kalitatif olarak saptanmasi amacgh bir
Kemiliiminesan Mikropartikill Enzim Immiinolojik Testidir (CMIA). Test, insan serumu
ve plazmasinda bulunan anti-Tp antikorlarmin kalitatif olarak belirlenmesi igin CMIA
teknolojisi ile “Chemiflex®” gibi kolay uyum saglayabilen protokoller kullanan iki adimh
bir imminolojik tetkiktir. Ilk adimda, numune rekombinant Tp antijenleri ile kapl
paramanyetik mikro pargaciklar (TpN15, TpN17 ve TpN47) bir araya getirilir. Serumda
bulunan anti-Tp antikorlar1 Tp kapli mikro pargaciklara baglanir. Yikamadan sonra,
akridinyum isaretli anti-insan IgG ve IgM konjugati ilave edilir. Elde edilen
kemiltiminesan reaksiyon, relatif 1k birimi (RLU) olarak o&lgiiliir. Ornekteki anti-Tp

antikor miktar: ile &l¢iillen RLU arasinda dogrudan bir iligki vardar.

Ornekte anti-Tp antikor varligi ya da yoklugu reaksiyondaki kemiliiminesan
sinyalinin énceki anti-Tp kalibrasyonundan elde edilen “cut off” sinyali ile kargilastirilmasi
ile saptanir. Ornekteki kemiliiminesan sinyal, cut off sinyalinden biiyilkk ya da esit ise,

Ornek anti-Tp igin reaktif olarak degerlendirilmektedir.
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“Architect® Syphilis TP” reaktif kiti:

“Architect® Syphilis TP” reaktif kiti icerigi Tablo 9°da gésterilmistir.

Tablo 9: “Architect®™ Syphilis TP” testi reaktif kiti i¢erigi

Reaktif adi Reaktif igerigi

Mikropartikiiller MES tamponu [2(N-morfolin) etan siilfonik
asit] igerisinde rekombinant Tp antijeni
kapli mikro pargaciklar

Konjugat Protein stabilizatorle birlikte MES tamponu
icerisinde  sigan anti-IgG/anti-IgM
akridinyum-etiketli konjugat.
Koruyucu madde olarak sodyum azid ve
antimikrobiyal maddeler

Test diltienti MES tamponu. Koruyucu madde olarak
sodyum azid ve antimikrobiyal maddeler

Kontroller:

Pozitif kontrol: rekalsifiye insan plazmasindan hazirlanmgtir, Anti-Tp pozitiftir.

Negatif kontrol: rekalsifiye insan plazmasindan hazirlanmigtir. Anti-Tp negatiftir.

Sonucun hesaplanmasi:

Analizor 6rnekte bulunan anti-Tp diizeyini S/Co bazli bir hesaplama ile belirler.

“Cut off” hesaplamasi;

Kalibratér 1 ortalama RLU Deger x 0.020 = Cut off RLU

S/Co = Numune RLU/Cut off RLU
Sonucun raporlanmasu:

Anti-Tp i¢in S/Co degeri < 1.0 = Negatif

Anti-Tp i¢in S/Co degeri > 1.0 = Pozitif olarak rapor edilir.
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3.2.2. “Immuntrep®RPR” (Rapid Plasma Reagen) (Omega) test prosediirii:

“Immuntrep®RPR” serum veya plazmada bulunan reagin antikorlarimin kalitatif ve
semi-kantitatif olarak saptanabilmesi ig¢in kullamlan, non-treponemal bir flokulasyon
testidir. Sonucun gozle goriilebilmesi icin karbon mikropartikiilleri igerir. Ornek igindeki
reagin antikorlari ile reaktif iginde bulunan kolesterol/kardiolipin/lesitin arasinda baglanma
oldugunda sonug siyah pargacilarin ortaya ¢ikmasina gére degerlendirilir. Flokulasyonun
degerlendirilebilmesi igin beyaz zeminli plastik test kartlam veya cam plaklar

kullamlmaktadir.

Hemolizli, bakteriyel bulag olmus veya lipemik Ornekler test sonucunu

etkileyebileceginden kullanilmaz,
Reaktif igerigindeki RPR Ag’i: 0.2 g/L karbon

: % 0.003 kardiyolipin

: % 0.02 Jesitin

:% 0.09 kolesterol i¢eren stispansiyondan olusmaktadir.
Kontroller:

Pozitif kontrol: T. pallidum’a karg1 antikorlar igeren serum (“Immuntrep®RPR”-Omega
0OD051/0D061)

Negatif kontrol: 7. pallidum’a karg: antikor igermeyen serum (“Immuntrep®RPR”-Omega
0OD051/0D061) kullamlmaktadar.

Testin yapilisi:

Tim serum Ornekleri test caligiimadan dnce oda 1s1sma getirilip vortekslenerek galismaya

bagland.
1. RPR test kartina 50 mikrolitre hasta 6rmegi pipetlendi
2. Tim ¢ember i¢ine yayilacak sekilde dagitilda
3. Serumun lizerine 16 mikrolitre antijen pipetlendi
4. 100 rpm’de 8 dakika mekanik rotatorda gevrildi

5. Pozitif bulunan Ormekler semi-kantitatif yontemle de degerlendirmek igin; 1/2,
1/4....1/256 oraminda distile su ile sulandirildi ve yukarida anlatilan yontemle test
tekrar ¢aligildi.
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Karigimda agliitinasyon varlifs arastirildi. 8 dakikadan sonra meydana gelen reaksiyonlar

dikkate alinmadi.

Calismamizda RPR testi firetici firmanin énerileri dogrultusunda yapilmstir.
Sonuclarin degerlendirilmesi:

Sonuglar firetici firmanmn énerileri dogrultusunda degerlendirildi.

Karigimda herhangi bir kiimelesme yoksa: Negatif

Hafif, ince taneli kiimelesme varsa: Zayif pozitif

Gozle goriiliir, belirgin kiimelesme varsa: Pozitif olarak degerlendirildi.

5.2.3. “EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgM/IgG”
Test Prosediirii:

Western blot (WB) test kiti insan 7. pallidum antikorlarim saptamak igin yapilan
kalitatif, in vitro bir testtir. Test kiti elektroforetik olarak dagilmg T. pallidum antijenlerini
igeren test geritlerinden olugur. Reaksiyonun ilk basamaginda bu geritler seyreltilmis hasta
serum Srnedi ile kaplanir ve inkiibe edilir. Pozitif 6rneklerde spesifik antikorlar, (1gM/IgG)
antijenlere baglanir. Yikama asamasindan sonra ikinci basamakta; baglanmig antikorlar
alkalin fosfataz’la isaretli ve renk reaksiyonu veren anti-human IgM/IgG ile kaplamir ve
inkiibe edilir. Uglincii basamakta substrat solusyonu cklenir, inkiibe edilir ve yikamr.
Hemolizli, lipemik ve ikterik serumlarin test sonucunu etkilemedigi gosterilmistir,

“EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgM/gG” test kiti
icerigi; -
1. Test sgeritleri: Elektroforetik olarak dagilmis T. pallidum antijenlerinden olusur.

Kullanima hazirdir (Test geritlerindeki antijen bblgeleri Tablo 10°da gosterilmigtir).

2. Enzim konjugat: Alkalin fosfataz isaretli anti-insan IgM, 10x konsantrasyonda
bulunmaktadir. Kullammu igin {iniversal sivi ile 1:10 oraminda seyreltildi.

3. Universal sivi: 10x konsantrasyonda bulunur. Kullanimi igin 1:10 oraminda distile
su ile seyreltildi.

4, Substrat solusyonu: kullanima hazirdir. Igeriginin 113a hassas olmasindan dolay:
kullanimdan sonra gise hemen kapatildi.

5. Inkubasyon tepsileri
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Tablo 10: “EUROIMMUN Anti-7reponema pallidum WESTERNBLOT IgM/IgG” test

seritlerindeki antijen bélgeleri

Bant Antijen Ozgiilliik
47 kDa Membran proteini TpN 47 | Ozgiil

45 kDa tmpA | Ozgiil

22 kDa p22 Ozgiil degil
17 kDa Membran proteini TpN 17 | Ozgil

15 kDa Membran proteini TpN 15 | Ozgiil
Testin yapilisi:

WB testi manuel yapilabilecegi gibi, yontem i¢in kullamilabilen yan otomatize WB cihaz
ile de yapilabilmektedir. Test, laboratuvarimizda bulunan yari otomatize cihazla ¢ahsildi.
Sonuglar cihaza bagh bilgisayar sistemi (“EUROSCAN”) ile degerlendirildi.
“EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgM ve [gG” testlerinin
konjugat asamas: digindaki tiim agamalart aynt gekilde ¢aligildi,

Hazirlik: Cihaz galigilacak test segilerek baglatilir. Inkiibasyon tepsileri ¢alisilacak serum
sayisina gore iiniversal sivi ile doldurulur. Her tepsiye 1.5 ml iiniversal siv1 eklenir
ardindan test seritleri kuyucuklara yerlestirilir. Her geritte bulunan lot numaras1 ve serit
numarasi serum sirasina gore kaydedilir. 15 dakika oda 1s1sinda cihaz tarafindan ¢alkalama

islemi yapilir ve tiim siv1 aspire edilir.

Ornek inkubasyonu: Her kuyucuga 1,5 ml tniversal stvi ile seyreltilmis serum Srnegi
(1:51) eklenir ve 30 dakika galkalama iglemi yapilarak inkiibe edilir. (Tiim serum &rnekleri
test galistlmadan énce oda 1sisina getirildi ve vortekslenerek galigmaya basland).

Yikama: Tim kuyucuklardaki sivi aspire edilir ve 3 kez 5’er dakika iiniversal siv1 ile
yikama iglemi yapilir.

Konjugat inkubasyoﬁu: Alkalin fosfataz isaretli anti-insan IgM/IgG konjugati her
kuyucuga 1,5 ml ilave edilir ve 30 dakika ¢alkalama iglemi yapilarak inkiibe edilir,
Yikama: Tim kuyucuklardaki stvi aspire edilir ve 3 kez 5’er dakika iiniversal siv1 ile
yikama islemi yapilir.

Substrat inkubasyonu: Tim kuyucuklara 1.5 ml substrat solusyonu eklenir ve 10 dakika
calkalama iglemi yapilarak inkiibe edilir.

Durdurma: Tum kuyucuklardaki siv1 aspire edilir ve 3’er kez tiim kuyucuklar distile su ile

yikanir.
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Degerlendirme:

Degerlendirme iglemi i¢in; Lot numaralar ve degerlendirme geritinin oldugu lot kagtlan

cihaza tanitildi (Boylece bilgisayar sisteminde hangi testin deferlendirilecegi cihaza

tarmtilmis olur).

Serum sirasina gore kaydedilmis seritlerde bulunan lot numaras: ile cihaza yiiklenen lot

numaras! eslestirildi. Serit numaras: verileri (serumlar igin hasta adi-soyadi, serit numarasi)

reaksiyon tepsisindeki siralarina gdre cihaza bagh bilgisayar sistemine kaydedildi.

Degerlendirme iglemini kolaylastiran 6zel test kagitiarina bu veriler yazdirilarak aktarild.

Test bitiminde kuyucuklardaki test seritleri, verilerin yazdinldign 6zel kagida, serum

siralarina gére yapigtirildi ve geritlerin kurumasi beklendi.

Kuruma igleminden sonra geritlerin yapigtinldign 6zel kagit cihaza baghi okuyucu

tarafindan okutuldu.

Cihaz tarafindan her gerit i¢in test sonuglan degerlendirilir.

Degerlendirme:

Kontrol:

Pozitif ve negatif kontrol olarak her geritte kontrol bantlari bulunmaktadir. Serit

numaralaninin  altinda  bulunan  ilk  bant kontrol bantidir ve testin dogm

degerlendirilebilmesi igin pozitif kontrol bantiun ¢aligmig olmasi gerekmektedir.
“EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgM? testi icin:

Test sonuglar negatif, “borderline” ve pozitif olarak degerlendirilir.

Table 11: “EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgM” testi

degerlendirme kriteri

Test sonucu Bant dzellikleri

Negatif Spesifik antijen bolgelerinin higbirinde bant yok

“Borderline” Spesifik antijen bolgelerinde (p15 kDa, p17 kDa,
p45 kDa, p47 kDa) bir zayif pozitif bant
goriilmesi

Pozitif Spesifik antijen b&lgelerinde (p15 kDa, p17 kDa,

p45 kDa, p47 kDa) en az bir tane bantta
pozitiflik goriilmesi
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(Calismada kullanitan p22 (22 kDa) bélgesi leptospira tiirlerinde de bulunan ortak
antijen bolgesidir ve treponamalara 6zgiil degildir. Bu bantta gériilen pozitiflik ¢apraz
reaksiyonu gostermektedir; 6zgiil antijen bolgesi olmadig: igin sifiliz pozitifligini degil
capraz reaksiyonu gosterir ve testin tekrarlanmasim gerektirir.

“EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgM” testinde saptanan
“borderline” sonuglarin iretici firmaya gére 3—6 hafta sonra tekrarlanmasi énerilmektedir.
“EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgG?” testi icin:

Test sonuglar: negatif, “borderline” ve pozitif olarak degerlendirilir.

Tablo 12: “EUROIMMUN Anti-Treponema pallidumm WESTERNBLOT IgG” testi

degerlendirme kriteri

Test sonucu Bant dzellikleri

Negatif Spesifik antijen bdlgelerinin higbirinde bant yok

“Borderline” Spesifik antijen bélgelerinde (p15 kDa, p17 kDa,
p45 kDa, p47 kDa) bir pozitif bant goriilmesi

Pozitif Spesifik antijen bolgelerinde (p15 kDa, p17 kDa,
p45 kDa, p47 kDa) birden fazla bantta pozitiflik
goriilmesi

Calismada kullamlan p22 (22 kDa) bélgesi leptospirﬁ tiirlerinde de bulunan ortak
antijen bolgesidir ve treponamalara dzgiil degildir. Bu bantta goriilen pozitiflik ¢apraz
reaksiyonu gostermektedir; 6zgiil antijen bdlgesi olmadig: igin sifiliz pozitifligine degil
capraz reaksiyonu gisterir ve testin tekrarlanmasini gerektirir.

“EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgG” testinde saptanan
“borderline” sonuglarin iiretici firmaya gore 3—6 hafta sonra tekrarlanmasi énerilmektedir.
Calismamizda “Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgM/IgG” testleri i¢in tiim
test agamalan ve degerlendirme iglemi Uretici firmamn talimatlarina uygun olarak
yapilmigtir.

Yontem:

“Architect® Syphilis TP™ testiyle pozitif saptanan drneklerin dogrulanmas: altin
standart olarak kabul edilen WB yontemi ile yapildi (133, 134, 135, 137, 152).

Hasta 6meklerinin tlimii ile “Anti-Treponema pallidum WESTERNBLOT IgM” ve “Anti-
Treponema pallidum WESTERNBLOT IgG” testleri ¢aligilda.
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Ayrica hastalarin klinik evresinin tahmin edilmesi igin serum Orneklerinin tiimii ile
“Immuntrep®RPR” testi galisildi.
Degerlendirme kriteri:

Calismamizda degerlendirme kriteri olarak WB IgM ya da IgG’den herhangi birinin
pozitif oldugu hastalar pozitif olarak kabul edildi. “Receiver Operation Characteristics™
(ROC) analizi ile indeks deger belirlerken, WB testinde “borderline” gikan hasta sonuglan
bu hastalara ileri testlerin yapilmasina olanak saglamak i¢in negatif olarak kabul edildi.

5.3, Istatistiksel Yintem

Calismamizda elde edilen sonuglar bilgisayar ortarmna aktarlarak istatistiksel
analiz yontemi olan SPSS for Windows 15.0 programinda veri tabam olugturuldu.
“Architect® Syphilis TP” testi i¢in indeks S8/Co (serum ormedi /esik degeri) degeri
bulunmasinda ise ROC analizi kullanildi. ROC egrisi bir tam testine iliskin duyarlilik ve
sec¢icilik degerleri arasindaki iligkiyi grafiksel olarak gosterir. Bu analiz yonteminde, belirli
bir tanim arahiginda siirekli degerler alan bir degiskenin (siirekli degisken) tant testi olarak
kullanimu  amaglanmaktadir. ROC  efrisinden yararlanilarak smur degerlerinin
belirlenmesinde istatistik paket program veya grafik ¢izerck hesaplama yéntemi kullamlir.
Klinik laboratuvarlarda uygulanan birgok testin tamisal yeterlilik ve dogrulufunu
gosterebilen istatiksel bir analiz yOntemidir ve istatistik karar teorisine dayanmaktadir.
Prevalanstan  etkilenmemesi ve olass tim  karar egiklerindeki durumlan
degerlendirilebilmesi testin ¢nemli avantajlarindandir. ROC egrisi altinda kalan alan
hesaplandifinda, degerler 1 (iki grubun test sonug¢larinin ideal ayrinm) ile 0.5 (iki grup
arasinda test sonuglarinda dagilim yoniinden farkin olmamasi) arasinda dagilim
gostermektedir. Sonuglar 1’e ne kadar yakinsa testin tanisal yeterliligi o kadar yiiksek
olmaktadir (153-155).
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6. BULGULAR:

6.1. Cahsma Grubunun Genel Ozellikleri
Degerlendirmenin yapildigs 20.07.2006/10.11.2008 tarihleri arasinda DEUH Kan

Merkezi’ne toplam 35597 dondr kan vermek igin bagvurdu. Bagvuran dondrlerin serum
érneklerinde “Architect™ Syphilis TP” testiyle sifiliz taramas1 yapildi. Tarama sonucunda
177 dondre ait serum Orneginde tekrarlayan sifiliz pozitifligi saptandi. Pozitif 6rneklerin
169 tanesi (%o 95.5) erkek, 8 tanesi (% 4.5) kadin donérlere aitti. Bu dondrlerin yas
ortalamasi 39 (Yas Araligi: 21-61) olarak bulundu.

Degerlendirmede kolayhk saglamak icin, “Architect™ Syphilis TP” testiyle sifiliz
pozitif bulunan serum Ornekleri S/Co degerlerine gére gruplandinldi. Gruplandirmada;
S/Co ortalamasi 9.98 ve standart sapmasi 10.80 (1.00-43.12 S/Co) olarak saptand.
Ortalama S/Co degeri olan 9.98 degerine bir standart sapma (10.80) eklenerek 4 grup
olugturuldu. EIA 8/Co degerlerine gdre gruplarin dagilun: gekil 4°de gdsterildi.

g1 |1.00-9.98
« O .
34 %19 (BRI m2 |9.99-20.79
O3 |20.80-31.60
14 | 31.61-50.0
22; % 12

115; % 66

Sekil 4: EIA S/Co degerlerlerine gore gruplarin dagilimi.

EIA S/Co degerlerine gére, serumlarin % 66°s1 1. grupta ( S/Co 1.00-5.98) bulunmaktadir.
Gruplandirmada en az serum % 3 ile 4. grupta (S/Co 31.61-50.00) yer almaktadr.

6.2. EIA S/Co Gruplarmma Gire WB IgM ve IgG Sonuclar:
WB IgM sonuclary;
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EIA ile pozitif saptanan 177 serum Ornegiinden 7’si (% 4) pozitif, 8’i (% 4.5) “borderline”
ve 162°si (% 91.5) negatif olarak bulundu. WB sonuglanimizin EIA S/Co degerleri igin

olusturulan 4 gruba gére dagilimi Tablo 13°de gosterildi.

WB IgG sonuglari;

Toplam 177 serum drneginden 63 serum (% 35.6) pozitif, 36 serum (% 20.3) “borderline”

ve 78 serum (% 44.1) negatif olarak bulundu. En sik pozitiflik

saptandi. “Borderline” sonuglarin ise % 88.9'u 1. grupta gorildii.

% 524 ile 3. grupta

Tablo 13: WB IgG ve IgM sonuglarinin EIA S/Co degerleri igin olusturulan 4 gruba gore

dagilim (Siitun yiizdeleri esas alinmugtir).

WB-IgG WB-1gM

EIA Negatif “Borderline” | Pozitif Negatif “Borderline” | Pozitif
Sayi/ (%) | Say/ (%) Sayy/ (%) Sayv/ (%) Sayy/ (%) Sayy/ (%)

1.00-9.98 75 32 8 111 2 2
(96.2) (88.9) (12.7) (68.5) (25) (28.6)

9.99-20.79 3 3 16 18 3 1
(3.8) (8.3) (25.4) (11.1) (37.5) (14.3)

20.80-31.60 0 1 33 28 3 3
0) 2.8) (52.4) (17.3) (37.5) (42.9)

31.61-50.00 0 0 6 5 0 1
(0) (0) (9.5) (3.1) ()] (14.3)

Toplam 78 36 63 162 8 7
(100.0) (100.0) (100.0) (100.0) (100.0) (100.0)

32




6.3. EIA S/Co Gruplarma Gire RPR Sonuglar;

EIA ile pozitif bulunan toplam 177 serum Grneginin tiimi ile RPR testi ¢aligildi. RPR testi
ile drneklerin 39°u (% 22) pozitif, 138’1 (% 78) negatif bulundu. RPR pozitifligi en sik 3.
grupta (% 56.4) bulunurken, negatiflik en sik 1. grupta (% 76.8) saptandi. RPR
sonuglarimizin EIA S/Co degerleri igin olusturulan 4 gruba gore dagilimm Tablo 14°de

gosterildi.

Tablo 14: RPR sonuglarinin EIA S/Co degerleri igin olusturulan 4 gruba gére dagilimi

(Satir yilzdeleri esas alinmgtir).

EIA
RPR 1.00-9.98 9.99-20.79 | 20.80-31.60 { 31.61-50.00 | TOPLAM
Sayl/ (%) Sayv/ (%) Sayy/ (%) Sayy/ (%)
Negatif 106 20 12 0 138
(76.8) (14.5) (8.7) (0} (100.0})
Pozitif 9 2 22 6 39
(23.1) (5.1) (56.4) (15.4) (100.0)
Toplam 115 22 34 6 177
(65) (12.4) {19.2) (3.4 (100.0)

6.4. “Receiver Operation Characteristics” (ROC) Analizi:

ROC analizi ile yapilan degerlendirmede, WB IgG va da IgM testinden herhangi birinde
pozitiflik saptanan serum &rneklerinin dogrulama testleri pozitif olarak kabul edildi. Her
iki WB testi negatif veya “borderline” saptanan Srneklerle, WB IgM ya da WB IgG
testlerinden biri negatif digeri “borderline” saptanan érneklerin dogrulama test sonuglari
negatif olarak kabul edildi. EIA testi ile pozitif bulunan érneklerin, en yiiksek duyarlilik ve
ozgiillikkle dogrulanabildigi S/Co oranimi belirlemek i¢in ROC analizi yapildi. Buna gére
Tablo 15° de gosterildigi gibi, indeks deger 7.19 olarak belirlendiginde EIA testi igin
duyarhiligin % 95.4 ve dzgiilliiglin % 92.9 oldugu gozlendi. ROC analizi sonucunda ¢izilen
egri altinda kalan alan ise 0.968 olarak saptand1 (% 95 giiven araliginda 0.944-0.993). Bu
“1”%e yaklh bir deger oldugu igin ydntemin tanisal yeterliligi anlamli bulundu. Sekil
5’de ROC analizi sonucu elde edilen egri ve egri altindaki alan gdsterildi (WB IgM/WB

deger
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IgG ile yapilan degerlendirme) .

]

ROC Egris

Duyarhhk
\\

1-Ozaiilliik

Sekil 5: ROC eprisi ve egri altinda kalan alan {WB IgM/IgG ile yapilan degerlendirme)



Table 15: EIA S/Co degerleri i¢in ROC analizi ile elde edilen duyarhilik ve &zgiilliik

sonuglart

ElA Duyarlihk 1- Ozgiillok | E1A Duyarlibik 1-Ozgiilliik
L0000 1,000 1,000 2,2300 985 420
1,0100 1,000 991 2,3500 985 All
1,0300 1,000 982 2,390 ,985 ,402
1,0500 1,000 964 2,4300 JO8S 393
1,0650 1,000 946 24750 985 ,384
10750 1,000 518 2,5000 969 384
1,0850 1,000 911 2,5150 969 375
1,0950 1,000 902 2,5300 ,969 66
11050 1,000 884 2,5500 969 357
1,its0 1,000 866 2,6000 569 348
1,1250 1,000 857 2,6550 969 339
1,1350 1,000 B39 2,7350 969 330
1,1500 1,000 B30 28150 969 ,A21
1,1650 1,000 &3 2,350 969 313
1,1850 1,000 ,804 2,8450 969 ,304
1,2050 1,000 795 2.8800 569 295
1,2150 1,000 786 2,9350 969 286
1,2300 1,000 eai 30200 969 277
1,2450 1,000 ,768 3,0850 954 277
1,2650 1,000 759 3,0050 954 268
1,2500 1,000 741 3,1150 954 1259
13100 1,000 12 3,1850 b54 258
1,3250 1,060 14 3,2900 54 241
1,3500 1,000 705 3,6100 954 232
1,3850 1,000 LJ6R8 31,8850 954 223
14150 1,000 £79 4,0300 954 214
1,4350 1,000 661 4,1800 954 208
1,4450 1,000 652 42450 954 196
1,4550 1,000 643 4,5200 954 ,188
1,4800 1,000 634 47700 954 3719
1,5250 1,000 616 4,9850 954 ,170
1,5550 1,000 598 5,2200 954 161
1,5750 1,000 LS89 5,2950 954 152
1,6000 1,000 K1 5,31900 D54 134
1,6350 1,000 L3563 5,5150 954 125
1,6700 1,000 554 5,6200 254 116
1,6950 1,000 536 5,9350 954 107
17150 1,000 527 6,6200 954 88
1,7250 1,000 518 7,0500 954 B0
1,7450 985 518 7,1900 954 ,0‘7 1
1,7700 083 ,500 74700 938 071
1,3000 985 500 8,0059 523 071
1,8550 L9893 L4882 8,8500 L9208 071
1,9050 985 A73 9,4150 892 071
1,9600 JOB5 464 92,5450 477 071
20150 985 A55 97300 862 D63
2,0450 985 A38 10,3200 846 063
2,100 J985 L4298 11,1850 831 JN63
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Tablo 15°in devami

EIA Duyarhihik 1- Ozgillitk EIA Duyarhlik 1- Ozgiillitk
12,1850 831 054 28,4700 154 000
13,0450 815 045 29,1150 ,138 000
13,6800 815 036 30,0750 123 000
14,3650 785 036 31,0550 ,108 000
14,8400 785 027 32,2750 092 000
15,1100 785 018 33,3250 077 000
15,2400 769 018 33,5200 062 ,000
15,3200 754 018 35,8550 046 000
15,6300 738 018 39,6750 031 ,000
15,9800 723 018 42,2200 015 000
16,5150 708 018 44,1200 ,000 000
17,0850 692 018

17,2700 677 018

17,7700 662 018

18,5000 646 018

18,9100 631 018

19,8000 615 018

20,6350 615 009

20,9500 600 009

21,5050 600 000

22,0100 585 1000

22,2700 569 ,000

22,4850 554 ,000

22,7800 538 000

22,9650 523 000

23,0850 508 ,000

23,2100 A92 000

23,5650 ATT 000

24,2150 A62 000

24,7750 A6 000

25,1750 A31 000

25,5900 AlS 000

25,8100 Aa 000

25,9200 388 000

26,0100 369 000

26,1100 354 D00

26,2150 8 006

26,2750 373 000

26,4700 308 000

26,6300 292 ,000

26,6500 277 000

26,7850 262 000

26,9450 246 000

26,9900 231 000

27,2050 218 000

27,5100 200 000

27,7750 183 000

27,9750 169 000
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6.5. Indeks S/Co Degerine Gire WB IgM/IgG Testinin Degerlendirilmesi

ROC analizi ile bulunan 7.19 S/Co indeks degeri siur kabul edildiginde, toplam 177 serum
omeginin 107’sinin (% 60.5) bu simrin altinda, 70’ininse (% 39.5) bu sinira esit veya
istinde S/Co degerine sahip oldugu gériildii. WB [gM+IgG sonuglarmm saptanan indeks
S/Co degeri igin olugturulan 2 gruba gére dagilimlar: Tablo 16’°da gosterildi.

Tablo 16: WB IgM+IgG sonuglannin EIA >7.19 ve <7.19 S/Co gruplarina gére dagilim

(Stitun yiizdeleri esas alinmigtir)

WB IgM+G
Toplam
BIASICo  par Negatif+“borderline” Sayv/ (%)
Sayl/ (%) Sayy/ (%)
>7.19 62 8 70
(95.4) (%7.1) (39.3)
<7.19 3 104 17
(4.6) (92.9) (60.5)
Toplam 65 112 7
(100.0) (100.0) (100.0)

6.6. indeks S/Co Degerine Gire RPR Testinin Degerlendirilmesi

EIA y6ntemi ile pozitif bulunan 177 serum 6rnegi ile yapilan RPR galismalarinda 138 (%
78) omek negatif, 39 (% 22) 6mek pozitif bulundu. RPR test sonuglar1 galigmada
belirlenen indeks S/Co degeri (7.19) dikkate alinarak 2 grup altinda Tablo 17°de gosterildi.
EIA S/Co degeri indeks degerin altinda kalan drneklerin % 93.5°1 RPR negatif bulundu.
Indeks deere esit veya iistiinde EIA S/Co degerleri olan orneklerde ise RPR % 54.3
oramnda negatif ve % 45.7 oraninda pozitif olarak saptandi. Tiim pozitif RPR sonuglari
degerlendirildiginde pozitif bulunan toplam 39 serum 6megin sadece 7’si (% 18) “<7.19”
grubunda yer almaktadir. Geriye kalan 32 (% 82) pozitif 6rnegin “>7.19” grubunda oldugu
goriilda. Pozitif RPR 6meklerin diliisyonu ile yapilan ¢aligma sonuglarina gére, en diisitk
17128 diliisyonda pozitiflik gériildi. RPR diliisyonlu g¢aliyma sonuglan igin, >1/4
diliisyonda pozitif olan 20 serum 6rneginin 1°i diginda tiimiiniin “>7.19” §/Co degerine

sahip oldugu ve referans testle dogrulandif: goriildii. >1/8 diliisyonda pozitif olan
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serumlarin ise tamaminmin “>7.19” 8/Co deferli grupta yer aldig1 ve tamanunin referans

testimizle dogrulandif saptandi.

Tablo 17: RPR sonuglannmn EIA >7.19 ve <7.19 S/Co gruplanna gore dagilim (Siitun

yiizdeleri esas alinmugtir).
EIA
RPR <7.19 >7.19 TOPLAM
[Sayl/ (%) Say1/ (%)
Negatif 100 38 138
(93.5) i(54.3) (78)
1/1 Pozitif 3 ’6 o
(2.8) (8.6) (5.1)
1/2 Pozitif 3 7 10
(2.8) (10) (5.6)
1/4 Pozitif 1 7 18
(0.9) (10) (4.5)
1/8 Pozitif 4 4
|?0) (5.7) (2.3)
1/16 Pozitif 0 2 2
(0) (2.9) (1.1)
1/32 Pozitif 1] 4 4
(0) I(5.7) (2.3)
1/64 Pozitif [0 1 1
(0 (1.4) 1(0.6)
1/128 Poazitif [0 1 1
(0) (1.4) l0.6)
TOPLAM 107 70 177
(100.0) (100.0) [(100.0)
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RPR sonuglarinin WB IgG ve WB IgM sonuglarn ile karsilagtirilmas: Sekil 6’de dzetlendi.
Bu sonuglara gore, RPR pozitif ve “< 7.19” grubu i¢inde yer alan 6rneklerin higbiri WB
testleri ile dogrulanmadi. Ancak bu grup i¢inde yer alan 4 serum 6rneginde WB IgG testi
“borderline” bulundu. Yine aym: grupta RPR negatif bulunan 6rneklerden biri WB IgG,
ikisi WB IgM pozitif bulundu. Kalan orneklerin 28’inde WB IgG, 2’sinde WB IgM
“borderline™ olarak saptandi. Bu gruptaki 69 ornekteyse RPR ve her iki WB testi negatif
bulundu.

EIA S/Co degeri “> 7.19” grubunda yer alan &meklerin 32°si RPR ile pozitif bulundu.
Porzitif bulunan bu &rneklerden biri diginda tiimii WB IgG ve/veya WB IgM testleri ile
dogrulandi. Dogrulanmayan Srnekte ise WB IgG testi “borderline” WB IgM testi negatif
bulundu. RPR testi ile pozitif bulunan serumlardan yalmizca 3 hastamin WB IgM sonucu
pozitif saptandi. RPR testi ile negatif bulunan 38 serum oreginin 31°i ise, WB testleri ile
dogrulandi. Bu bulgulara gore, “> 7.19” grubu i¢inde WB testleri ile dogrulanan 31

drnegin RPR testi negatif sonug verdi.
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=7.19 =7.19
Pozitif: 7 (%o 4) Negatif: 100 (% 56.5) Pozitif: 32 (% 18) Negatif: 38 (% 21.5)
k
3 hasta: 3 hasta: WB IgG (B, M (D
WBIgG(-), WB Ighd (- 25 hasta: WB IgG (), WB IgM ()
4 hasta: 3 hasta: WB IgG (+), WB IgM “borderline”
WE IgG “borderline” 1 hasta: WB IgG “borderlineg”™, WE Ighd (-)
{Toplam 31 hasta dogrulanmis (+))
¥

1 hasta: WB IgG (+)

2 hasta: WB IgM (1) "WB IgG “borderline”,

2 hasta: WB IgG (-), WB Igh “borderline”

28 hasta: WB IgG “borderline”, WB Igh (-)
(Toplam 69 hasta RPR (-) WB IgG(-) WB IgM (-))

2 hasta: WB IgGG (), WB IgM ()

26 hasta: WEB IgG (+), WB IgM (-)

3 hasta: WB IgG (1), WB IgM (“borderline™)
4 hasta, WB IgG (-), WB Igh ()

3 hasta: WEB IgG “borderline”

(Toplam 38 hastanm 31°i dogrulanmg)

Sekil 6: RPR sonuglarimin WB IgM ve WB IgG sonuglan ile kargilagtirilmasi
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6.7. Antijen bolgelerine gire WB IgM ve IgG Test Sonuglan: .
Caligmada referans yontem olarak kabul edilen WB yontemi ile pozitif veya “borderline”
bulunan &meklere ait antijen bolgeleri degerlendirildi. Calismaya ahnan 177 &rnegin
higbirinde WB IgM ve IgG testlerinde nonspesifik antijen olarak bulundurulan p22 antijen
bolgesinde pozitiflige rastlanmadi. Referans yontemle dogrulanmis pozitif Srneklerin ve
“borderline” dmeklerin antijen bolgeleri Tablo 18, 19, 20, 21 ‘de gésterildi.

Sonuglar incelendiginde WB IgG pozitif drneklerin % 69.8”inde TpN15, TpN17, TmpA ve
TpN47 antijenlerinin dérdiiniin de pozitif oldugu goriildii. Ayrica, pozitif 6meklerde en sk
TpN47 antijenine karyi antikor pozitifligi saptandi. WB IgG “borderling” sonuglart
arasinda tek bant pozitifligi en fazla TpN47 bandinda saptandi. Ancak “Architect ®Sifiliz
TP” testinde yalmzca TpN15, TpN17 ve TpN47 bantlarina kars antikor arastinlmaktadir.
Bu nedenle, ¢alismamin bir kisithhigi olarak tek bagina TmpA bant pozitiflik oram
degerlendirilemedi. Ayrica 4 trnekte birden fazla antijene karsi WB IgG ile zayif antikor
yaniti saptand).

Toplam 7 6rekte WB IgM testi pozitif sonug verdi. Bunlardan 3'tinde tek bant pozitifligi
digerlerinde birden fazla bant pozitifligi gérildii. WB IgM testinde ise TpN15, TpN17,
TpN47 bant pozitifli§inin esit oranda oldugu saptandi. Ancak WB IgM “borderline”
sonuglars arasinda en fazla TpN17 bandinda zayif reaksiyon saptandi.

Tablo 18: WB IgG testi pozitif antijen bolgeleri

WB IgG Pozitif Orneklerin Say1 o
Antijen bolgeleri

Pozitif TpN15, 17, 47, TmpA 44 69.8
Pozitif p TpN15, 17, 47 7 i1.1
Pozitif p TpN15, 47 6 9.5
Pozitif TpN17, 47, TmpA 2 3.2
Pozitit TpN47, TmpA 1 1.6
Pozitif TpN15, 17 1 ' 16
Pozitif p TpN15, 17, TmpA 1 1.6
Pozitif TpN17, TmpA 1 1.6
Toplam 63 100.0
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Tablo 19: WB IgG testi “borderline” antijen bdlgeleri

WB IgG “Borderline” Orneklerin

Antijen Bolgeleri Say1 %
“Borderline” TpN47 25 69.4
“Borderline” TpN15 5 13.9
“Borderline” TpN17 2 5.5
“Borderline” TpN15, 17, TmpA 1 2.8
“Borderline” TpN15, 17 1 2.8
“Borderline” TpN15, 47 1 2.8
“Borderline” TpN17, TmpA 1 2.8
Toplam 36 100.0
Tablo 20: WB IgM testi pozitif antijen bélgeleri
WB IgM Pozitif Orneklerin
Antijen bblgeleri Say1 Yo
Pozitif TpN17 2 29
Pozitif TpN17, TmpA 1 14
Pozitif TpN47, TmpA 2 29
Pozitif TpN17, 47, TmpA 1 14
Pozitif TpN47 1 14
Toplam 7 100.0
Table 21: WB IgM testi “borderline” antijen bolgeleri
WB IgM “Borderline” Orneklerin
Antijen Bolgeleri Sayr Y%
“Borderline” TpN17 5 62.5
“Borderline” TpN47 2 25
“Borderline” TpN47, TmpA 1 12.5
Toplam 8 160.0
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6.8. Tek basina WB IgG testinin deZerlendirilmesi:

Bu caligmada, indeks deger belirlenirken WB IgG ve WB IgM sonuglart birlikte
degerlendirildi. Ancak yalmzca 7 dmekte WB IgM testi pozitif bulundu. Bu nedenle,
indeks degerin belirlenmesinde WB IgM testinin etkisinin az olabilecegi diigiiniildii. Bu
hipotezi degerlendirebilmek igin yalmzca WB IgG testi pozitif olan hastalarla ROC
analizi yeniden yapildi.

Tek basina WB IgG sonuglarina gore yapilan ROC analizinde Tablo 22° de gosterildigi
gibi duyarlilipmm ve ozgiilliiglin en yiiksek oldugu S/Co degeri: 7.19 olarak saptandi. Bu
degerde duyarlilik % 98.4, 6zgiillik % 93.0 olarak bulundu. Egri altinda kalan alamn ise
0.978 oldugu goriildi (% 95 giiven araliginda 0.958-0.998). Bu deger “1"”e yakin bir
deger oldugu igin yontemin tamisal yeterlilifi anlamlh bulundu. Sekil 7° da ROC analizi
sonucu elde edilen egri ve egri altindaki alan gosterildi. Aym zamanda tek bagina WB IgG
testine gére yaptiimiz ROC analiziyle saptadifimiz indeks degerin ayni bulunmasina

karsin, duyarhilik, 6zgiilltigiin daha yiiksek ve efri altinda kalan alanin ise “1”¢ daha yakin

oldugu gorildii.
ROC Egrisi
;J If’“ﬁ

% -
Z - A
= J/’,r""
“S0N A
I:I “f‘r

4 .f‘“ll

: jw;

%

1-Ozgiilliik

Sekil: 7: ROC efrisi ve egri altinda kalan alan (WB IgG testi ile yapilan degerlendirme)
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Tablo 22: EIA S/Co degerleri i¢in ROC analizi ile elde edilen duyarlilik ve dzgiilliik

sonuglar (WB IgG)
ELISA Duyarhlik 1- Ozgiillak ELISA Duyarhihk 1- Ozgiillik

L0000 1,000 1,000 2,0450 984 447
1,0100 1,000 991 2,1000 984 A39
1,0300 1,000 982 2,2300 984 430
1,0500 1,000 965 2,3500 984 421
1,0650 1,000 947 2,3900 984 A2
1,0750 1,000 930 2,4300 ,984 404
1,0850 1,000 912 24750 984 393
1,0950 1,600 904 2,5000 ,984 ,386
1,1050 1,000 886 2,5150 584 377
1,150 1,000 868 2,5300 984 368
1,1250 1,000 860 2,5500 984 360
1,1350 1,000 842 2,6000 984 351
1,1500 1,000 ,833 2,6350 984 ,342
1,1650 1,000 816 2,7350 984 ,333
1,1850 1,000 ,807 2,8150 ,984 J25
1,2050 1,000 ,798 2,8350 984 36
1,2150 1,000 ,789 2,8450 984 307
1,2300 1,000 ,781 2,8800 ,984 ,298
1,2450 1,000 72 2,9350 984 ,289
1,2650 1,000 ,763 3,0200 984 ,281
1,2900 1,000 ,746 3,0850 984 272
1,3100 1,000 737 3,0950 984 ,263
1,3250 1,000 9 3,1150 984 254
1,3500 1,000 i 3,1850 984 ,246
1,3850 1,600 ,693 3,2500 984 ,237
1,4150 1,600 684 3.6100 984 ,228
14350 1,000 667 3,8850 984 219
1,4450 1,000 ,658 4,0300 984 211
1,4550 1,000 ,649 4,1800 984 ,202
1,4800 1,000 ,640 42450 984 ,103
1,5250 1,000 ,623 4,5200 984 L184
1,5550 1,000 605 4,7700 984 .175
1,5750 1,000 ,596 4,9850 984 167
1,6000 1,000 579 52200 984 .158
1,6350 1,000 570 5,2950 L9084 ,149
1,6700 1,000 561 5,3900 ,984 132
1,6950 1,000 \544 5,5150 984 123
1,7150 1,000 .535 5,6200 984 114
1,7250 1,000 ,526 5,9350 984 L105
1,7450 984 526 6,6200 984 ,088
1,7700 984 518 7,0900 984 079
1,8000 984 509 7,1900 984 ,070
1,8550 984 491 7,4700 968 070
1,9050 984 482 8,0050 952 070
1,9600 584 474 8,8500 937 070
2,0150 o84 A65 94150 921 ,070
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Tablo 22°nin devamu

ELISA Duyarliik 1- Ozgitlliik ELISA Duyarhlik 1- Ozgiillik
9,5450 9035 L7 26,9900 238 ,000
9.7300 L8389 061 27,2050 222 ,000

10,3200 873 ,061 27,5100 2206 000
11,1850 857 ,061 27,7750 ,190 ,000
12,1850 857 ,053 27,9750 75 .000
13,0450 841 044 28,4700 ,159 000
13,6800 841 035 29,1150 143 .000
14,3650 810 035 30,0750 127 000
14,8400 ,810 ,026 31,0550 111 ,000
15,1100 810 018 32,2750 ,095 ,000
15,2400 ,794 18 33,3250 079 ,000
15,3200 778 018 33,5200 ,063 ,000
15,6300 ,762 018 35,8550 ,048 .000
15,9800 746 018 39,6750 032 ,000
16,5150 L7130 018 42,2200 016 000
17,0850 714 018 44,1200 ,000 000
17,2700 ,698 018
17,7700 683 018
18,5000 667 018
18,9100 651 018
19,8000 635 018
20,6350 635 009
20,9500 619 009
21,5050 619 000
22,0100 ,603 000
22,2700 587 ,000
22,4850 ,571 ,000
22,7800 556 ,000
22,9650 ,540 000
23,0850 ,524 ,000
23,2100 ,508 ,000
23,5650 A92 800
24,2150 AT6 ,000
24,7750 A60 ,000
25,1750 Add 000
25,5900 429 000
25,8100 413 000
25,9200 397 ,000
26,0100 381 ,000
26,1100 365 ,000
26,2150 349 ,000
26,2750 ,333 00D
26,4700 317 000
26,6300 ,302 000
26,6500 286 ,000
26,7850 270 ,000
26,9450 254 ,000
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6.9, “Architect” Syphilis TP” Testi i¢in Tam Algoritma Onerisi:

Kan merkezlerinde sifiliz taramasi genellikle RPR veya VDRL gibi nontreponemal
testlerle yapilmaktadir. Otomasyonla uyumlu EIA testlerinin kullamima girmesi ile birlikte,
gifiliz taramasinda bu testleri kullanan kan merkez sayisinda bir artis beklenmektedir.
Ancak bu testlerle elde edilen sonuglart dondrler igin yorumlarken yasanan giicliiklerde
tam algoritmalarina gereksinim duyulmaktadir. Bu amagla, gahgma sonuglari dikkate
alinarak “Architect® Syphilis TP” testi bir tam algoritmasi 6nerildi (Sekil 8).
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“Architect” Syphilis TP”

=7.19 8/Co >7.19 8/Ce
h
Pozitif
WB IgG caks Rapor et
Klinige yénlendir
L
Negatif Pozitf
Rapor et, “Borderline”
Klinige yinlendir
:r ér
WE Igh calis WB IgM cahs
¥ v +
— Pozitif
Negatif Rapor et, “Beorderline” Negatif
Rapor e, Klinige yonlendir
Donir olarak kabul et
r
Poztif + :
Rapor et, 3.6 haft i serurula tekrarl
s e . -6 hafta sonra yeni serumla tekrarla

Klinige ydnlendir Klinige yiinlendir
“Borderline”

3-6 hafta sonra yeni serumla tekrarla

Klinige yinlendir

Sekil 8: “Architect™ Syphilis TP” testi igin ngdriilen tan: algoritmast
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7. TARTISMA:

Tedavi amagh kan transfiizyonunun yaygin olarak kullanilmaya baglamasi ile
birlikte farkli tiirde komplikasyonlarla kargilasilmistir. Bu komplikasyonlann biyiik
cogunlufunun oOnlenebilir ya da tedavi edilebilir oldugu bilinmektedir, Ancak tiim
gelismelere karsin transflizyon ile bulagan enfeksiyonlar transfiizyon alaminda halen en
Snemli giindemi olusturmaya devam etmektedir. Giivenli transfiizyon igin verici kanlarinin
enfeksiyon etkeni igermediginin dogru ve lizhi sonu¢ veren testlerle saptanmasi
gerekmektedir (156). ’

Yapilan aragtirmalarda  sifiliz  enfeksiyonu  sikhifinda  bir  artis  oldugu
bildirilmektedir. (3—6). Seropozitiflikte gériilen bu artig 6zellikle kan merkezleri agisindan
onemlidir. Sifiliz tamsinda kullanilan testler treponemal ve non treponemal olmak tizere iki
grup altinda degerlendirilmektedir. Son yillarda treponemal testlerden olan EIA testleri de
pek ¢ok tam laboratuvarinda ve kan merkezinde tarama testleri arasinda kullanima
girmigtir. Bu testlerin ¢ok sayida serum Omegini aym anda c¢alisabilmesi, kolay
uygulanabilmesi, hizli sonu¢ vermesi ve degerlendirmenin objektif olarak yapilabilmesi
avantajlar1 arasinda sayiimaktadir.

EIA testlerinde yaygin olarak rekombinant sifiliz antijenleri kullanilmakta ve 7. pallidum’a
kars: olugan IgM ve IgG antikorlarn saptanabilmektedir (109, 129, 144-146).

Primer sifiliz semptomlarimin oldugu dénemde, birgok hastada saptanabilir [gM ve
IgG antikor yamt: oldufu gosterilmistir (97). Ancak bu dénemden 6nce, enfeksiyonun
kazamlmasindan 2-4 hafta sonrasina kadar gegen siirede, yalmzca IgM yamtinin
saptanabildigi kisa bir pencere dénemi bulunmaktadir. Bu nedenle tek bagina IgG yamtim
saptayan testlere goére IgG ve IgM yamtini birlikte saptayabilen EIA testlerinde
duyarhilifinin daha yliksek oldugu bildirilmektedir (97, 126, 157, 158).

Bir laboratuvar testinin Ozgiilliigi dogrulama testlerine duyulan ihtiyag, dolayisiyla
maliyet ve iy yik{l agisindan 6nemlidir. Yaklagik olarak yilda 20.000 6érnegin incelendigi
bir laboratuvarda, kullanilan tarama testi i¢in 6zgiilliigiin % 0.5 azalmasi, ekstra olarak 100
omegin dogrulanmasim gerektirmektedir. Bu da yaklagik olarak 1500-3000 £ ek maliyet
getirmektedir (157). Bu nedenle, tarama testi olarak segilen testin duyarhlik ve
ozgiilligiiniin yiksek olmasi istenir. Dokuz Eylil Universite Hastanesi (DEUH) Kan
Merkezinde 20.07.2006 tarihinden sonra “Architect® Syphilis TP” testi kullamilmaya
baglanmigtir. EIA yontemi ile gabigan bu test sifilize karst olugmus IgM ve IgG yanitimin
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varlifina bakmaktadir. Literatiir incelendiginde testin duyarlilig ve dzgiilliigiiniin sifilizin
tiim evreleri igin sirasiyla, % 99.2-100 ve % 98.4-99.1 oldugu bildirilmektedir (142, 159).

Yapilan c¢aligmalarda, kan merkezlerinde EIA yontemi ile saptanan sifiliz
pozitifliklerinde yalanc: pozitiflik olabildigi belirtilmektedir (160, 161). Yalanc1 pozitiflik
kan merkezlerinde kan ve kan iirlinfi, maliyet, iy giicii ve en Snemlisi de donor kaybina
neden olmaktadir. Tarama testleri ile pozitiflifin saptanmasi durumunda ileri inceleme
testleri ile pozitifligin dogrulanmasi1 6nerilmektedir (15, 16). Ancak bu onerilere karsin
birgok kan metkezi alt yap: eksiklikleri, yorumlama zorlugu ve yiiksek maliyet nedeniyle,
dogrulama testi galigmadan yalmzca pozitif tarama testi sonucuna gore rapor vermektedir.

CDC, HCV enfeksiyonu tamsinda dogrulama testinin uygulanmasina kolaylik
getirmek icin, tarama testi sonuclarindaki S/Co degerlerini dikkate alan bir uygulama
Onermigtir (17). Bu Oneride, test indeks S/Co (serum 8rnegi /esik degeri) degeri, ileri
incelemelere gegme kararmn verilmesinde yardimei bir gosterge olarak kullanilmaktadir.
indeks degerin iistinde kalan &meklerin gergek pozitif oldugu ve dogrulama testi
¢aligilmasina gerek olmadig belirtilmektedir. Bu 6neri ile laboratuvarlann dogrulama
maliyeti azalmakta ve hastalarin daha kisa siirede klinisyene ulagsmalam miimkiin
olmaktadir. Literatiirde yapilan incelemede sifiliz igin benzer indeks deger bildiren bir
¢aligmaya rastlanmamigtir. Bu galigmada “Architect® Syphilis TP” testi igin indeks deger
belirlenmesi hedeflenmisgtir.

Caligmada referans ydntem olarak WB yontemi secilmistir. Referans yontem
belirlenmeden once litereatiir incelemesi yapilmis ve hangi testin referans test olarak
ahnmas) konusunda gorlis birligi bulunmadifn gorillmigtiir (15, 108, 146, 162). Bu
calismada, diigilk EIA S/Co degerli drneklerde yalanci poritiflikleri saptayabilmek ve
gercek pozitiflerden ayirt edebilmek Onemliydi. Referans yonteminde yalanci pozitiflik
oramnin az olmasi gerekliydi. WB testinin diger treponemal testlerden olan FTA-ABS,
TPHA, TPI gibi testlere gore yalanci porzitiflik oranlanimin ¢ok daha az olmasi; daha
yiiksek duyarhlik ve tzgiillik géstermesi; okuma tekniginin otomasyon sayesinde objektif
olmasi referans yéntem olarak secilmesinde belirleyici oldu. Yapilan calismalarda WB
yonteminin duyarlih@ %100, dzgiilliigi %99.2—-100 olarak bildirilmektedir (131, 133—135,
137, 140, 159).

Hastanemiz kan merkezinde EIA yontemi ile sifiliz pozitifligi saptandipinda test
tekrar edilmekte ve ikinci ¢aligmada da pozitif bulunan mekler pozitif olarak rapor
edilmektedir. Sifiliz pozitif kigilerden kan alinmamakta ve kisinin ad: donér listesinden

¢ikartilmaktadir. Calismada EIA S/Co degerlerine gore yapilan gruplamaya gore trneklerin
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% 66’51 diigiik S/Co (1.00-9.98) degerine sahiptir. Bu grupta referans yontemie dogrulanan
ornek sayis1 yalmzea 8°dir (% 12.7). EIA S/Co degerleri yiikseldikge dogrulanma oraninin
da arttifn gbzlenmektedir. Tiim Srneklerin WB sonuglan degerlendirildiginde toplam 112
(% 63.3) EIA pozitif serum 6rneginin dogrulanmadigi gorilmektedir. Bu durum EIA
pozitif drneklerin dogrulanmas: gerektigini gostermektedir.

Bu ¢aligmada, EIA sonuglarumiz referans testimiz olan WB testi ile karsilastinlarak
“Architect™ Syphilis TP” testi igin ROC analizi yapildi ve indeks degeri olarak “7.19”
8/Co degeri saptandi. Bu deger i¢in ROC analizimize gore duyarhilik % 95.4, 6zgiillik %
92.9 olarak belirlendi. Bulunan indeks degere gore, “Architect® Syphilis TP testi ile
“>7.19” 8/Co degeri olan 6rnekler igin dogrulama testlerine gerek duyulmayacak ve sonug
pozitif olarak bildirilecektir. Sadece “<7.19” S8/Co degerleri i¢in dogrulama testleri
vapilacaktir. EIA pozitif 6rmeklerin dogrulanmas: gerektigi diigiiniildiiglinde, indeks deger
uygulamasi ile dogrulama testlerinde % 39.5 oraminda bir tasarruf saglanacaktir, indeks
degerin altinda S/Co degerlerine sahip drnekler igin dogrulama testi sonucuna gére rapor
verilecektir. Bu ¢alisma sonuglarina gére, rneklerin 107’si (% 60.5) “<7,19” altinda S/Co
degere sahiptir. Bu 6rneklerin yalmizeca 3 tanesi (%. 4.6) dogrulandi, geriye kalan 104
ornekte (% 92.9) EIA’nin yalanc: pozitif sonug verdigi sonucuna varildi. Indeks degerin
altinda 8/Co degerlerine sahip rneklerin sonuglarimin dogrulanarak rapor edilmesi ile bu
hastalarin ¢ok biiyiik bir kisminin geri kazanimi miimkiin gériinmektedir,

Ulkemiz de dahil olmak iizere, diinya gapinda pek ¢ok laboratuvar ve kan merkezi
sifiliz taramasinda ucuz ve kolay olmas: nedeniyle sifiliz taramas: igin halen RPR testini
kullanmaktadir (3, 163-165). Hastanemiz kan merkezinde geriye déniik olarak yapilan 2
yilbik degerlendirmede, 2004—2006 yillar: arasindaki sifiliz RPR pozitifligi ortalamasimin
% 0.056 oldugu bulundu. EIA testinin kullaniidigr 2007-2009 yillan arasinda saptanan
sifiliz pozitiflik ortalamas: ise % 0.51°dir. Her iki d6nem arasinda sifiliz pozitifliginde
yaklagik olarak 10 katlik bir artig dikkati ¢ekmektedir. Bu durumun olast bir nedeni sifiliz
seroprevalansinda bir artis olmasidir. Ancak aym yillar igin Glkemiz genelindeki Saglik
Bakanlifi verileri ve Izmir Bélgesinde yapilan istatistikler degerlendirildiginde boyle bir
artigla kargilagiimamistir (18, 47, 51, 53). Bu nedenle, 10 katlik artisin yontem farkindan
kaynaklanabilecegini diisiintildii ve RPR testi tansal yeterlilik agisindan degerlendirildi.

RPR testi, antilipoidal antikorlar saptayan, antijen olarak i¢inde treponema antijeni
bulunmayip, normal organ ekstrelerinin  kullanildigt nontreponemal bir testtir.
Nontreponemal testler; hasarli konak hiicrelerinden salinan kardiolipin ve diger lipitlere

karsi olusan IgM ve IgG antikorlarim saptarlar. Nonireponemal antikor titreleri; aktif
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enfeksiyonla korelasyon gosterirler, re-enfeksiyon hakkinda bilgi verirler ve kantitatif
caligilabildiklerinden tedavi takibinde kullanilabilirler. Antilipoidal antikorlar sadece
treponema enfeksiyonlar1 sonucunda olusmaz, aym: zamanda otoimmiin hastaliklar,
gebelik, doku hasan, akut ve kronik hastaliklarda da olusabilir ve bu durumlarda yalanci
pozitiflik goriilebilir (120). Yalanci negatiflik ise 6zellikle erken ve geg donem sifiliz
olgularinda goriilebilmektedir. Sekonder sifilizde yiiksek antikor titrelerine sahip
hastalarda % 0.4-2 sikhikta prozon fenomeni yalanci negatiflife yol agabilmektedir (124,
166).

Ulkemizde nontreponemal testler ile reaktif bulunan dondrden en az 12 ay kan
alinamaz. Efer pozitif nontreponemal test sonucu treponemal testlerle dogrulanmiyorsa ve
vericide yalanci pozitiflife yol acgabilecek bir durum saptandiysa, doktor vericinin kan
vermesine engel bir durumunun olmadigina iligkin bir rapor diizenleyebilir ve kisiden
tekrar kan alnabilir. Sifiliz gegiren ve bu nedenle tedavi olanlardan da, tedavinin
bitmesinden sonra saglikli kalmak kosuluyla, ancak 12 ay sonra kan alinabilir (15, 16, 167,
168). Nontreponemal testlerle olast yalanci pozitif sonuglarla sikga kargilasildigy da
diigiiniiliirse RPR testinin ozellikle de acil kan transfiizyonuna ihtiyag¢ duyulan kan
merkezleri agisindan 6nemli tani sorunlarna yol agabildigi 6ngériilebilir (120, 166).

Bu ¢alismada, RPR testi ile 177 serum &rneginden yalmzca 39’unda pozitiflik
saptand1. Bulunan indeks S/Co degerine gore ise bu porzitifliklerin 7°si (%o 18) “<7.19”
S/Co, 32’si (% 82) ise “>7.19” grubunda yer almaktadir. “<7.19” grubunda RPR testinin
pozitif olarak saptadit 7 serum 6meginden higbiri WB testleri ile dogrulanmadi. Ancak
3’tinde TpN47, 1 serum Orneginde ise TpN15 antijen bdlgesinde “borderline” sonug
bulundu. Bu 7 serum orneginde RPR testinin yalanci pozitiflik géstermis olabilecegi
diigiiniildi.

Nontreponemal testlerdeki antikor titreleri aktif enfeksiyonla korelasyon
gistermekte ve re-enfeksiyon hakkinda bilgi vermektedir (120, 166). WB IgM testlerinin
ise erken enfeksiyonu saptamada duyarhilifinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (157, 169).
Bu ¢alismada, toplam 4 hastada EIA pozitif, RPR negatif sonug verirken WB IgM iesti
pozitif bulundu. RPR testinin bu hastalardaki aktif enfeksiyonu yakalayamadip: diigiintildi.

Literatiirde yapilan incelemede nontreponemal testlerle ilgili benzer sonuglara
ulagan caligmalara rastlamilmaktadir. Diggory P.’nin VDRI testinin sifiliz tamsindaki
yerini aragtirdifn bir ¢alismada 90 hasta i¢in TPHA testi pozititken, VDRL testi negatif
olarak bulunmugtur. Herhangi bir treponemal enfeksiyon kanitt olmayan 12 hastada ise

TPHA testi negatitken VDRL testi yalanci pozitiflik gostermistir. VDRL testinin tiim
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evreler i¢in yalanci pozitif ve ge¢ evre igin de yalanct negatif sonug verebildigi
goriilmiistiir. Bu ¢aligmaya gore, VDRL testinin 6zellikle latent ve ge¢ evre sifilizde
baglangig testi olarak tek bagina kullamilmas: yeterli degildir (136).

RPR testinin bircok laboratuvarda ve kan merkezinde tarama testi olarak
kullanilmasina karsin, literatiirde tarama testi olarak treponemal testlerle baslanmasim
oneren yayinlar da bulunmaktadir (162, 170). Caligmada elde edilen bulgular bu 6nerileri
destekler niteliktedir. Oncelikle, RPR testi ¢alismada WB testi pozitif bulunan verici
serumlarimin yalnizea 31’inde (% 48) pozitif sonug vermistir. Tam algoritmalarina gére 12
ay boyunca kan vermesi uygun olmayan 34 (% 52) hastada ise negatif bulunmugtur. Ayrica
RPR ftesti bu ¢alismada WB IgM pozitif bulunan 7 drnekten yalmzca 3’iinde pozitif
bulunmugtur. Bu nedenle, RPR’nin aktif enfeksiyonu yakaladign varsayiminin gézden
gegirilmesi gerekmektedir. Ozet olarak, giivenli olmayan transflizyona yol agabilecegi ve
yalanci pozitif sonuglan nedeniyle donér kaybina neden olabilecedi diisiiniildiiiinden kan
merkezlerinde RPR’nin tarama testi olarak kullamlmasimn uygun olmadig1 diigiiniilmiistiir.

RPR’nin diliisyonlu yapilan ¢aligma sonuclan degerlendirildifinde >1/4 titre
degerli 20 serum oreginin sadece 1’1 diginda tiimiiniin EIA S/Co degerlerinin “>7,19”
oldugu gortildi. Ayrica, >1/8 titrede pozitif olan serumlarin tamam “>7.19” 8/Co degerli
grupta yer aldi ve bu serumlarin tamami referans test ile dogrulandi. Bu bulgular RPR
testinin >1/8 titrede yalane1 pozitif sonug gostermedigini diigiindiirdii. Benzer bir sonug
Cornish N. tarafindan da belirtilmis ve ¢alismada, nontreponemal testlerde <1/8 titrelerde
yalanci pozitif sonuglar gériilebildigi bildirilmistir (170).

WB yonteminde 7. pallidum antijenlerine kargt immun yamitim aragtirmak i¢in
birgok antijen bolgesi kullamilmaktadir. Bu polipeptidlerden en az 5’inin (TpN15, TpN17,
TpN37, TpN47 ve TmpA) tamsal degeri bulunmaktadir (109, 134). Farkli klinik evrelerde
olan hastalarin serumlariyla yapilan WB ¢aligmalaninda ise TpN135, TpN17, TpN47
proteinlerinin immunodominant bélge oldugu konusunda fikir birligi vardir (73, 109, 134,
135). Bu ¢aligmada kullamlan WB testinde (“EUROIMMUN Anti-Treponema pallidum
WESTERNBLOT IgM/G”) fikir birligine varilan immunodominant antijen bolgeleri ve
TmpA/TpN44,5 (45 kDa) antijen bolgesi bulunmaktadir,

WB 1gG sonuglarimiz igin 63 (% 35.6) serum Orneginde pozitif ve 36 serum (%
20.3) omeginde de “borderline” sonug bulundu. Pozitif bulunan toplam 63 serum iginde
yalmzca 9 serum oOrnegimizde iki antijen bélgesinde pozitiflik gériildii. Bu 9 serum
Orneginin de 7 tanesinde TpN15 ve TpN47 bélgeleri pozitifti. Pozitif 6rneklerin %
69.8’inde ise TpN15, TpN17, TmpA ve TpN47 antijenlerinin dordiiniinde pozitif oldugu
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goriildii. TpN47 bolgesi 60 serum &reinde pozitif bulundu ve buna gére de pozitif
orneklerde en sik kargilagilan antijen bolgesi olarak belirlendi. TpN15 ve TpN17 bolgeleri
sirastyla, 59 ve 56 ornekte pozitif bulundu. Bu sonuglar TpN47 bélgesinin tamda en
¢nemli antijen bolgesi oldugunu vurgulayan diger ¢alisma sonuglariyla uyumlu bulundu
(135, 159, 171, 172).

Dang ve ark.’nin galismasinda; sifiliz tanisi igin TpN15, TpN17, TpN47 ve TmpA

antijen bolgeleri primer ve sifiliz evreleri igin aragtirifmugtir. Primer sifiliz i¢in WB [gG
testinde en sik TpN47 ve TpN17 antijen bantlarimin birlikte pozitifligi, sekonder sifiliz
evresi igin ise tlim bantlarda birlikte pozitiflik bulunmustur. Primer ve sekonder sifiliz
evreleri beraber degerlendirildiginde ise en sik TpN47 antijen bolgesinde pozitiflik
goritlmiigtiir (172).
Marangoni ve ark.’min “Architect ®syphilis TP” testi ile pozitif bulduklan serumlaria
yaptiklan: retrospektif caligmada; WB testi ile de TpN15, TpN17, TpN47, TmpA antijen
bolgeleri degerlendirilmigtir. WB testi sonuglarina gére en stk TpN47 bolgesinde pozitiflik
goriilmiistlr. Higcbir serum Omedi igin ikiden fazla antijen bolgesinde pozitiflik
gorilmemigtir (159).

De Lemos ve ark. sifilizin klinik evrelerine gore WB IgG reaktifligini
degerlendirdigi ¢alismada; WB testi igin TpN15, TpN17, TpN33, TpN34, TpN37, TpN44
ve TpN47 antijen bolgeleri kullamlmigtir. Spesifik olan TpN1S5, TpN17 vefveya TpN47
antijenlerinden en az birinin pozitif olmasi durumunda test pozitif kabul edilmistir. TpN47
bantinin enfeksiyonun tiim evrelerinde bulundugu ancak primer evrede, latent ve geg evre
sifilize gore daha giiclii bir reaksiyon oldufu goriilmiistic. TpN17, TpN30 ve TpN37
antijenleri de primer sifiliz evresinde bulunabilmektedir. Latent evrede cesitli bantlarin
negatiflesmesine ragmen &zellikle TpN15, TpN47 antijenlerinin reaktif olarak kaldif, geg
evrede ise TpN15 bantinin reaktif oldugu ancak TpN47 bolgesindeki bant yogunlugunun
azaldi1f1 goritlmiistiir. Testin Szgiilliigi % 99.2 olarak bulunmustur. De Lemos ve ark.’nin
¢alismasinda, WB IgG testinin sifiliz serolojisinde dogrulama testi olarak ve klinik
evrelerin tammlanmasinda da kullamlabilecek bir yéntem oldugu sonucuna varilmistir
(135).

Bu ¢aligmada, WB IgG testi ile pozitif ve “borderline” drneklerde en az reaktiflik
gosteren antijen bolgesinin ise TmpA oldugu gorildii. “Architect® Syphilis TP” testi
TpN15, TpNI17 ve TpN47 antijen bolgelerine karst olugmus antikor yamtimin varlifing
degerlendirmekteydi ve WB testlerinde bulunan TmpA antijen bélgesini icermiyordu. Bu

nedenle, pozitif hasta drneklerinde TmpA reaktifliginin diger antijen balgelerine gore daha
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nadir saptanmasi, tarama testinde bu antijen bolgesinin yer almamasindan kaynaklanmg
olabilir.

Sambri ve ark.’min ¢aligmasinda ise ¢aligmarmzdan farkli bir sonug bulupnmustur.
TpN15, TpN17, TpN47, TmpA ve TpN37 olarak 5 antijen bdlgesini degerlendikleri
¢aligmada; TmpA rekombinant antijen bélgesinin enfeksiyonun tiim evrelerinde en sik
pozitiflik (sekonder ve geg sifiliz evresinde % 100, primer sifilizde % 87.8 ve latent sifiliz
evresinde ise % 98.6) gosterdigini belirtmiglerdir. En az pozitiflige ise TpN37 (% 41)
bélgesinde rastlanmugtir (137).

Bryne ve ark.’min yapti1 bir ¢aliymada; TpN135,5, 17, 30, 33, 35, 38, 40, 47, TmpA
antijen bolgeleri aragtinlmug ve TpN15, 17, 47 ve TmpA antijen bdlgelerinin bulunmasim
yeni ve gecirilmiy enfeksiyonun kaniti olarak kabul edilmistir (134).

WB IgM degerlendirme kriterlerine gore bir 6rnegin pozitif kabul edilmesi igin tek
bant pozitifligi yeterlidir. Bu kritere giire 7 serum 6megi WB IgM pozitif bulundu. Iki
serum Omeginde TpN17 ve 1 serum dmeginde de ise TpN47 antijen bélgesinde tek basina
pozitiflik goriildii. Diger 4 serumdan 2’sinde TpN47, TmpA; 1’inde TpN17, TmpA; son
ornekte ise, TpN17, TpN47, TmpA birlikte pozitifligi saptandi. Bu sonuglara gore, WB
IgM igin TpN17 ve TpN47 antijen bolgeleri egit dagilimda bulunurken, pozitif 6rneklerin
hi¢ birinde TpN15 reaktiflifine rastlanmadi. “Borderline” ¢ikan o6rneklerin antijen
bélgelerine bakildifuinda da TpN15 igin durum ayniyd. .

Ancak, TpN15 bblgesinin enfeksiyonun tiim evrelerinde en yiiksek duyarlibk ve
Ozgiilliigli gosterdigini belirten ¢aligmalara rastlanmaktadir. Meyer ve ark.’nin Konjenital
sifiliz tanisi igin yaptikian WB IgM ¢ahiymasinda 27 konjenital sifiliz tamis: almig infantta
degerlendirme yapmuglardir. 47 kDa (TpN47) ve 15 kDa’luk (TpN15) antijen bélgelerini
semptomatik ve asemptomatik konjenital sifilizli hastalarda major immunojen bolgeleri
olarak bulmuglardir (171).

Backhouse ve ark.’min c¢aligmasinda TpN15, TpN17, TpN47 ve TmpA antijen
bolgeleri kullamlmig ve treponemal enfeksiyon pozitifligi bulunan 98 seruma WB IgM ve
IgG testlerini uygulamiglardir. 4 serum ornedi disinda tiim sonuglarinda 4 antijen
bolgesinin birlikte pozitifligi seklinde bulmuglardir. Bu sonug bizim sonuglarimizia
uyumiu bulunmugtur. Tlim bantlarda TpN15, TpN17, TpN47 antijen bélgelerinde % 100
pozitiflik, TmpA bantinda ise %96 pozitiflik gorilmistiir. Tim bantlar
deperlendirildiginde TpN15 antijen b6lgesinin en yitksek duyarhilik ve 6zgiillik gésterdigi
ve treponemal enfeksiyonun en iyi gostergesi olan antijen bolgesi oldugu belirtilmistir

(133). TpN15 antijen bolgesi i¢in literatlir bilgisi ile bizim sonuglanmizda bir celiski
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goriilmektedir. Bu ¢eliski nedenini ortaya koyabilmek i¢in degerlendirmenin daha fazla
saylda pozitif WB IgM sonucu ile yapilmas: uygun olacaktir. Ayrica Backhouse ve ark.
(133) WB testi igin IgM ve IgG yamtlarini degerlendirilmiglerdir. Pozitif olan bantlarin
sayisinda bizim caligmamuzdan farklh olarak IgG ve IgM testleri arasinda fark
bulunmamigtir. Ancak bu ¢aligmada WB IgM bant yogunluklarinin, WB IgG bantlarina
gore daba az oldugu goriilmiistir. Bizim caligmamzda da WB IgM bantlarindaki
reaktifligin daha zayif oldupu goriildii, bu sonugla Backhouse ve ark.’nin ¢alismasinda
benzer sonug bulunmaktayds.

WB IgG testinde % 69’u tek bagina TpN47 bantinda zayif pozitiflik (“borderline™)
seklinde goériilmiistiir. Pozitif sonuglarimizda da en sik ayni antijen bélgesini bulduk. En az
goriilen antijen bdlgesi ise pozitif ve “borderline” sonuglarda da aym olan TmpA antijen
bolgesi olarak gorildii. WB IgG sonuglarimiz igin 36 (% 20.3) serum 8meginde, WB IgM
iginse 8 (% 4.5) serum Omeginde “borderline” sonu¢ bulunmustur. “Borderline”
sonuglarimzin diger ¢aligmalara gore fazla oranda oldugu gordiik (134, 159). “Borderline”
sonuglarimizda en sik buldugumuz TpN47 antijen bolgesindeki zayif pozitiflikle uyumlu
bulunan g¢aligma sonuglan literatiirde de yer almaktadir. Backhouse ve ark. en sik TpN47
antijen bolgesinde zayif pozitiflik (133), Marangoni ve ark. ise birer serum Srneginde
TpN47 ve TpN17 antijen bolgelerine kars1 zayif bir reaksiyon saptamiglardir (159).

WB testlerinin sifiliz tams1 igin kullamlmaya baglanmasindan bu yana antijen
bolgelerinin enfeksiyonun evreleriyle iligkilerini ve duyarliliklarim degerlendirmek
amactyla birgok aragtirma yapiltmgtir. Gliniimiizde sifiliz tamisinda farkli saptama temeline
dayanan ve farkli rekombinant antijenleri kullanan ¢ok sayida EIA testi de gelistirilmis ve
farkls EJA kitlerinin performanslan kargilagtirilmistir. Ancak antijen bolgelerine gore EIA
testleri ile karsilagtirma caligmalari bulunmamaktadir. EIA testlerinde daha ¢ok EIA
yontemleri arasi duyarlilik ve 6zgiilliik farklarr aragtinlmastir.

Schmidt ve ark.’nin ¢aligmasinda antijen bilgesi, saptama temeli farkli olan ve
IgM/IgG ya da her iki antikor yamitin1 da saptayabilen 9 EIA kiti, 52 serum Srnegi ile
kargilagtirilmigtir. Bu galismaya gore sandwich FEIA prensibi ile galisan testlerin
duyarlilhiklari, Capture ya da yarigmali EIA yontemlerine gore daha diigiikk bulunmustur.
Antijen bolgelerine gore ise duyarlilik en yiiksek pirifiye 7. pallidum lizat antijeni
kullanan kitte bulunmugtur, TpN15, TpN17 ve TpN47 rekombinant antijenlerini kullanan
“ICE® Syphilis ELISA” (Murex, Dartford, ingiltere} kiti, TpN15, TpN17 antijen
bolgelerini kullanan “Bioelisa® Syphilis” (Biokit, Barcelona, [spanya) kitine gére daha
yitksek duyarhbk gostermistir. Her iki kitte de IgM ve IgG yamti birlikte
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degerlendirilmektedir. Sadece TmpA antijen bolgesini degerlendiren “TmpA® ELISA”
(Eurodiagnostica, Apeldoorn, Hollanda) kiti ise en diigikk duyarlilifin (% 48.5) gdstermistir
(143).

Marangoni ve ark.’min yaptifn bir ¢aligmada TpN17 rekombinant antijenini
kullanan CLIA (kemiliiminesan immuno assay) prensibi ile ¢alisan “Liaison® Treponema
Screen” (DiaSorin, Saluggia, Italy) kitinin performansi degerlendirilmistir. TpN15 ve
TpN17 rekombinant antijenlerini kullanan “EIA®” (Radim, Pomezia, Italya) testine gore
duyarhilif: daha yiiksek, 6zgililltigii ise aym (% 99.9) bulunmustur (140).

Marangoni ve ark.’min yaptifi diger ¢aligmada retrospektif olarak 3 serum paneli
igin “Enzygnost® Syphilis® (Behring Diagnostics, Almanya) ve “Architect® Syphilis TP”
(Abbott Diagnostics, Japonya) testlerinin performansi degerlendirilmistir. Serum panelleri;
klinik ve serolojik olarak sifiliz enfeksiyonu kamtlanmg 244 serum, biyolojik olarak
yalanct pozitiflik gosterebilecek 74 serum ve sadece “Architect® Syphilis TP” testi ile
pozitif olarak saptanmis ancak dogrulanmamig 129 serum &rneginden olusmaktadir.
Dogrulama testi olarak WB ve TPHA testleri kullanilmstir. “Architect®™ Syphilis TP”
biyolojik olarak yalanci pozitiflik gOsterebilecek serumlardan sadece 1 Srnekte yalanc:
pozitiflik gBstermistir. Bu ¢alismaya gore, “Architect® Syphilis TP” testinin duyarlihf %
99.2 ve ozgiilliigii % 98.4 olarak bulunmustur (159).

Young ve ark.’nin ¢alismasinda ise 129 serum drneginde “Architect® Syphilis TP”
nin performans: degerlendiriimigtir (79 primer sifiliz, 29 sekonder sifiliz, 9 erken latent ve
12 latent sifiliz serum 6megi). Calismada serum Srneklerinin “Architect® Syphilis TP” ile
bulunan S/Co degerleri de gruplandirilmistir. S/Co degerlerine gore primer sifiliz bulgulan
olan toplam 79 serum Omeginin 53’linde S/Co degeri =10, sekonder sifiliz hastalarina ait
toplam 29 serum Srneginin ise 23’tinde $/Co degeri >10 olduju goriilmistiir. “Architect®
Syphilis TP” testinin tiim evreler i¢in duyarhlifn % 100, dzgilligi % 99.1 olarak
saptanmgtir (142).

Literatlirde yapilan incelemelerde sifiliz tams: igin farkli tani algoritmalarmn
onerildigi gorilmektedir. CDC ve FDA’min Onerileri dogrultusunda treponemal ya da
nontreponemal testlerden herhangi biriyle tami testine baglanabilmektedir (15, 16, 102).
FDA’in &netileri dogrultusunda sifiliz tams) i¢in baglangig testi olarak nontreponemal bir
test kullamildifinda; nontrcponemal test sonucu negatif bulunursa; donér, sifiliz
enfcksiyonu negatif olarak kabul edilir ve kan ahnabilmektedir (15). CDC’nin 2006 yih
cinsel yolla bulagan hastaliklarla ilgili tedavi raporunda, sifiliz baslangi¢ taramasi i¢in EIA

testleri gibi treponemal testleri tercih eden laboratuvarlar ic¢in tam &nerisinde
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bulunmaktadir. Eger treponemal test sonucu pozitif bulunursa; nontreponemal testle devam
edilerek karar verilmelidir. Nonireponemal test sonucu da negatif bulunursa farkli bir
treponemal test yapilmalidir. Ikinci treponemal test reaktif bulunursa klinisyenle birlikte
tedaviye karar verilmelidir (102). Ancak bu algoritma &nerilerinin higbirinde hangi testle
baglanmast gerektigi ve hangi dogrulama testinin yapilmas: gerektii konusunda bir gbrilg
birligi bulunmamaktadir.

Bu nedenlerle, sonuglarimiz 1siginda kan bankamizda “Architect® Syphilis TP” testi i¢in
bir tani algoritmasi dnerisi olugturduk. Bu algoritmayla kan merkezimizde, yiiksek oranda
rastladifimz diisiik S/Co degerli EIA sonuglarimizi degerlendirmek igin ROC analizi ile
EIA testimize yonelik bir indeks degeri bulduk. Bu indeks degerimize gbre; EIA testimizle
pozitif ¢ikan ve sadece “<7.19” degerli serum omeklerine WB IgG testi yapilmasim
Ongordiik.

Bu algoritmaya gore “<7.19” degerli serum orneklerinde WB IgG testi pozitif
saptanirsa bu hastalar pozitif olarak rapor edilip donér olarak kabul edilmeyecektir.

WB IgG testi negatif saptanirsa WB IgM testi yapilacaktir. Ciinkii verilerimize gére
WB IgG testi ile negatif saptadifimiz 2 hastada WB IgM testi “borderline” olarak bulundu
ve bu veriye dayanarak WB IgG testi sonucunda negatiflik saptansa da bu hastalarin tekrar
degerlendirilmesi gercktigi diigliniildi. WB IgM testinde de negatiflik saptamrsa hasta
dondr olarak kabul edilecektir. WB IgM testi pozitif saptanirsa hasta aktif sifiliz
enfeksiyonu olarak kabul edilip klinik deferlendirmesinin yapilabilmesi i¢in
yonlendirilecek ve dondr listesinden ¢ikarilacakti. WB IgM testi “borderline™ olarak
saptamrsa, WB kiti igin firetici firmanin 6nerisine gore 3—6 hafta sonra yeni serumla tekrar
degerlendirilecektir.

WB IgG sonucu “borderline” bulunursa WB IgM testi yapilacaktir, WB IgM testi
negatif ya da “borderline” bulunan hastalar 3-6 hafta sonra yeni serumla tekrar
degerlendirilecektir ve klinik agidan da  deperlendirme  yapilabilmesi  igin
yonlendirilecektir. WB IgM testi pozitif bulunursa hasta aktif sifiliz enfeksiyonu olarak
kabul edilecek ve dondr listesinden ¢ikarilacaktir,

Bu caligmada birgok kisithihik bulunmaktadir. Birincisi, bu ¢alismada sadece EIA
sopuglan pozitif olan serumlar ¢alismaya dahil edildiginden donérlerin sifilizle ilgili
Oykiileri, klinik yorumlari, tedavi durumlari bilinmiyordu. Bu nedenle, hastalar klinik
evrelerine gore gruplandinlamad. Ikinci olarak, ¢aligmada altin standart olarak sadece WB
testi galigildl. Farkli ySntem kullanan dogrulama testleri de ¢alisilabilseydi, “borderline”

¢ikan sonuglarla ilgili daha objektif bir yorum yapabilirdi. Ugtinciisii, calismada yalmzca
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EIA pozitif bulunan émekler aragtirmaya dahil edildi. indeks deger, segilmis olan bu
grupta yapilan analize gore belirlendi, negatif rnekler dikkate alinmad.

Sonug olarak, sifiliz taramasinda kan merkezleri ve tam laboratuvarlarinda halen
yaygin olarak kullamlan RPR testinin akut enfeksiyonu yakalamakta yetersiz oldugu
goriilmigtir. RPR testinin kullanilmas: durumunda saptanabilecek yanlig negatif sonuglar
nedeniyle, kan vermesi uygun olmayan kisilerden kan transfiizyonu yapilarak giivenli
olmayan transflizyona neden olunacaktir, RPR testinin tarama testi olarak kullamlmasinin
ozellikle kan merkezleri igin donér taramasinda uygun olmadig diisiiniilmektedir.

EIA testimizde saptadigimiz indeks S/Co degerine gore “<7.19” §/Co degerinde
olup dogrulanmayan serum rnekleri icin vericilerin tekrar kazanmlmas: saglanabilecektir.
Boylece kan ve kan irilinti, maliyet, i glici ve en Snemlisi de dondr kaybina engel
olunaca@ diigiiniilmektedir. EIA serumlarimz i¢in “>7.19” S/Co degerli olanlar ise pozitif
olarak rapor edilecektir ve bu serumlar igin dogrulama testi maliyeti azaltilmis olacaktir.

“Architect® Syphilis TP” testi i¢in saptanan indeks S/Co degieri dikkate alinarak bir
algoritma Onerisi olusturulmustur. Bu algoritma Onerisinin sifiliz tanisinda kullamilan

algoritma Onerilerine bir katk: saglayacag diistiniilmektedir.
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