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OZET

Sifiliz tanisinin dogru ve hizli konulmasinda, kullanilan serolojik tan1 testler Snemli bir yeri vardir. infeksiyonun serolojik ta-
nis1 icin 6nce Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL) veya Rapid Plasma Reagin (RPR) gibi non-treponemal testler
kullanilir. Eger sonug pozitif ise bu Treponema pallidum Hemagglutination Assay (TPHA) veya Fluorescent Treponemal An-
tibody Absorption (FTA-ABS) gibi treponemal antijen ile hazirlanmig spesifik bir treponemal test ile dogrulanir. VDRL ve
TPHA testleri birbirlerini tamamlayan testlerdir ve bu iki testin birlikte kullanimi infeksiyonun tiim safhalarinin tanimlanma-
sinda veya infeksiyonun eliminasyonunda en dogru sonucu saglar. Bunun i¢in Avrupa’da VDRL ve TPHA testleri yaygin se-
kilde tarama testleri olarak birlikte kullanilmaktadir. FTA-ABS testi genellikle tarama testlerinde pozitif sonu¢ vermis 6rnek-
lerde dogrulama testi olarak kullanilmaktadir. Maalesef, VDRL ve TPHA testleri kolaylikla otomatize edilemezler ve FTA-ABS
testi ise yogun emek ve zaman gerektiren bir testtir. T.pallidum a karst olusmus antikorlarin tanimlanmasinda kullanilan Enz-
yme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) testleri, kolayca otomatize edilebilmeleri, objektif olarak degerlendirmeye olanak
saglamalar1 gibi bazi tistiinliikleri sunmaktadir. Western blot (WB) testi, FTA-ABS testi kadar duyarli ve daha 6zgiildiir. Bun-
dan dolay1 6zellikle kesin taniya gidilemeyen serum orneklerinde FTA-ABS testine alternatif olarak kullanilabilecek diger bir
dogrulama testidir.

Anahtar Kelimeler: Sifiliz, serolojik tani, dogrulama testi.
SUMMARY
Serological Diagnosis of Syphilis

Serological testing for syphilis is an important tool in the prompt and accurate diagnosis of the disease. Usually a non-trepo-
nemal screening test like the Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL) or the Rapid Plazma Reagin (RPR) test is ini-
tially done to detect antibodies produced in response to infection with Treponema pallidum. If reactive, the non-treponemal
test result is confirmed by a more specific, treponemal antigen-based test like Treponema pallidum Hemagglutination Assay
(TPHA) or the Fluorescent Treponemal Antibody Absorption (FTA-ABS) test. The activities of the TPHA and VDRL tests are
complementary and the combined use of the two tests provides an excellent screen for the detection or exclusion of syphilis at
all stages. In Europe, a screening combination comprising the VDRL test and the TPHA test are widely used. The FTA-ABS
test is often used as a confirmatory test in samples showing reactivity in other assays. Unfortunately, VDRL and TPHA test
combinations don’t lend themselves readily to automation, and the FTA-ABS is laborious and time-consuming. The Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for antibody to T.pallidum has been shown to offer several advantages over the cur-
rent tests that can easily be automated and eliminate the subjectivity of visual reading. Western blot (WB) is as sensitive and
more specific than the FTA-ABS test which makes it a useful additional confirmatory test or an alternative to the FTA-ABS
test, particularly with problem sera.

Key Words: Syphilis, serodiagnosis, confirmatory test.

GIRIS sathalarinda infeksiyon tanisini koyabilmek i¢in kul-

Sifilis etkeni, spiroket olan Treponema pallidum lanilan laboratuvar metodlar1 gelistirilmistir. Bunlar,

subsp. pallidum’dur. T.pallidum’un kolayca kiiltiirii dort kategoride toplanabilir: (i) direkt mikroskop in-

yapilamadigindan (1) ve basit laboratuvar boyalar: celemesi; (ii) tarama amagli kullanilan nontrepone-
ile boyanamadigimdan dolayr (2), sifilizin deisik mal testler; (iii) dogrulama amacl kullanilan trepo-
nemal testler; ve (iv) giliniimiizde arastirma amagh

iletisim :  Giilseren AKTAS kullanilan testlerdir. Lezyon mevcut ise T. palli-

e-posta: gulserena2001@yahoo.co.uk dum’un direkt tanimlanmasinda genellikle karanlik-
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alan mikroskop incelemesi ve direkt fluoresan anti-
kor testleri kullanilir. Mikroskop incelemesinde mu-
ayene maddesi hemen incelenmelidir; T. pallidum,
normal genital florada bulunan ve morfolojik olarak
benzer olan diger spiroketlerden ayurt edilmelidir.
Pozitif sonu¢ alinmasi, sifilisin kesin gostergesidir

3).

Infeksiyonun taranmasinda en yaygin olarak kullani-
lan serolojik testler nontreponemal ve treponemal
testlerdir. Venereal Disease Research Laboratory
(VDRL) veya Rapid Plasma Reagin (RPR) gibi non-
treponemal (reagin) testler, hasarli konak hiicrelerin-
den salinan lipoidal materyale ve treponemalardan
salman kardiolipine kars1 konagin olusturdugu im-
munoglobulin M (IgM) ve IgG antikorlarint gosterir
(3, 4). Nontreponemal testler infeksiyonun tanisinda
kalitatif olarak tarama amagli veya tedavinin takibin-
de kantitatif olarak kullanilirlar (3, 5, 6). Kolaylikla
bulunabilir, ucuz ve ¢cok sayida drnegin ¢alisilmasin-
da rahat¢a uygulanabilir (3). Genellikle nontrepone-
mal testlerin erken donem sifiliz tanisinda duyarli ol-
dugu diisiiniilmesine ragmen (7, 8, 9), ge¢ dénem si-
filizde duyarsiz olmalar1 ve prozon olay1 ile yalanct
negatif sonuglarin alinma olasilifinin olmasi (10, 11)
dezavantajlaridir (3, 12, 13). Prozon reaksiyonu, an-
tikorun yiiksek titrede ve eksik oldugu durumda ve-
ya normal antijen-antikor baglanmasinin engellen-
mesi ile meydana gelir ve yalanci negatif sonuca yol
acar (3). Testin kantitatif yapilmast yalanci negatif
sonug veren prozon olayini onler (14). Yalanci pozi-
tif reaksiyonlar, alt1 aydan kisa siiren akut yalanci
pozitif reaksiyonlar (3, 15) ve alt1 aydan uzun siiren
kronik reaksiyonlar olarak iki guruba ayrilir. VDRL
ve RPR gibi kardiolipin testlerinin tarama amacl
kullanilmasinin en ciddi sakincasi ve bu testi deger-
siz kilan 6zelligi, prozon olayinin meydana gelmesi-
dir. Serumda fazla antikor bulunmasi durumunda,
aglutinasyon engellenir ve boylece yanlis negatif so-
nug elde edilir. Ayrica, eger hastada HIV infeksiyo-
nu varsa, spesifik olmayan aglutinasyonlar meydana
gelebilir (16). Akut yalanci pozitif reaksiyonlarin ne-
deni hepatit, infeksiyoz mononiikleoz, viral pnémo-
ni ve diger viral infeksiyonlar, sitma, asilanmig ol-
mak, hamilelik ve laboratuvar hatas1 veya teknik ha-
tadir (3, 17, 18). Kronik yalanci pozitif reaksiyonla-
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rin nedeni sistemik lupus eritematosus, kadinlarda
daha sik goriilen immunoglobulin anomalileri, nar-
kotik bagimlilifi, yaslanma, lepra ve kanserlerdir.
Nontreponemal testler ile nonspesifik ve yalanci po-
zitif sonuglar alinmasindan dolay1 T. pallidumu (Nic-
hol susu) antijen olarak kullanan ve buna kars1 olu-
san antikorlarin tespit edilmesine dayali spesifik tre-
ponemal testler gelistirilmistir. Bu testler hastaligin
bagladigi ilk giinler disinda, hastaligin diger tiim saf-
halarinda yiiksek duyarlik gosterirler (3, 15) ve ayn
zamanda nontreponemal test ile negatif sonucun
alindig: fakat ge¢ donem sifilizde oldugu gibi klinik
olarak sifiliz bulgusu olan bir durumda dogrulama
amaciyla kullanilirlar (3). Giinlimiizde kullamilan
standart treponemal testler, Microhemaglutinasyon
Assay (MHA-TP) veya mikroTreponema pallidum
hemaglutinasyon assay (TPHA) ve Flouresan Trepo-
nemal Antikor-absorbsiyon (FTA-ABS) ile ‘FTA-
ABS double staining’ testleridir ve genellikle, non-
treponemal testlerle alinan pozitif sonucu dogrula-
mak icin kullanilir (19, 20). MHA-TP, TPHA testi-
nin mikroplaklara uyarlanmis seklidir (3, 21). T. pal-
lidum (Nichol) susunun ultrasonikasyonu ile elde
edilen materyal ile hassaslagtirilmig eritrositlerin an-
tijen olarak kullanildigi, indirekt mikrohemagluti-
nasyon yontemine dayanir ve eger hasta serumunda
treponemal antikor varsa, dipte yaygin sekilde ¢oken
eritrositler mat (donuk) bir yiizey olustururlar. Aglu-
tine olmamuig eritrositlerin dipte ortasinda cok kiiciik
bosluk olan veya olmayan keskin kenarli diigme tar-
zinda ¢okmesi, negatif olarak degerlendirilir. Agluti-
ne olmamis hiicrelerin ortada kiiciik delikli diigme
tarzinda ¢okmesi baslangigta siipheli () olarak de-
gerlendirilir, ve test tekrarlanir. Eger ayni sekil olu-
sursa, o zaman sonug negatif olarak degerlendirilme-
lidir. Hem test hemde kontrol ¢ukurlarinda agluti-
nasyon olusmasi, nonspesifik aglutinasyonun varli-
gin1 gosterir. Bu durumda test tekrar edilmelidir. Ge-
nel olarak saglikli bir kiside yalanci-pozitif reaksi-
yon nadiren goriiliir. Kantitatif nontreponemal test-
lerin aksine, tedavi sonrasinda kantitatif MHA-TP
testinin yapilmasinin yarar1 yoktur (3). Mikrohemag-
lutinasyon teknigine dayali diger bir test, Treponema
pallidum Partikiil Aglutinasyon (TPPA) testidir. Bu-
rada, patojen T. pallidum (Nichol) susu ile hassaslas-
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tirilmug jelatin partikiilleri kullanilmistir. TPHA tes-
tine gore, TPPA’da daha az siipheli (+) sonuclar
alindig1 icin okunmasi daha kolaydir. TPHA testinde
hassaslastiritlmamg eritrositlerin aglutine olmasiyla
meydana gelen heterofil (nonspesifik) reaksiyona
rastlanmaz (3, 22, 23).

FTA-ABS testi, dolayli fluoresan-antikor teknigine
dayanir (3, 24, 25). T.pallidum subsp. pallidum (Nic-
hol susu) antijen olarak kullanilir. Islemde hasta se-
rumu sorbent ¢ozeltisinde 1:5 oraninda sulandirilir.
Sorbent ¢ozeltisi, patojen olmayan ‘Reiter tiirii Tre-
ponema Kkiiltiirlerinden elde edilen bir ekstraksiyon-
dur, ve bazi hastalarda nonpatojenik treponemalara
kars1 olusmug grup treponemal antikorlarini ortam-
dan uzaklastirmak ve boylece yalanci (+) sonug alin-
masint engellemek icin kullanilir. Daha sonra T. pal-
lidum fixe edilmis bir mikroskop lami iizerine hasta
serumu konur. Eger serumda antikor varsa trepone-
maya baglanir. Fluorescein isothiocyanate (FITC)
isaretli anti-human immunoglobulin ilave edilir. Bu,
T. pallidum a baglanmig hasta antikorlari ile baglanir
ve bir fluoresan mikroskop ile incelendiginde FITC
boyal1 spiroketler goriiliir (24). Eger hasta serumun-
da spesifik antikorlar yoksa fluoresan izlenmez.
Bu durumda karanlik alan incelemesi ile lam iizerin-
de treponemalar izlenerek varligindan emin olmak
gerekir. Boylece negatif sonucun lam iizerinde tre-
ponemalarin olmadigindan degil, ama hasta seru-
munda antikor olmadigindan dolay1 oldugu gosteril-
melidir (3). ‘FTA_ABS double- staining’ teknigi,
standart FTA-ABS testinin bir modifikasyonudur
(3,24). Bu teknikte tetramethylrhodamine isothioc-
yanate ile isaretli anti-human IgG ve zit boya olarak
FITC-isaretli anti- T. pallidum konjuge kullanilir. Bu
teknikte zit boya, hasta serumunda T. pallidum anti-
koru saptanmadi81 durumlarda, treponemalar1 karan-
lik-alan inceleme ile gorme geregini elimine etmek
icin kullanilir. Boylece spesifik antikoru ile baglan-
mamig organizmalarin zit boya ile boyanmasi, nega-
tif sonucun hasta serumunda spesifik antikorlarin
yoklugundan dolay1 oldugunun gosterilmesini sag-
lar. Her iki FTA-ABS testinde sonuclar: pozitif, dii-
siik diizeyde pozitif (1+) veya atipik fluoresan izlen-
di (3, 24, 25) olarak rapor edilir. 1+ sonug veren Or-
nek yeniden test edilmeli, eger sifiliz hikayesi ve kli-

nik gostergesi yoksa sonug siipheli (1) olarak diisii-
niilmeli ve 1-2 hafta sonra ikinci bir 6rnek alinarak
tekrar edilmelidir. Sistemik lupus eritematosus ve di-
ger otoimmun hastalif1 olanlarda, atipik boyanma
(yuvarlak, top seklinde fluoresan) izlendigi i¢in bu-
nun bildirilmeside 6nerilmektedir (3). FTA-ABS gi-
bi subjektif olarak degerlendirilen bir testte pozitiflik
derecesinin bildirilmesi 6nemlidir ve testin kullanimi
iizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Siipheli reaksi-
yonlar sik goriiliir. Amerika Birlegik Devletleri’nde
bunlarin bildirilmemesi tavsiye edilirken (20, 26),
bir bagka calismada (27), FTA-ABS testindeki stip-
heli sonuglar, hastanin sifiliz hikayesine ve yapilan
diger testlerin sonucuna gore degerlendirilmistir.
FTA-ABS testlerinde pekcok hata nedeni vardir.
Ciinkii bir¢ok ayirag igerirler her bir ayirag digerine
uygun olmalidir. Konjugeler uygun sekilde titre edil-
mis, ve kit, pozitif, diisiik diizeyde pozitif, negatif ve
nonspesifik boyanma kontrolleri ve sorbenti icerme-
li, lamlarda antijen varlifindan emin olunmalidir.
Ayrica, uygun filtreleri olan mikroskopla, uygun or-
tamda calisiimalidir (3). FTA-ABS, infeksiyonun 3.
haftasindan itibaren pozitiflesir. Duyarlilig1 kesin ol-
mamakla beraber %92 ile 99 arasinda degisir (28).
Primer infeksiyonda duyarlilik %86 ile %100 arasin-
da degisirken, tiim sekonder vakalarda ve ge¢ donem
infeksiyonlarin %96-100 iinde reaksiyon pozitif so-
nug verir (20). Normal insanlarda yalanci-pozitive
reaksiyon %1 civarindadir (3, 13). Yapilan ¢aligma-
lar, yalanci pozitif FTA-ABS reaksiyonlarimin, art-
mig gamma globulin veya antiniiklear antikor sevi-
yelerine sahip hastalarda, otoimmun hemolitik ane-
mili hastalarda, Lyme ve pek ¢ok akut ve kronik has-
taliklarda, genital herpes simplex ve tip 1 diabetes
mellitus lu hastalarda, hamilelik, yaslilik ve normal
toplumda yalanci pozitif sonuclar bildirilmistir (10,
29, 30, 31, 32, 33, 34). Eger sadece FTA-ABS testin-
de pozitif sonu¢ alinmigsa, bu dikkatle degerlendiril-
melidir. Bu durumdaki 43 hastanin degerlendirilme-
si sonucunda sadece 3 ii primer veya gecirilmis sifi-
lizli iken, 21 (%49) i Lyme hastaliginin klinik ve/ve-
ya serolojik bulgularina, 7(%16)’si genital herpes
simplex infeksiyonu ve 12(%?28)’si cesitli hastalik-
lar1 olan hastalardir. Ayni calismada Lyme hastaligt
olan kontrol hastalarin %43 iinde FTA-ABS pozitif
sonug vermistir (20, 34). (Ayrica piyasada ticari ola-
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rak satilan cesitli FTA-ABS kitlerinin olmasi stan-
dardizasyon geregini arttirmaktadir (20).

Son yillarda sifilizin laboratuar tanisinda kullanil-
mak {iizere ELISA kullanarak bir ¢cok alternatif test
gelistirilmistir (35, 36, 37, 38, 39, 40). Bunlarin bir
kisminda spesifik T. pallidum rekombinant antijen-
leri kullanilmastir (7, 8, 11, 27, 41). Nontreponemal
test olan VISUWELL Reagin testi bir indirekt ELI-
SA testidir. Sonuglar spektrofotometrik olarak oku-
nur. Diger nonspesifik testler gibi bu test ile de has-
tanin tedavisinden sonra negatif sonu¢ alinir. VDRL
nin aksine, pek ¢ok serum drnegi ayni anda taranabi-
lir. Yapilan calismalar (42, 16), testin duyarligini ve
ozgiilliigiinii %97 olarak bildirmektedir. Bu testin
dezavantajlar1 ise daha ¢ok zaman ve donanim ge-
rektirmesi ve en 6nemlisi, tedavinin etkisinin deger-
lendirilmesinde hasta serumunun son titre noktasinin
kantitatif olarak olciilememesi olarak bildirilmistir.
Enzimimmu-noassay (EIA)’lerin en 6nemli avantaj-
lar1 biiyiik sayida materyal ile ¢alisabilme olanagini
sunmasi ve otomasyona olanak vermesidir. Sonuglar
spektrofotometre ile elde edilir. Boylece objektif de-
gerlendirmeye olanak saglar. Halbuki, FTA-abs,
TPHA ve TPPA da test sonuglar1 subjektif olarak
okunur (3, 43).

Molekiiler klonlamanin gelismesi, spesifik T. palli-
dum antijenlerinin (rekombinant antijenler) tavsan
testisi artiklari olmadan iiretilmesini miimkiin kil-
mustir. Sifiliz infeksiyonunun serolojik tanimlanma-
sinda, rekombinant antijenlerin énemi 1989 yilinda
giindeme geldigi halde, ticari kitlerin gelismesi ve
kullanima girmesi yavag olmustur (27).

TPHA, FTA-ABS testlerinden baska, 6zellikle prob-
lemli serum 6rneklerinde dogrulama testi olarak kul-
lanilabilen diger bir test Western blot (WB) testidir.
Bu test, FTA-ABS testi kadar duyarlidir ve 6zgiillii-
gii daha yiiksektir (44). Bu yontemde nitroseliiloz se-
rit iizerine fikse edilmis antijen bantlardaki degisim
degerlendirilir (45). Baz1 aragtiricilar WB test sonug-
larin1 degerlendirirken en az 4 ana antijenden (ki
bunlar 15.5 (TpN 15.5), 17 (TpN 17), 44.5 (TpN
44.5), ve 47 (TpN 47) kD) 3’iiniin gosterilmesi duru-
munda sonucun pozitif olarak degerlendirilmesini
diisiinmektedirler (20, 45) ve 1 veya 2 antijenin po-
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zitif oldugu durumlarda sirasiyla negatif ve siipheli
olarak degerlendirilmesini dnermektedirler (45). Bu-
nunla birlikte bu 4 ana antijen tek tek ele alindiginda
TpN 15 antijeninin treponemal infeksiyonun en dog-
ru gostericisi oldugu goriilmiistiir (44). Bundan dola-
y1 mevcut veya gecirilmis bir treponemal infeksiyo-
nun tanisinda en duyarl ve 6zgiil kriter ana antijen-
lerden TpN 15 in ve diger iki ana antijenin positif ol-
masi olarak goriilmiistiir (44). Ayrica yapilan ¢alig-
malarda, IgM Western blot testinin spesifik IgM var-
liginin gosterilmesinin esas oldugu konjenital sifiliz
tanisinda ve reinfeksiyonun belirlenmesinde ¢ok de-
gerli bir test oldugu gosterilmistir (46, 47, 48). Bu
sonuclar testin FTA-ABS testinden daha iistiin oldu-
gunu gostermektedir. Basitce uygulanabilir olmast
ve objektif olarak degerlendirilebilmesi diger iistiin-
liikleridir (45). Aglutinasyon testlerinin aksine, WB
sonuglarinin degerlendirilmesi FTA-ABS testlerinin
aksine kigiye gore degismez. Bu da WB testini {istiin
kilan nedenlerden biridir (10).

Sistemik lupus eritematosus ve diger otoimmun has-
talig1 olan hastalarda subjektif laboratuvar degerlen-
dirmesi ve yalanci pozitif sonuglar siklikla goriiliir
(3, 49). Yapilan bir ¢alismada, sistemik lupus erite-
matosus ve diger otoimmun hastaliklar1 olan hasta-
larda gold standart test olarak WB kullanilmis ve si-
filiz tanisinin dogrulugu arastirilmigtir. Bu ¢aligma-
nin sonucunda, FTA-ABS nin sistemik lupus erite-
matosus ve diger otoimmun hastalif1 olan hastalar-
da, sifiliz tanisi i¢in yeterli bir dogrulama testi olma-
dig1 gosterilmistir. Negatif FTA-ABS sonucu, sifiliz
infeksiyonunu diisiindiirmeyebilir. Fakat pozitif bir
FTA-ABS sonucu bu pozisyonda sifiliz infeksiyonu-
nu dogrulamaz. Sonug olarak, bu ¢alismada, WB
sifiliz icin uygun bir dogrulama testi oldugu ve sifi-
lizin immunolojik cevabini bu tiir hastalarda kesin
olarak gosterebilmek icin gerekli olabilecegi vurgu-
lanmugtir (50).

Sifiliz infeksiyonu ©nemli bir medikal ve sosyal
problemdir (51, 52). Prevalens: iilkelere gore degis-
mektedir. Infeksiyonun tanisinda ve kontroliinde, se-
rolojik testler onemlidir. Son yillarda Avrupa’da ba-
riz bir azalma goriilmesine ragmen, Eski Rusya’nin
dagilmasindan sonra olusan yeni cumhuriyetlerde
onemli oranda artig bildirilmektedir (53). Sifiliz in-
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feksiyonunun diisiik seviyelerde oldugu iilkelerde
rastlanan son sifiliz vakalar1 daha ¢ok ge¢-dénem ol-
gular seklindedir. Bundan dolay: infeksiyonun her
donemini tespit edebilen tani stratejilerinin olmast
gerekmektedir. Bunun i¢in, Avrupa’da yillardan be-
ri, mikroflokiilasyon testi olan (3), kardiolipin
VDRL ve Treponema pallidum’un Nichol susunun
ekstraksiyon iriinlerinin kullanildigi TPHA gibi tre-
ponemal antijen testleri ve son yillarda EIA testleri
kullanilmaktadir (12, 35, 54). Halbuki Amerika Bir-
lesik Devletleri’'nde, RPR veya VDRL tarama testi
olarak onerilmektedir (40, 41). Test, ge¢ donem sifi-
liz infeksiyonunu gosteremez (10). Baz1 grup hasta-
larda, tarama testi olarak treponemal antijen testleri
onerilirken (55), Amerika Birlesik Devletleri’nde
TPHA veya EIA testleri gibi treponemal antijen test-
leri, tarama testi olarak kan bankalarinda kullanilma-
sina ragmen hastane laboratuvarlarinda kullanilmasi
onerilmemektedir (3). Bugiinkii treponemal testlerin
kullamimindaki esas engeller, bu testlerin yabani tip
(mutasyona ugramamis) T. pallidum dan elde edilen
iyi tammmlanamamig antijenlerinin karigimindan
olugmasidir.
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