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TUBERKULININ PURIFIYE PROTEIN DERIVESI

PURIFIED PROTEIN DERIVATIVE OF TUBERCULIN

Berrin GENGER

GIRIS

“Purified Protein Derivative of Tuberculin”
(PPD Tuberkulin); kulturde uretilmis olan bir veya
daha fazla Mycobacterium tuberculosis susunun
1sitilarak parcalanmasi ile elde edilen, suda eriyen
protein yapisindaki Urlnlerden saglanan bir
preparattir. Bu preparat ayni tur mikroorganizma
ile duyarh hale getiriimis bir konaga intradermal
olarak verildiginde gecikmis tip asiri duyarhlik
reaksiyonu meydana getirmektedir (1). PPD
tuberkulin deri testi (Mantoux testi) tuberkuloz en-
feksiyonunu saptamak amaciyla bir asirdan fazla
suredir kullanilan bir yontemdir (2).

Ilk kez 1890 yilinda Koch tarafindan bulunan
“Old Tuberculin” kaynatiimig basil kulturlerinin bir
ozutuydu ve 1930 yilina kadar saglkh bireylerde
M.tuberculosis varligini arastirmada kullanildi
(2,3). “Old Tuberculin” ile yapilan c¢alismalar;
tuberkuloz enfeksiyonlarini saptamak icin daha
yuksek duyarlilik ve dzgulluge sahip standart bir
tuberkuline ihtiya¢ oldugunu gosterdi. 1932’de
Seibert; “Old Tuberculin”i dnce triklor asetik asit
ile cokturerek daha saf bir Urun olan PPD
tuberkulin’i elde etti. Daha sonra bu amagla
amonyum sulfati kullanarak nukleik asit ve
polisakkarit iceriginin daha da azalmasini sagladi.
Seibert ve Glen tarafindan hazirlanan PPD
tuberkulin 1941 yilinda Amerikan Ulusal Saghk
Enstitusti  tarafindan “Standart Tuberkulin”
(PPD-S) olarak kabul edildi (4).

1952 yilinda Duinya Saglik Orgutt (DSO)’nun
de onay vermesi ile, tum tuberkulinler PPD-S’e

gore standardize edildi (5). 1961’de, tuberkulinin
icinde saklandigi cam veya plastik kaplarin ¢cepe-
rine yapigsmasini dnlemek amaciyla tuberkulin
solusyonlarina stabilizator olarak Tween 80
eklendi (6). 1968 yilinda DSO bugiuin de gecgerli
olan “Tuberkulin Unitesi’ni (TU) tanimladi ve
gerektikgce PPD tuberkulin ile ilgili standartlan
guncellestirdi (3,7).

Bugun PPD tuberkulin deri testi:

1.Tuberkulozda tani amaciyla,

2.BCG asisI ve kemoprofilaksinin etkinligini
belirlemek icin,

3.BCG asisI ve BCG agilama prosedurlerinin
kontrolu igin,

4.Epidemiyolojik calismalarda bir ara¢ olarak
(brnegin; bazi cografi bolgelerde dusuk duzeyde-
ki tuberkulin duyarhihginin arastiriimast),

5.Kemoprofilaksiye ihtiyag duyan bebek ve
cocuklarin belirlenmesinde,

6.Tuberklloz disindaki bazi hastaliklari olan
kisilerin immin durumlarindaki degisikligi gozle-
mek i¢in kullaniimaktadir (3).

PPD Tuberkulin Preparatinin Hazirlanigi ve
Ozellikleri

PPD tuberkulin; sentetik sivi besiyerinde
uretilen tuberkuloz basil kulturunun éldurulmus,
saflastiriimis ve steril hale getirilmis turevidir (8).
Dusuk ve orta molekul agirhkli bir cok molekul
icermektedir. “Old Tuberculin”e gore daha az kar-
bonhidrat icerdigi icin 6zgul olmayan reaksiyonlar
daha az ortaya ¢ikmaktadir. Hazirlanan tum PPD
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tuberkulin preparatlarinin etkinligi “Tuberkulin
Unitesi” (TU) ile ifade edilmektedir. Bir TU’si
0.00002 mg PPD-S igeren birim olarak kabul edil-
mistir. PPD tuberkulinin standart test dozu
5 TU’dir. Buna gore 5 TU igeren 0.1 ml'lik PPD
tuberkulin solusyonu; 0.0001 mg PPD-S protei-
nine esdegerdir (3,4).

Kullanim amacina ydnelik olarak M.tubercu
losis, M.bovis ve M.avium PPD tuberkulin Ureti-
minde kullaniimaktadir. Bunlar disinda diger
mikobakteriler icin de benzer ybntemlerle
hazirlanmis tuberkulinler mevcuttur. Bunlarin
baglicalarn; PPD-B (M.intracellulare), PPD-F
(M.fortium), PPD-Y (M.kansasii), PPD-Platy
(M.marinum), PPD-G (M.sucrofulosum) ve PPD-
C (M.chelonei subs. abcessus)’dir (9).

Sentetik Sauton besiyeri PPD tuberkulin Ure-
timinde kullanilan konvansiyonel sivi kultur besi-
yeridir. Inorganik tuzlar, sitrik asit, asparajin ve
gliserol iceren bu besiyerinde gecikmis tip asiri
duyarlilk reaksiyonu belirtilerine neden olabilecek
hicbir materyal yoktur. Sivi besiyeri yluzeyinde
ureyen mikobakteriler suda eriyen protein
yapisindaki antijenlerini besiyeri ortamina
birakirlar. Kulturler buharla sterilizasyonu takiben
cift katli gazli bez veya filtre kagidindan suzulur,
Berkefeld filtrasyon ile sterilize edilir ve son olarak
ultrafiltrasyon ile konsantre edilir. Yogun olarak
protein iceren konsantre materyalin %2 triklor
asetik asit ile presipite edilmesi, anhidroz eter ve
aseton ile yikanip kurutulmasindan sonra elde
edilen bu antijenler PPD tuberkulin olarak ad-
landinlir (8). Havasi alinmis ampullerde liyofilize
halde veya stok solusyon olarak saklanir (3,7).
Liyofilize form igin kullanilan diluent pH’si 7.38
olan, %0.01 Chinosol ve %0.005 Tween 80 iceren
fosfat tamponudur (6). Tween 80 bir tur deter-
jandir, stabilizator olarak kullanilir ve tuberkilo-
proteinin diluent iginde ¢dzuindugunde cam ve
plastik yuzeylere yapismasini azaltir. Ayrica bu
yapismaya bagli kaybi en aza indirmek igin PPD
tuberkulin asla bir kaptan digerine transfer
edilmemeli ve enjektore cekildikten sonra bek-
letiimeden kullaniimalidir. Bu sayede kontami-
nasyon da o®nlenmis olacaktir. Sulandirilan
preparat daima sise icinde, aseptik sartlarda, buz-
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dolabinda (derin dondurucuda degil) ve karanlikta
saklanmalidir (4).

PPD Tuberkiilin Preparatinin Kalite Kontrolii

Tuberkulin Uretimi DSO’nun belirledigi stan-
dartlara gore kontrol edilmelidir (3). Uretimin belir-
li asamalarinda yapilmasi gereken belirli kon-
troller vardir. Baglangic agsamasinda, kullanilacak
olan mikobakteri susu tanimlanmali ve dzellikleri
belirlenmelidir. Kullanilacak olan besiyeri insan ve
hayvanlarda allerjik ve toksik reaksiyonlara neden
oldugu bilinen maddeler icermemeli ve tuberkulin
uretimi icin yeterli kapasiteye sahip olmalidir. Ure-
tim sirasinda alinmasi gereken onlemlere dikkat
edilmeli; Uretim alanina sadece tuberkulin Uretimi
ile ilgilenen personelin girmesine izin verilmelidir.
Farkli mikobakterilerle hazirlanan tuberkulin
preparatlari ayri ayri yerlerde islenmelidir. Ekim
yapilmis olan besiyerleri inkubasyon siresince
belirli araliklarla kontrol edilmeli ve anormal bir
ureme belirtisi gorulurse ¢ikarilmalidir. Farkh za-
manlarda ekilmis olan ayni bakteri turleri ayni
etuvde tutuluyorsa inkUibasyon suresi sonunda
etuvden ekim tarihlerine dikkat edilerek
cikariimalidir. InkUibasyon suresi tamamlandiktan
sonra kulturler en az 60 dakika 100°C’den az ol-
mayan buharla sterilize edilmeli veya 120°C’de 30
dakika otoklavianmalidir. Bu sekilde dldurulmus
olan mikobakteriler filtrasyon iglemi ile
uzaklastirilir. Filtre edilen materyale konsantras-
yon islemleri uygulanir. Elde edilen solusyonun
icinde canli mikobakterilerin olmadigi gosterilme-
lidir. Bu amagla, agirligi 250-400g arasinda olan
en az iki kobaya hazirlanan solusyondan beger ml
intraplevral olarak veya cilt altina inokule edilir.
Hayvanlar d6lum veya hastalik bulgulari agisindan
42 guin gdzlem altinda tutulur. Eger hayvanlar bu
sure sonunda canl ve saglikl ise test basarilidir.
Eger tuberkuloz disinda bir nedenle hayvanlarin
herhangi birinde 6lum olursa test tekrarlanmalidir.
Solusyon diger bakteriler ve mantarlar yonunden
steril oldugu goruldukten sonra ml’sinde 1mg ola-
cak sekilde kurutulup siselere dagitim yapilarak
son Uruin elde edilmis olur. Son Urrine potens testi
yapilir. Potens testi; agirligi en az 400 g olan alti
kobay kullanilarak daha ©®nce kalibrasyonu
yapilmig referans preparata gore yapilir. Kobay-
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lara verilen tuberkulin dozu ve olusan reaksiyon-
larin caplar kullanilarak yapilan istatistiksel
hesaplamalarla goreceli potens ve guvenlik siniri
hesaplanir (3). Son urun; sterilse, tahmini potensi
%67-150 arasinda ise ve tahmin edilen bu potens
icin guvenlik sinirt %64-156 arasinda ise kullanim
amaclyla dagitima verilir. Tuberkulin preparatlari
istktan korunmal ve 2-8°C’de saklanmalidir. Kuru
preparatlar daha yuksek sicakliklarda (25°C'’yi
gecmeyen) saklanabilir. Son kullanma tarihi en
son yapilan basarili potens testinden itibaren 1-2
yildir (7).

PPD Tuberkulin Deri Testinin Mekanizmasi

PPD tuberkulin deri testi tuberkuloz enfeksi-
yonu sonucu olusan bagisikligl gosteren geg ve
hiucresel tipteki asiri duyarliligi belirlemek igin kul-
lanilan bir testtir. Mikobakterilerle enfekte olan
kisilerde duyarl hale gelen T lenfositleri bdlgesel
lenf dugumlerinde c¢ogalarak 6-8 hafta iginde
dolasima girer. Deriye tuberkulin enjeksiyonu bu
lenfositleri uyarir ve gecikmis tip asiri duyarlihk
reaksiyonunu baslatir. Gozlenen yanit lenfosit,
monosit, bazofil ve ndtrofil hiicre infiltrasyonu,
vazodilatasyon ve ddemdir. Antijenle uyarilan
T lenfositler cogalmakta ve sitokinler Ureterek
bircok hiicrenin enjeksiyon yerinag toplanmasini
saglamaktadir. Tuberkulin verildikten 24-48 saat
sonra olugan immun yanit gorulur hale gelir.
48-72 saat sonra en yuksek duzeyde yanit elde
edilmektedir. Testin okunmasinda olusan
endirasyonun buyuklugu degerlendirilir. Enjeksi-
yon yerinde olusan kizariklik (eritem) ise PPD
tuberkuline karsi gelisen akut inflamatuar yaniti
gostermektedir; vazodilatasyon ve Kkapiller
konjesyon sonucu olusur, pozitif reaksiyonu
gostermez, testin degerlendiriimesinde dikkate
alinmaz (4,10).

PPD Tuberkiilin Deri Testinin Uygulanma
Sekli ve Yorumlanmasi

5 TU PPD tuberkulin 6n kolun dis veya i¢
yuzune, deri icine, 26-27 kalibreli platin igne veya
Ozel tuberkulin enjektoru (dereceli, 1ml’lik) kul-
lanilarak uygulanir. 0.1 ml solusyon verildiginde
deride 6-10 mm c¢apinda bir kabarikligin olusup
olusmadigina dikkat edilmelidir. Eger bu capta bir
kabariklik yoksa solusyon deri igine degil deri
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altina verilmis demektir. Bu durumda ilk enjek-
siyondan farkli bir yerde test tekrarlanmalidir.
Testin uygulandigi yerde olusan reaksiyon 48-72
saat sonra okunmalidir. Olusan reaksiyon genel-
likle yedi glin boyunca dnemli bir degisiklik goster-
mez (5).

Tuberkuloz enfeksiyonunun ve BCG uygula-
malarinin yaygin oldugu ulkelerde PPD tuberkiilin
pozitifligi yetiskin insanlara tani koymak igin uy-
gun gorulmemektedir. Ancak bu test; kaynak olgu
ile temas edenler arasinda enfekte olanlari sapta-
mak (ozellikle kucuk c¢ocuklarl) ve hastalik
gelisme riski yuksek kisileri ilagla korumaya al-
mak, cocuklarda yapilan taramalarda ise PPD
tuberkulin pozitif olanlarin yakinlarini (6zellikle
aile ¢evresini) arastirarak kaynak vakay! bulmak
icin kullaniimaktadir (11). Turkiye gibi atipik
mikobakteri enfeksiyonunun az goruldugl buna
karsihk M.tuberculosis enfeksiyonunun yaygin
oldugu ulkelerde 10 mm’den kiugiik reaksiyonlarin
negatif kabul edilmesi dnerilmektedir. 5-10 mm
arasindaki PPD tuberkulin reaksiyonu BCG ile
asilamaya, atipik mikobakterilerle ¢capraz reaksi-
yona veya yanlis negatiflige bagh olabilir (10).
BCG asllamasindan sonra vyapilan PPD
tuberkulin testinin reaktivitesi BCG asisinin dozu-
na, asly! Ureten firmaya, asilanma yasina ve BCG
ile PPD tuberkulin testi arasindaki sureye gore
degisebilmektedir. Asilanma yasi PPD tuberkulin
reaktivitesi agisindan en dnemli kriterdir. BCG
sonrasli olusan PPD tuberkulin reaktivitesi bes yil
icinde kaybolur. Bebeklik doneminde asilanmis
bireylerde 10-15 mm olan PPD tuberkilin reaksi-
yonlari asiya baglanmamalidir (12). BCG ile
asilanan ¢ocuklarda yas arttikga reaksiyon daha
belirgin olmaktadir. Asilanmig bir cocukta 15 mm
ve Ustu reaksiyonun pozitif kabul edilmesi
onerilmektedir. BCG ile asilama ¢ok yeni degil ise
10 mm ve Ustu reaksiyonlar BCG’ye baglanma-
malidir (10,12). BCG ile asilanmamis ¢ocuk ve
yetigkinlerde ise 10 mm ve daha Ustu reaksiyonlar
pozitif kabul edilir. 10-15 mm arasinda olan PPD
tuberkulin reaksiyonlari birkag¢ ay takip edilmeli ve
tedavi uygulanmasina karar vermeden dnce test
tekrarlanmahdir (13).

PPD tuberkulin deri testi konagin immunolojik
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durumuna, aktif viral enfeksiyonlara, ilag
kullanimina, kullanilan tuberkuline, uygulanan
yonteme ve testi degerlendiren kisiye bagli olarak
yanlis negatif sonuglar verebilir (4,11). Yanhs
negatif tuberkilin deri testi sonuclarin alinmasina
yol acabilecek nedenler Tablo 1'de gosterilmigtir
(4). Aktif tuberkulozlu hastalarin %10-25'’inde test
sonuglari negatif bulunmaktadir. Tedaviye
baslanmadan once deri testleri negatif olan
tuberkulozlu hastalarin %21’inde iki haftalik tedavi
ve uygun beslenme ile test sonuglari pozitiflestigi
bildiriimistir (10). Agir dissemine tuberkulozlu
hastalarda yanlig negatiflik orani % 50’den fazla
olabilmektedir. BCG ile asilananlarda ve atipik
mikobakterilerin  yogun oldugu bblgelerde
yasayanlarda ise mikobakteriyel antijenler
arasindaki capraz reaksiyonlar nedeniyle PPD
tuberkulin deri testinde yanhs pozitiflik saptan-
maktadir. Bu sebeple PPD tuberkulin test
sonuglarinin yorumlanmasi igin hem klinik deger-
lendirmeye hem de test dzelliklerinin bilinmesine
gereksinim oldugu belirtiimektedir (10,14).
Tuberkuloza karsi koruyucu saglik hizmetleri
cercevesinde yurutulen mucadeleye gereken
onemin verilmemesi ve giderek yayginlagan HIV
enfeksiyonlari son vyillarda butun diunyada
tuberkiuloz hastaliginin yayginlasma egilimine
girmesine neden olmaktadir. Ayrica giderek artan
sayida M.tuberculosis susunda coklu ilag
direncine rastlanmaya baslanmistir (18). Bu du-
rum tuberkuloz enfeksiyonunun 6zgul tanisi icin
kullanilan testleri yeniden gundeme getirmektedir.
Cesitli alternatif immunolojik 6zgul tani yontemleri
geligtiriimeye calisiimakla birlikte (19-22); PPD
tuberkulin testi halen tuberkuloz enfeksiyonunun
ozgul tanisi amaciyla kullanilan en etkin im-
munolojik test olarak gorunmektedir. Ancak tara-
ma testi olarak kullanildiginda, uygulanacak

toplumda tuberkuloz hastaligi ve atipik mikobak-
teri enfeksiyonu gorulme sikligi ve BCG asilama
durumlarinin; tani amaciyla uygulandiginda ise
hastanin klinik bulgu, tibbi ge¢gmis ve diger labo-
ratuvar bulgularinin bilinmesi test sonuglarinin
saglikli olarak degerlendirilebilmesi agisindan son
derece dOnemlidir.

Tablo 1: PPD tuberkulin deri testinin yanlis negatif
sonug verebildigi durumlar (4).

Test yapilan kisiye baglh olan faktorler

Enfeksiyonlar: Viral enfeksiyonlar (kizamik, kabakulak,
sugiceqgi)

Bakteriyel enfeksiyonlar (tifo, brusella,
tifus, lepra, bogmaca, daha bdnce
gecirilmis tuberkiloz, tuberkuloz plorezi)

Mantar enfeksiyonlari (blastomikoz)

Canli virus asllari (kizamik, kabakulak, polio)

Metabolik bozukluklar (kronik bdbrek yetmezIigi)

Nutrisyonel faktorler (ciddi protein eksiklikleri)

Lenfoid doku hastaliklari (Hodgkin lenfoma, kronik
lenfositik 16semi, sarkoidoz)

llaclar (kortikosteroidler ve diger immunsupresif ajanlar)

Yas (yenidoganlar, yagh insanlar)

Stres (cerrahi, girisim yaniklar, psikiyatrik hastaliklar)

Kullanilan tuberkilin ile ilgili faktorler

Uygunsuz saklama kosullari (1si ve 151ga maruz kalmasi)
Uygunsuz dilusyonlar

Kimyasal denaturasyon

Kontaminasyon

Yapigsma (Tween 80 kismen dnleyebilir)

Kullanilan yonteme bagh faktorler

Cok az miktarda antijen enjekte edilmesi
Enjeksiyonun ¢ok derine enjekte edilmesi

Testin okunmasi ve kayit edilmesine bagl faktorler

Deneyimsiz okuyucu
Kayit hatasi
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