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EV TOZUNA DUYARLI BRONS ASTMALI
HASTALARDA SPESIFIK IgE VE BAZOFIL
DEGRANULASYON TESTI

Zeynep Misirhgil* Liitilil Giirbliz** Hayati Bilgig***

Allerji hastalarinda etkili tedavi yontemi, hastaliga neden olan
allergenlerin dogru olarak saptanmasi ile uygulanabilir. Bunun igin
de gegitli tan1 yontemleri gelistirilmistir. Yontemlerin buylk bir kis-
mi1 reaksiyon esnasinda salinan histaminin biyolojik ve kimyasal yon-
temlerle dlglimiine dayanir.

Klinik hikaye yaninda deri testleri de 6énemli bilgiler verir. Po-
zitif olmasi klinik ile birlikte ise, degerlidir. Fakat klinik hikaye ile de-
ri testleri her zaman birbirini tutmadig1 gibi, anaflaktik sok yapa-
bilmesi, yalanci pozitif ve negatif sonuglarin goériilebilmesi gintimiiz-
de allerjistleri in vitro allerji testlerini birlikte uygulamaya yoneltmis-
tir.

Kullanilan ve guvenilen tani yontemlerinden biri de bazofil de-
granilasyon testi ile antijene spesifik IgE analizleridir (2,3,4,7).

Bu galismadaki amacimiz, ev tozuna duyarhihk tanimliyan aller-
jik brons astmali hastalarda ev tozu antijeni ile deri testi, bazofil deg-
raniilasyon testinin tanidaki yararim tartismaktir.

GEREC VE YONTEM

Hasta grubumuz A.U. Tip Fakiiltesi Gogiis Hast. ve Thc. Anabi-
lim dal allerji bolimiinde takip edilen, ev tozuna duyarlihik tanim-
yan 20 allerjik brons astmali hastay1 igermektedir. Kontrol grubu ato-
pik olmayan, saglikli ve hastalarimizla aym yas grubundan olan 10
kigiden olusmustur. Tablo I.

* AU.TF. Gogis Hast. ve The. Anabilim Dali Dogenti
#* AU.T.F. Gogiis Hast: ve The. Anabilim Dali Profesorii.
*** Gogls Hast. ve Thc. uzmani,
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Tablo | : Olgularin yas ve cinse gdre dagilimi

Grup Olgu Sayis1 Yas Ortalamasi Yas Sinir1

Hasta 20 (15 K, 5 E) 275 F 1.7 18 - 38
Kontrol 10 ( 5K, 5E) 278 * 1.5 20 - 35
P> 0.05

Ev tozu antijeni mite’dan zengin ev tozlarinin harmamn ile, Agir-
hk/Hacim (weight/volim) standardizasyonuna goére, sulu ekstrakt
olarak hazirlanmistir. Hasta ve kontrol olgularina 1/10007lik antijen
sulandirimindan deri igine uygulanarak 15 dakika sonunda zerk ye-
rinde meydana gelen eritem ve ddem plaginin biytikligl, kontrol
testle (% 0.4 fenolli fizyolojik tuzlu su) karistirillarak degerlendiril-
mistir. :

Olgulardan alinan serum o6rneklerinde Shelley ve ark. nin yap-
mi1s oldugu antijen ve antikor etkisi altinda bazofil hiicrelerindeki
graniilasyon esasina dayvanan test (10) esas alimarak, Kimura ve ark.
nin yontemi (9) modifiye edilerek bazofil degrantilasyon testi uygu-
lanmistir. Bu testde antijen olarak, én ¢alismada en iyi degraniilas-
yon yapan ve spontan salimiminin az oldugu ev tozu antijeninin 1/30
(W/V) yogunlugu kullanilmistir.

Mikrotitrasyon plaklarinda 20 p It'lik otomatik pipetle ev tozu
antijeni, antikor olarak olgularin serumu ve deney gunu tavsandan
10 cc heparinli alinmig olan kandan Rodey ve ark.nin (15) yoéntemine

gore ayrilmis olan tavsan bazofil 16kositlerinden ayni miktarlarda ko-
nularak, karisimi saglanmistir. 37 C° benmaride 15 dakika bekletil-
dikten sonra, standard l6kosit pipeti ile 1/10 oraninda bazofil boya
solusyonu ile (% 0.8 toluidin mavisi % 5 Al (SO.)s ¢dzeltisi iginde ha-
zirlanir ve bu boya solusyonundan 20 ml, 25 ml distile su ile sulandi-
rihir) diliisyon yapilarak Thomas Zeiss kamarasinda 151k mikrosko-
bunda 400 biiyiitme ile 100 bazofil sayilarak normal ve degrantlas-
yon gdsteren bazofiller yiizde (%) olarak degerlendirilmistir (Resim I).
Sayim 5 dakika - 2 saat iginde yapilmistir. Her deney kontrollii yapi-
larak, spontan salimm degerleri ¢ikarilarak degrantilasyon oranlari
belirlenmistir. Calismada enkubasyon oncesi ve sonrast lokositlerin
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Resim 1 : Ortada normal tavsan bazofil hilcresi etrafinda degraniile tavsan bazofil hiic-
releri (x 400, 24 kez blyitiilmeli)

parcalanma derecesi % 0.4 tripan mavisi ile kontrol edilmistir (13).
Her deneyde yaklagik 61t hiicre % 5 den az olarak saptanmistir.

Bazofil degrantilasyonu su Kriterlere gore saptanmistir (10,14) :
— Hiicre gapmin bilytimesi,

— Sitoplazmanin daha soluk boyanmas1 ve grantillerin sismis ol-
masl, :

— Graniillerin hiicre disina ¢cikmasi,

— Normal bazofillerin yuvarlak sekillerinin biiziilerek armut bi-
¢imini almalari.

Olgularin serum orneklerinde Engvall ve Perlmann'in (5) tanit-
t1g1 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) yéntemi ile total
IgE ve ev tozuna spesifik IgE analizleri yapilmistir. Total IgE i¢in Beh-

ringwerke enzygnost kiti kullanilmistir. Butiin serum 6rnekleri ayni
gln calisilarak degerlendirilmistir.

Istatistiksel degerlendirmeler A.U.T.F. Biyoistatistik bilim dalinda
yapilmistir. Ortalamalar aras: fark t testi ile degerlendirilmistir.
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BULGULAR

Hasta grubu, ev tozu antijeni ile deri testinde cevap verenler ve
vermeyenler olarak iki ayri grupda degerlendirildi. Olgulara ait kli-
nik bulgular ve deri testleri, bazofil degraniilasyon, total ve spesifik

En yiksek bazofil degrantilasyonu, deri testi pozitif olan hasta
grubunda bulundu (p<{0.001). Deri testi negatif olan hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda da anlaml bir fark saptand: (p<0.01).

Her iki hasta grubunda IgE yiksek degerlerde idi (tablo II).

Tablo 1l : Olgularin Klinik ve Test Bulgulan
A) Deri Testi Pozitif Hastalar B) Deri Testi Negatif Hastalar C) Kontrol
é E ® x é E $ ?
Z9 . & & Z° "Q"u“agrﬂg z° gﬁgsﬂg
BB = = C] 2w =D T B o =
& o A B o= - Lol RTG ) . g
32 B & « B B gFuB 5r B E¥ B
1. (YK, 30, K) 29 2.80 950 1. (Al 26, K) 6 — 260 1. (G.E, 20, K) 4 — 100
2. (F.O, 37, K) 13 3.90 950 2. (B.Y, 25, K)20 1.05 800 2.(AD, 25 K) 3 — 25
3. (N, 25 K) 25 — 500 3. (AS, 34, K) 14 — 300 3. (S5, 23, K) 5 — 100
4. (M.T, 32, E) 27 5.75 400 4, (0.Z, 28, K) 4 — 220 4, (HO, 30, B) 1 — 36
5. (H.I, 28, E) 27 052 300 5.08, 25 B) 3 — 100 5. (NN, 29, B) 5 — 38
6 (N.K, 18, K) 30 0.35 320 6. B0, 22, K) 12— 600 6. (GE, 23, B) 2 — 100
7. (B.E, 33, K) 25 0.65 310 7. (S.A, 30, K) 6 — 750 7.(Y.D, 29, E) 4 — 170
8. (B.C, 25, B) 19 052 290 8. AB, 34, K) 10 — 95 8. HB, 30, ) 0 — 110
9. (N.Y, 24, K) 36 1 320 9. (SH, 21, K) 11 — 300 9. (ZM, 34, K) 1 — 10
10. (HY, 38, E) 38 — 109 10. (G, 23, K) 8 — 40 10. (M.C, 35, K) 2 — 16
x 269 1.9 4469 9.4 346.5 2.1 60.5
S 73 07 893 1.6 86.8 0.6 12,5
B D T : Bazofil degrantilasyon GruplararasitP: BD T :
testi A-B P< 0.001
S p : Spesifik A -C P< 0001
T : Total B-C P< 0.01
T.IgE : A -B P> 005
A-C P< 0.001
B-C P< 0.01

Ev tozu antijenine spesifik IgE kontrol grubunda ve bir olgu da-
sinda, deri testi negatif olan brong astmali hasta grubunda negatif
olarak bulundu. Deri testine negatif cevap alman ve spesifik IgE 1.05
PRU/ml olarak bulunan hastada ev tozu antijeni ile bazofil degrant-
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lasyonu % 20 olarak saptandi. Deney farkli zamanlarda tekrarlandi-
ginda degraniilasyon oraninin yaklasik olarak yliksek oldugu gozlen-
di. Bu hastada in vitro sonuglarin pozitif bulunmasi lizerine, deri tes-
ti tekrarlandiginda tekrar cevap alinamadi.

Bazofil degraniilasyon sonug¢larina gore Phadezym RAST 1n pozi-
tiflik derecesinin olgulardaki dagilimi tablo III'de verildi. Vaka sayisi
az oldugu igin iki yontem arasinda istatistiksel degerlendirme yapi-
lamach fakat tablodan da gorildagi gibi % 10 dan az bazofil degra-
niilasyon gosteren olgularda spesifik IgE de bulunamamistir ve deri
testi negatif olarak saptanmistir.

Tablo Il : Bazofil degraniilasyon sonuclarina gére Phadezym RAST'In pozitiflik derecesi
ve deri testi cevabinin olgulardaki dagilimi.

BDT Phadeyzm RAST (spIgE)* Deri Testi

% Saylr 0 1 2 3 Pozitif Negatif
0-10 15 15 15
10-20 6 4 1 1 2 4
20-30 7 1 4 : 1 1 6 1
30 2 1 1 2

*Ev tozuna spesifik IgE Phadezym RAST'in pozitiflik derecesi.
0: negatif veya olglilemiyecek degerde

1: 035— 1.5 PRU/ml (distk derecede pozitif)

2: 15— 3.5 PRU/ml (orta derecede pozitif)

3.: 35— 17.5 PRU/ml (yiksek derecede pozitif)

TARTISMA

Immunolojik olaylarda gunimiizde en ¢ok kabul edilen IgE ile-
olusan tip I asir1 duyarhlik olaylaridir. Allerjik bronsg astma,h hasta-
larda serumda IgE yikselmistir (18,19).

Serum IgE diizeyinin normal okul ¢ag1 ¢ocuklarda en yiksek dii-
zeyde oldugu ve yagsla azalma gosterdigi bildirilmistir. (8,20) Calisma- -
mizda aym yas grubundan secgilmis hasta ve kontrol grubunda, IgE
analizinde hassas ve duyarl bir test olan ELISA (6) ile, serum IgE dii-
zeyini degerlendirdigimizde astmali hasta grubunda artmis oldugunu
saptadik.
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Kagamimori ve ark., okul ¢ag1 ¢ocuklarda total IgE'nin erkek go-
cuklarda kizlara gore 2.1:1 oraninda daha ylksek oldugunu bildirmis-
lerdir. (8) Bizim kontrol grubumuzda sex dagilimi egit olmasina kar-
sin, hasta grubumuzda erkek hasta sayisinin az olusunun buldugu-
muz degerlerde bir fark yaratmadigini soyliiyebiliriz.

Bazofil degrantilasyon testi pratik ve giivenilir bir testtir (1,2,4).
Bu test, antijen antikor etkisi altinda bazofil hiicrelerindeki morfolo-
jik degisiklikler esasina dayanir. Atopik hastalarda allergenlerin be-
lirlenmesi amac ile pekcok calismada kullanilmigtir (1,4,9,12,17).

Benveniste ve ark. erken hipersensibilite reaksiyonlarinda bazo-
fil degrantiilasyon testinin allergenlerin belirlenmesinde 6nemli bir
test oldugunu vurgulamislar ve deri testi, RAST ve histamin salinim
testleri ile bazofil degrantlasyon arasinda pozitif bir korelasyon oldu-
gunu gostermislerdir (1).

Dry ve ark. ev tozu allerjisini bazofil degrantilasyon testi ile aras-
tirmislar ve deri testi pozitif 30 olgunun 27’sinde pozitif bazofil deg-
rantlasyonu gormusler. Deri testi ile % 95'e varan bir uyumluluk gos-
terdigini ileri stirmislerdir (4).

Schwarzenbach ve ark. bazofil degrantiilasyon testi ile deri testi
arasinda bir korelasyon olmadigimi gostermislerdir. Bunu tam agik-
liyamamiglar fakat antijenin uyarisina mast hiicresi ile bazofil hiicre-
sinin farkli cevap verisi ile veya in vivo yada in vitro hiicre siispan-
siyonuna bagh bir farkdan olabilecegi seklinde agiklamislardir (18).

Calismamizda ev tozu antijeni ile deri testi pozitif olan allerjik
brons astmali hastalarin tiimi{inde ev tozun antijeni ile bazofil degra-
nilasyonunun yliksek degerlerde oldugu gortilmustir. Deri testi ne-
gatif olan astmali hasta grubunda bazofil degraniilasyonu % 9.4 & 1.6,
kontrol grubunda % 2.7 = 0.6 olarak bulundu. Aradaki fark anlaml
idi (p< 0.01). Bu acidan deri testi negatif bulunan hastalarda ev tozu
antijeni ile % 10 ve tstlinde bazofil degrantiilasyonu gorildiigi durum-
larda, ev tozuna duyarlilik agisindan stpheli olgu olarak ele alinma-
s1 ve birlikte spesifik IgE analizi ile olgunun degerlendirilmesi uygun
olur kanisindayiz. Deri testi negatif olan hasta grubumuzdan sadece
bir hastada yiiksek bazofil degrantilasyonu (% 20) goértildii. Bu hasta-
da spesifik Igli’de pozitif olarak saptandi. Bu iki invitro yéntem ara-
sinda siki bir ilginin oldugu goézlendi. Birgok calismada bazofil deg-
rantilasyon testi, RAST ve histamin salinim testlerinin ayni paralellik-
de oldugu gosterilmistir (1,4).
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Allergene spesifik IgE analizleri bugiin genis bir uygulama alam
bulmustur. Fakat tamidaki yarari yaninda antijene kars1 klinik duyar-
hhg: da her zaman yansitamamaktadir (7,21).

Deri testleri allerjide baslica tan1 yontemi olarak giunimiize dek
gelmistir. Yapilmasi kolay ve duyarh olan bu ydntem tamya 151k tut-

maktadir. Fakat deri testlerinin klinik hikaye ile birbirini tutmadig
zaman, in vitro. allerji testlerinin de birlikte yapilarak degerlendiril-
mesi uygun olur kanisindayiz.

Yurdumuzda bugtlin i¢in disariya bagimh olarak yapabildigimiz
antijene spesifik IgE analizlerinin pahali bir yontem olusu, 16kosit his-
tamin salimim testinin ¢ok titiz ¢alismay: gerektiren ve zaman isteyen
bir yéntem olusu (11) goéz éniine alinacak olursa, pratik ve ucuz bir
-yontem olusu yanminda sonuglarin giivenilirligi nedeni ile, invitro al-
lergenlere duyarhhigin arastinlmasinda, bazofil degraniilasyon testi-
nin éncelikle tercih edilmesi gerektigi gorigundeyiz. Stipheli sonuglar-
da spesifik IgE'nin yapilarak klinik, deri testi, degraniilasyon sonugc-
lari ile birlikde degerlendirilmenin tanida yarar olacag: kanisindayiz.
Ayrica deri testlerinin yapilmas: tehlikeli olabilen érnegin penisilin,
endiistriyel maddeler gibi yiiksek allergen etkisi olan antijenlerin uy-
gulanmasi gereken durumlarda, ekzemali, dermografizmli hastalarda
vaghlarda, kiiclik gocuklarda allergenlerin saptanmasinda énem kaza-
nacagl gortisiindeyiz.

OZET

Ev tozuna duyarhlik tanimliyan allerjik brons astmali 20 hasta ve
atopik olmayan, saghkli 10 kiside ev tozu antijeni ile deri testi, modi-
fiye Shelley testi ile bazofil degraniilasyon testi, ELISA yontemi ile
total ve evtozuna spesifik IgE arastirildi. Deri testi pozitif olan 10 ast-
mali hastanin hepsinde bazofil degrantilasyonu pozitif, 8'inde spesifik
IgE bulundu. Deri testi negatif bir hastada, bazofil degraniilasyonu ve
spesifik IgE pozitif olarak bulundu.

Astmali hasta grubunda. total IgE ytliksek degerlerde saptanda.

Allergenlerin saptanmasinda bazofil degraniilasyon testinin invit-
ro, basit, glivenilir ve pratik bir yéntem olmas1 agisindan uygulanabi-
lirligi tartigilda.
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SUMMARY

House dust specific IgE and basophil degranulation test in house dust sensitive
bronchial asthma patients

Skin and basophil degranulation test to house dust by modified
Shelley test and total and house dust specific IgE by ELISA were de-
termined in 20 patients with allergic bronchial asthma complained
from house dust and nonatopic healthy controls. Raised IgE levels we-
re found in asthma patients studied. Out of 10 patients with a positive
skin test with house dust, 10 had a positive basophil degranulation
test, 8 had specific IgE antibodies in the sera. Positive basophil degra-
nulation and specific IgE was identified in only one patients showed
negative skin test to house dust allergen. It was discussed that basop-
hil degranulation test can be used because of a simple, reliable and
practical invitro technique for studying reaginic allergies.
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