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Tiiberkiiloz infeksiyonunda Yeni Tani Yontemleri

New Diagnostic Assays in Tuberculosis Infection
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Ozet

Dinya nifusunun 1/3’Gnin M. tuberculosis ile infekte
oldugu dusinilmektedir. Tlberkiloz infeksiyonu ta-
nisinda yillardir kullanilan tek test ttiberkulin deri tes-
tidir (TDT). Son yillarda mikobakterilerin genomik ya-
pisinin belirlenmesi ile gelistirilen interferon- y (IFN-y)
tabanl testler tlberkiloz infeksiyonu tanisinda daha
guvenilir sonucglar vermektedir. M. tuberculosis
kompleksine 6zgul antijenler ile T hlcrelerinin uyaril-
masi sonucu olusan 6zgul IFN-y yanitinin belirlenme-
si ilkesine dayanan bu testlerin iki tipi mevcuttur. Tu-
berklloza 6zgul ayni iki antijeni early secreted anti-
genic target-6kD (ESAT-6) ve culture filtrate protein
10kD (CFP-10) kullanmasina ragmen bu iki testtin ¢a-
isma ilkeleri farklidir. Quantiferon-TB Gold testi (Cel-
lestis Limited, Carnegie, Victoria, Australia) tam kan
kullanilarak uyarilan T hucrelerinin salgilamis oldugu
6zgul IFN-y yanitinin serumda ELIZA yéntemi ile belir-
lelenmesi ilkesine dayanirken, T-SPOT.TB testi (Ox-
ford Immunotec, Oxford, UK) fikol sentriflij yontemi ile
aynistinlan periferik mononukleer hiicrelerin uyariima-
sl sonucunda olusan &zgul IFN-y yanitinin ELISpot
yontemi ile belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir. BCG
asllamasi ve cevresel mikobakterilere maruziyet her
iki testte yalanci pozitiflige neden olmazlar ve TDT’nin
yalanci negatif oldugu bir cok durumda bu testler da-
ha gtvenilir sonuglar vermektedir. IFN-y tabanh bu
testlerin gelecekte tuberkuloz infeksiyonu tanisinda
daha yaygin olarak kullanilacagi kanatindeyiz. (Cocuk
Enf Derg 2007; 1: 151-7)

Anahtar kelimeler: Tiberkiloz infeksiyonu, tuber-
kilin deri testi, IFN-y tabanl testler, Quantiferon-TB
Gold, T-SPOT.TB

Summary

M. tuberculosis is tought to be infected to 1/3 of the
world’s population. Routine diagnosis of M. tubercu-
losis infection is based on the century-old tuberculin
skin test (TST), which has several drawbacks. Prior
BCG vaccination and exposure to environmental
mycobacteria may cause false positive reaction
meanwhile in many clinical conditions TST may give
false negative reaction. Recently alternatives have
emerged in the form of novel interferon-y (IFN-y)
assays. New generation tests use antigens specific
to M.tuberculosis complex, such as early secreted
antigenic target-6kD (ESAT-6) and culture filtrate
protein 10kD (CFP-10). Two versions of these
immunoassays are commercially available, the
QuantiFERON-TB Gold assay (Cellestis Limited,
Carnegie, Victoria, Australia), and the T-SPOT.TB
assay (Oxford Immunotec, Oxford, UK). Although
both quantify IFN-y response to tuberculosis anti-
gens, the methods underlying these assays are quite
different. QuantiFERON-TB Gold measures IFN-y
from supernatant in response to ESAT-6 and CFP-10.
T-SPOT.TB is the ex vivo enzyme-linked
immunospot (ELISpot) assay which enumerates the
IFN-y secreting T-cells specific for the same antigens.
Both assays are highly specific for tuberculosis infec-
tion and therefore, unlike, TST, are not confounded
by previous BCG vaccination or exposure to environ-
mental mycobacteria moreover, both assays are
tought to be well operated in many clinical conditions
where TST gives false negative result. We believe that
IFN-y based assays will be routinelly used in diagno-
sis of tuberculosis infection in very near future. (J
Pediatr Inf 2007; 1: 151-7)

Key words: Tuberculosis infection, tuberculin skin
test, IFN-y based assays, QuantiFERON-TB Gold, T-
SPOT.TB
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TUberklloz (TB) HIV/AIDS’den sonra infeksiydz hasta-
liklar icinde diinyada 6lime neden olan ikinci en sik neden-
dir (1). M. tuberculosis dinya nifusunun 1/3’Un0 infekte et-
mistir ve 1996 yilinda 6 milyondan fazla TB olgusu tespit
edilmistir. ikibin yil icinde 8.3 milyon yeni tiiberkiiloz vaka-
sI gérulmuUs ve bunlarin 884,019’unu ¢ocuklar olusturmus-
tur (2). Tuberkiloz infeksiyonu tanisinda yillardir kullanilan
tek test tliberkuilin deri testitir (TDT). Bu test bir ok durum-
da yalanci pozitif ve yalanci negatif sonuclar verdigi icin ta-
nisal deg@eri siniridir. Bu ylizden son yillarda tiberktloz ba-
sili genomunun belirlenmesinden sonra yani tanisal testler
gelistirilmeye baglamistir.

M. tuberculosis’e Ozgiin Antijenler

Uzun zamandan beri M. tuberculosis’e 6zgin antijenle-
rin saptanmasina ydnelik calismalar yapiimaktadir. M. tu-
berculosis kompleksine ait 6zgin antijen ilk kez Li ve arka-
daslan (3) tarafindan gosterilen 24 kDa agirhgindaki
MPB64 (MPT64) antijeni olup M. bovis ve M . tuberculosis
kUltdr filtratlarinda gdsterilmis fakat BCG 6rneklerinde gos-
terilememistir. Bu gbzlem daha sonralari polimerik zincir
reaksiyonu (PZR) hibridizasyon yéntemiyle MPT64’( kod-
layan genin bulunmasini saglamis ve bu genin bazi BCG
kokenlerinde olmadigi saptanmistir. Son yillarda daha di-
stk molekuler agirlikli antijen olan ESAT-6 (early secreted
antigen target, 6 kDA) M. tuberculosis kultr filtratlarindan
izole edilmistir (4-5). Bu antijeni kodlayan genin M. tuber-
culosis kompleksinde bulundugu, BCG suslarinda bulun-
madigi, buna karsilik M. kansasii, M. marinum, M. szulgai
ve M. flavescens diginda diger mikobakteri tirlerinde bu-
lunmadigi gésterilmistir (6-7). Bu calismalarin devaminda
ESAT-6 geninin promoter bdlgesi belirlenmis ve bir bagka
salgilanan antijenin (culture-filtrate protein 10 kDA, CFP-
10) ayni gen ile kodlandigi tespit edilmistir. Bu geni tasiyan
diger TDM turleri icinde sadece M. kansasii’nin nadiren tU-
berkiloz benzeri hastaliga neden oldugu saptanmistir. Da-
nimarka’da yapilan bir calismada NTM ile infekte olan has-
talardan elde edilen izolatlarin sadece %0.5’inde M. kan-
sasii bulunmustur (8). In vitro pasajlar sirasinda BCG su-
sunda bazi bdlgelerin delesyona ugradigi gbézlenmistir. Bu
bolgeler “regions of differences” (RD) RD-1, RD-2, ve RD-
3 olarak adlandinimis, ESAT-6, CFP-10 ve MPT64 (yeni
antijenler eklenmeye devam etmektedir) gibi antijenlerin
delesyona ugrayan bdlgelerce kodlandigi gézlenmistir (9).
Tablo 1’de tlUberkilloz antijenleri ve bunlarnn diger miko-
bakteri turlerindeki varliklari sunulmustur. Son zamanlarda
yapilan calismalarda BCG susunda delesyona ugradidi bi-
linen 8’den fazla boélge saptanmistir. Bu bdlgeler 90’dan
fazla ORF (open reading frames) icermektedir. insanlarda
yapllan ¢alismalarda MPT64 antijeni icin farkll sonuclara
ulasilmistir. Yapilan calismalarda bu antijenin orta derece-
de lenfosit yanitina yol actigi ve TB hastalarinda dusuk
oranda yanit alindi§i gézlenmistir. PPD’ye reaktif tlberki-
loz hastalarinin sadece %6’sinda MPT64’e karsi gecikmis

tip asin duyarliik yaniti saptanirken ortak antijen Ag85B
(MPT59)’e karsi %50 yanit bildirilmistir (10). Bunun yanin-
da yuksek doz MPT64 patch testinin hasta ile saglikl birey
ayinmini %100 6zgullik ve %98.1 duyarlilik ile yapabildigi
bildirilmistir (11).

Tiiberkiiloz infeksiyonunda Kullanilan
Yeni Tani Yontemleri

Son yillarda gerek immuinoloji gerekse mikrobiyal gene-
tik bilimlerinde kaydedilen gelismeler tlberkiloz infeksiyo-
nu tanisinda yeni tani yontemlerinin gelistiriimesini sagla-
mistir. BCG suslarinda ve tiberkuloz disi mikobakterilerin
¢ogunda bulunmayan, bu nedenle M. tuberculosis’e 6zgiin
sayilan RD1 geni Urtinleri olan ESAT-6 ve CFP-10, spesifik
T hicrelerinin belirlenmesinde TB tanisinda test edilmistir.
Bu testler interferon-gamma (IFN-y) tabanli testler olup, da-
ha dnceden tuberkiloza 6zgul antijenler ile duyarlasmis T
hlcrelerinin salgilamis oldugu IFN-y yanitinin belirlenmesi
ilkesi ile calismaktadir. Yuksek duzeyde IFN-y Uretimi tu-
berkiloz infeksiyonu gdstergesi olarak kabul edilmistir. An-
tijene 6zgu T hicrelerinin TB tanisinda kullaniimasini esas
alan iki ticari test kiti mevcuttur. Bu testler Quantiferon-TB
(Cellestis Limited, Carnegie, Victoria, Australia) digeri ise T-
SPOT.TB (Oxford Immunotec, Oxford, UK) testleridir. Qu-
antiferon-TB testinin iki nesli mevcuttur.

Quantiferon-TB test

ilk nesil Quantiferon-TB testi, (Cellestis Limited, Carne-
gie, Victoria, Australia) M. tuberculosis’e karsi duyarlasmis
lenfositlerden salgilanan IFN-y’nin belirlenmesi ilkesine da-
yanmaktadir. Hastadan alinan tam kan 6rnegi PPD ve
kontrol antijenler ile 16-24 saat inklibe edilir. Eger kisi da-
ha 6nce testte kullanilan antijenler ile karsilasmissa mono-
nukleer hicreler IFN-y salgilar. Stipernatantta daha sonra
ELISA yontemiyle IFN-y varligi ve miktar belirlenir. TDT ile
karsilastirildiginda okuyucu veya uygulayiciya bagl hatalar
s6z konusu degildir. interferona dayall testler icinde FDA
(Amerikan gida ilag dairesi) onayini ilk alan testtir. CDC
(Centers for Disease Control and Prevention; A.B.D. hasta-
lIk kontrol merkezi) tarafindan yapilan ¢cok merkezli calis-
mada Quantiferon ile TDT arasinda orta derecede uyum
saptanmistir. Bu testlerin kullaniimasinda bazi kisitlamalar
s6z konusudur. Daha énceden BCG agisi yapilmis olmasi,
tlberkiloz disi mikobakteriler ile karsilasiimasi ve dnceden
TDT pozitif olmasi testin yalanci pozitifligine neden olur.

Quantiferon-TB Gold testi (QFT-Gold)

ikinci nesil Quantiferon-TB testi olup antijen olarak PPD
yerine ESAT-6 ve CFP10 antijenini kullanmaktadir. Bu test-
te tuberklloza 6zgl antijenlere kargi olusan IFN-y yanitinin
in vitro belirlenmesi esastir. iki basamakl bir testtir. ilk ola-
rak alikotlanmis heparinize tam kan ESAT-6, CFP-10, mi-



Cocuk Enf Derg 2007; 1: 151-7
J Pediatr Inf 2007; 1: 151-7

) Soysal ve ark.
Tiberkiloz Infeksiyonunda Yeni Tani Yéntemleri

153

tojen veya negatif kontrol antijenler ile inkUbe edilir. 16-24
saat inkilbasyon déneminden sonra serum ayristirilir ve si-
pernatantta ELISA ydntemi ile IFN-y dlzeyi belirlenir. Test
sonuglari internasyonel Unite olarak verilir. Mitojen ile uya-
rilan plazma drnegi test edilen her bireyde pozitif kontrol
olarak alinir. QFT-Gold testi ile Japonya’da yapilan bir ¢a-
lismada, TB temasi olmayan BCG asili 216 olguda PPD ile
%98 uyumlu oldugu gorilmustir (12). Calismanin yapilmis
oldugu toplumda epidemiyolojik olarak M. tuberculosis in-
feksiyonu (MTBI) orani %2 olarak tahmin edilmistir. MTBI
icin altin standart bir testin olmamasi nedeniyle QFT-Gold
testinin duyarliliginin tam olarak belirlenmesi mimkin ol-
mamaktadir. Aktif TB hastalarinda ise elde M. tuberculosis
kulttr sonuglan bulundugu icin bu hasta grubunda testin
duyarlihgr belirlenebilmektedir. TB stphesi olan ve daha
sonra kiltlr érnekerinde M. tuberculosis Uretilen 118 has-
ta QFT-Gold ile test edilmistir. Aktif TB hastalarinda duyar-
g1 %89 (105/118) olarak bulunmustur. Bu grupta deri
testi'nin duyarliigi %66, QFT-Gold testinin duyarliidi ise
%82 olarak bulunmustur (13).

Ravn ve arkadaslarinin (14) yapmis oldugu bir calisma-
da bu testin duyarliigini %85, 6zgullugunt ise %97 olarak
bulmustur. Yine bir baska calismada aktif TB hastalarinda
testin duyarliigi %81 olarak bulunmustur (15). Dewan ve
arkadaslar (16) QFT-Gold testini tlberkiloz infeksiyonu
sliphesi olan 242 bireye uygulamislar ve 37 hastada kiltlr
pozitif tlberkiloz hastaligi tespit etmisler. Bu hastalarin bi-
rinde QFT-Gold testi “belirsiz” sonug verirken geriye kalan
36 hastanin 23 (%65)’inde pozitif QFT-Gold yaniti sapta-
miglardir. Arastirmacilar kendi hasta grubunda test duyar-
lIginin %65 gibi disik oranda oldugu icin aktif hastalik
ekartasyonunda bu testlerin kullaniimamasi gerektigini vur-
gulamislardir. Ferrara ve arkadaslar (17) QFT-Gold testinin
tiberkilloz infeksiyonu tanisinda hastanede rutin kullanimi-
ni inceledikleri bir calismada 8 aylik dénemde tuberkiloz
infeksiyonu siliphesi olan 318 hastada QFT-Gold testini
kullanmiglardir. Test edilen 318 olgunun 68 (%21.4)'inde
QFT-Gold testinin “belirsiz” sonug¢ verdigi goérilmis ve
“belirsiz” sonucun imminosupressif tedavi alan hastalarda
ve tlberkdlin deri testi negatif olan hastalarda daha ylksek
oranda goruldigund saptamiglardir. Bu ¢alismada gecerli
test sonucu elde edilen 205 hastada QFT-Gold testi ile tU-
berkilin deri testi arasindaki uyum %70.2 (k degeri 0.40)
olarak bulunmustur. Higucki ve arkadaslar (18) tliberkiloz-
lu bir olgu ile temasi olan lise 6grencilerinde tuberkdlin de-
ri testi ile QFT-Gold testinin kullaniimasini karsilastirdiklar
calismada 349 lise dgrencisi test edilmis ve tuberkilin de-
ri testi pozitif olan 88 hastanin sadece 4’inde QFT-Gold
testinin pozitif oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar pro-
filaktik tedaviyi sadece QFT-Gold testi pozitif olan 4 hasta-
ya vermis ve tUberkdilin deri testi pozitif olup QFT-Gold tes-
ti negatif olan temasli 6grencilere profilaktik tedavi verme-
mistir. Bu olgularin 3.5 yillik izZlem déneminde hicbirinin ak-
tif tberkiloz hastaligi gelistirmedigi gézlenmistir. Arastir-
macilar bu ¢calismada temasli incelemesinde tiiberkulin de-

ri testi yerine QFT-Gold testinin kullanilmasi ya da pozitif
deri testinin QFT-Gold testi ile onaylanmasi gerektigi fikrini
one surmuglerdir. Nakaoka ve ardaglarn (19) ise QFT-Gold
testi ve tuberkulin deri testini yayma-pozitif ve yayma-ne-
gatif olan tliberkuloz hastasi ile temasi olan ve saglkl 207
¢ocukta karsilastirmiglardir. Yayma pozitif tliberkuloz has-
tasi ile temasi olan 78 ¢cocugun 38 (%49)’inde tuberkilin
deri testi pozitif bulunurken QFT-Gold testi olgularin 53
(%74)’Unde pozitif olarak bulunmustur. Yayma-negatif tu-
berklloz hastasi ile temasi olan 83 ¢ocugun 13 (%16)’Un-
de deri testi pozitif bulunurken QFT-Gold testi 8 (%10)’in-
de pozitif olarak bulunmustur. Temas 8ykUsl olmayan 46
cocugun 6 (%13)’sinda deri testi pozitif olarak bulunurken
QFT-Gold testi 4 (%10)’'unda pozitif olarak bulunmustur.
Dogra ve arkadaslar (20) tlberkiloz hastaligi siphesi olan
veya tlberkuloz hastasi ile temasi olan 105 ¢ocukta tiiber-
kilin deri testi ile QFT-Gold testini hastalik prevalansinin
yuksek oldugu Hindistan’da karsilastirmiglar. Tuberkilin

Tablo 1. Mikobakteri antijenlerinin farkl tlrlerde dagilimi

Test edilen tiirler Antijenler

CFP-10

ESAT-6 MPT 64

TUberkiloz kompleks
M. tuberculosis
M. africanum
M. bovis
BCG kokenleri
Gothenburg - - -
Moreau - - +
Tice - - +
Tokyo - - +
Danish - - -
Glaxo - -
Montreal - - -
Pasteur - - -
Tlberkiloz digi mikobakteriler
. abcessus - - -
avium - - -
. branderi - - -
celatum - - -
chelonae - - -
fortuitum - - -
gordonii - - -
. intracellulare - - -
kansasii + + -
malmoense - - -
marinum + + -
oenavense - - -
scrofulaceum - - -
szulgai +
terrae - - -
vaccae - - -
. xenopi - - -

SHHEHHSHENHEHEHEHEHEHE
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deri testi ve QFT-Gold testi ile olgularda infeksiyon preva-
lansi benzer olarak tespit edilmistir. 105 cocugun 10
(%9.5)’inde deri testi pozitif olarak bulunurken QFT-Gold
testi cocuklarin 11 (%10.5)’'inde pozitif olarak bulunmus.
Her iki test arasindaki uyum BCG agi skar olmayan gocuk-
larda %100 olarak bulunurkan agi skar olan ¢ocuklarda
%94 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada arastirmacilar in-
feksiyon prevalansinin yiksek oldugu bir tlkede ¢ocuklar-
da tUberkulin deri testi ile QFT-Gold testinin benzer sonug-
lar verdigini ve BCG asilanmasinin her iki test duyarliigi
Uzerine etki etmedigini belirtmislerdir. Bu calismada aktif
tiberklloz hastaligi tanisi konulan ¢ocuk sayisi ¢cok az ol-
dugu icin testlerin duyarliidi hakkinda yorum yapilmamig-
tir. Diel ve arkadaslar (21) balgam yaymasi-pozitif 15 tU-
berkilloz hastasi ile temasi olanlarda tlberkdlin deri testi ile
QFT-Gold testini karsilastirmiglardir. Bu galismada 309 te-
masl incelemesi yapilmis, bunlardan 137 (%44)’sinde deri
testi, 31 (%10)’inde ise QFT-Gold testi pozitif olarak bulun-
mustur. Bu calismada tiberkdlin cilt testi ile QFT-Gold tes-
ti arasindaki uyum disuk olarak bulunmustur. Bunun yani-
sira her iki test arasindaki uyum asisiz grupta daha yiksek
olarak bulunmustur. Bu galismada QFT-Gold testinin MTBI
tanisinda deri testine gbre daha 6zgll oldugu sonucuna
varmiglardir. Taggart ve arkadaglarinin (22) 137 erigkinde
yapmis olduklar bir calismada tlberkdilin deri testi, birinci
nesil Quantiferon-TB testi ve Quantiferon-TB Gold testini
karsilastirmislardir. Bu calismada arastirmacilar BCG asisi
yapllimamis duslk risk grubundaki 81, BCG asisi yapilmis
muhtemel tlberklloz temas 6ykusu olan 30 ve agsl yapil-
mamisg, disik risk tasiyan ve daha once tlberkdlin deri
testi pozitif oldugu bilinen 26 erigkini dahil etmislerdir. ilk
gurupta yer alan 81 olgunun Uclinde (%3.7) tliberkilin de-
ri testi, 9’'unda (%11.1) ilk nesil Quantiferon testi pozitif bu-
lunurken QFT-Gold testi hepsinde negatif bulunmustur. Bu
calismada QFT-Gold testinin tlberkiloz infeksiyonu agi-
sindan duslk risk bulunan populasyonda tiberkilin deri
testi ve ilk nesil Quantiferon testtinden daha 6zgul oldugu
gOsterilmistir. Diel ve arkadaslarinin (23) yapmis oldugu bir
galismada ise temasli taramasinda tuberkdlin deri testi ile
Quantiferon-Gold testi maliyet etkinlik agisindan karsilasti-
rilmis, tiberkdlin deri testi ile QFT-Gold testinin birlikte kul-
laniimasi halk sagligi harcamalarinda belirgin olarak azalma
sagladigin tespit etmigleridir. Mayis 2005 tarihinde QFT-
Gold testi Amerikan Gida ve ilag kurumundan (FDA) tiiber-
klloz infeksiyonu tanisinda kullaniimak tzere onay almistir
(24). FDA bu testi tliberktloz hastaligi veya latent tiberkU-
loz infeksiyonu distndlen durumlarda in-vitro tanisal test
olarak kullaniimasina onay vermistir. QFT-Gold testinin ti-
berklloz hastaliginin gelismesindeki pozitif veya negatif ta-
nisal tahmin degeri belirlenebilmis degildir. Bununla birlik-
te bu test tUberkdilin deri testinde oldugu gibi latent infek-
siyon ile aktif hastalik arasinda ayinm yapamaz. Bu ylzden
pozitif sonug elde edildiginde latent tiberkuloz infeksiyonu
tanisi konulabilmesi icin klinik ve radyolojik olarak aktif
hastaligin olmadiginin gésterilmesi gerekmektedir. Benzer

diger testlerde de oldugu gibi bu testin tanisal de@eri ince-
lemenin yapildigi populasyondaki tiiberkiloz hastalig pre-
velansi ile iligkilidir. Bu ylzden bu testin sonucu yorumla-
nirken epidemiyolojik, fiziksel ve diger tanisal bulgularin
g6z 6nlinde bulundurulmasi gerekmektedir. Negatif tiber-
kllin deri testi ve negatif QFT-Gold testi tliberkiloz hasta-
g1 belirti ve bulgular olan bireyde ttberkiloz tanisini ekar-
te ettirmez. Bu testin performansi bagisiklik sisteminin bas-
kilandigi veya bozuldugu AIDS hastalarinda, immunosup-
ressif tedavi alan hastalarda, ylksek doz steroid tedavisi
alanlarda, anti-TNF-alfa tedavisi alanlarda, hematolojik ve-
ya diger solid organ kanseri olanlarda, diabeti olanlarda,
kronik bébrek yetmezIigi olan hastalarda detayli olarak ¢a-
hisilmamigtir. TUm bu bahsedilen durumlarda tiberkulin de-
ri testinin duyarliliyi dismektedir. Bu durumlarda IFN-y Ure-
timinde de dUsUkllk olabilecegi g6z 6nline alindiginda tek
basina negatif QFT-Gold testi tlberkiiloz infeksiyonunu
ekarte ettirmez. QFT-Gold testinin temasli incelemesinde
kullanimina ait ¢cok fazla sayida yapilmis calisma mevcut
degildir ve cocuklarda 6zellikle 17 yas altinda bu testin per-
formansina ait calisma mevcut degildir. Ozellikle infeksiyo-
nun ilerleme riskinin yiksek oldugu 5 yas alti cocuklarda,
HIV pozitif bireylerde ve anti-TNF-alfa tedavisi alanlarda
testin negatif olmasi infeksiyon tanisini ekarte ettirmez. Bu
testin kendi icinde kisitlamalari mevcutur. Oncelikle birey-
lerden kan alinmasi ve bu kanin uygun laboratuar ortamin-
da deneyimli kisilerce ¢alisiimasi gerekmektedir. Kan alin-
diktan 12 saat icinde antijenlerle uyarilarak inkibe edilme-
lidir. 16-24 saatlik inklibasyondan sonra ayrilan plazma uy-
gun sartlarda daha sonra calisiimak Uzere dondurularak
saklanabilir. QFT-Gold testi tlberkdlin deri testinin kullanil-
dig her klinik durumda kullanilabilir. Temasl taramasi, sag-
lIk calisanlarinda tUberkiloz infeksiyonu acgisindan taran-
masi, gécmenlerde tliberkdlin infeksiyonunun aranmasi ve
seri olarak tUberkiloz infeksiyonun arastirimasinda tiber-
kilin deri testinin yerine kullanilabilir Pozitif QFT-Gold testi
tipki pozitif ttberkdlin deri testi gibi degerlendiriimelidir. Bu
hastalarda tlberkUlloz hastaliginin belirti ve bulgulan aras-
tinimali ve en azindan akciger grafisi ¢ekildikten sonra ak-
tif hastaligin olmadigi kanitlanmali ve ondan sonra MTBI
tanisi konulmali ve infeksiyon tedavisi &nerilmelidir. QFT-
Gold testi negatif olan saglikl erigkinlerin tliberklloz basili
ile infekte olma ihtimali dusuktur ve sikayeti olmayan bu bi-
reylerde ileri tetkik yapiimasina gerek yoktur. Bunun yanin-
da tUberkiloz hastasi ile temasi olan ve QFT-Gold test so-
nucu negatif olan bireylerde tipki tlberkilin deri testinde
oldugu gibi QFT-Gold testi 8-10 hafta sonra tekrarlanmali-
dir. Bu pencere déneminde 5 yasin altindaki cocuklarda ve
bagisiklik sistemi baskilanmis olan bireylerde profilaktik te-
davi énerilmelidir. Bunun yaninda diger epidemiolojik veri-
ler g6z dnline alinarak pencere dénemi sonrasinda tekrar-
lanan test negatif olarak gelmesine ragmen diger temasli
bireylerde infeksiyon tespit edilirse koruyucu tedavinin ta-
mamlanmasi diistindlmelidir. Belirsiz QFT-Gold sonucu tii-
berkiloz infeksiyonu hakkinda bilgi vermez. Test sonucu
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belirsiz ¢cikan bireylerde takip stresi belirlenmis degildir. Bu
bireylerde test yeni alinan bir kan érneginden tekrar edile-
bilecegi gibi bu bireylere tiberkllin deri testi birlikte veya
tek basina uygulanabilir. TUberkiloz infeksiyon riski ylksek
olan bireylerde testin tekrar edilmesi veya deri testi uygu-
lanmasi gereklidir. DUsUk risk grubunda yer alan bireylerde
“belirsiz” test sonucunun tekrar edilmesine gerek yoktur.

T-SPOT.TB Testi

Son yillarda 6zgiin mikobakteriyel antijenlerle uyarilan
T hicrelerinin salgiladiklari IFN-y yanitlarinin belirlenmesi il-
kesi ile calisan bazi deneysel tani ydntemleri kullaniimaya
baslanmistir. Bunlardan biri olan ELISPOT testi, kisinin pe-
riferik monontikleer hiicrelerinin invitro sartlarda bu antijen-
lerle uyarilip daha sonra olusan IFN-y yanitinin ¢ift sandvig
ELISA ydntemi ile belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir.
T-SPOT.TB testi (Oxford Immunotec, ingiltere) ise RD1-
ELISPOT testinin ticari adidir.

T-SPOT.TB Testinin Yapiligi

Testin uygulanacagi hastadan 5-10 cc arasinda perife-
rik vendz kan ya heparinli enjektdre yada test ile birlikte
saglanan tuplere alinmaldir. Alinan kan 6érneginden daha
sonra fikol-sentriflij yontemi ile periferik monontkleer hiic-
releri ayristinlir. Daha sonra bu hticreler tabani anti-IFN-y ile
kapli olan her bir T-SPOT.TB plak gukurcuguna eklenir.
T-SPOT.TB plaklarinda ilk gukurcuk negatif kontrol, ikinci
gukurcuk pozitif kontrol, G¢incl ¢gukurcuk Panel A (ESAT-
6 antijeni) ve dordiincli gukurcuk ise Panel B (CFP-10 an-
tijeni) icindir. Negatif kontrol gukurcuguna sadece hiicre
konulur ve Uzerine herhangi bir antijen eklenmez, pozitif
kontrol cukurcuguna ise hiicre konulur ve hiicreler daha
sonra genel bir T-hiicre uyaricisi olan fitohemaglutinin ile
uyarilir, diger iki antijen cukurcuklarina Panel A ve Panel B
olarak calisma kiti icinden ¢ikan antijen sollisyonlar ekle-
nir. Daha sonra T-SPOT.TB plagi 370C in 5% CO2 iceren
ortamda (korbondioksit etliviinde) bir gece sireyle (16-18
saat) inklbe edilir. Daha sonra ¢ukurcuklarin zemininde
olusan spot (noktalar) gbzle veya ELISPOT optik okuyucu
(AID-GmbH, Strassberg,Germany) ile sayilir. T- SPOT.TB
testinin degerlendiriimesi su sekilde olmaktadir: testin ge-
cerli sayllabilmesi igin pozitif kontrol cukurcugunda en az
20 noktanin olmasi ve negatif kontrol cukurcugundaki nok-
ta sayisinin 10’dan az olmasi gerekmektedir. Eger negatif
kontrol gcukurcugunda 10’dan fazla noktacik mevcut ise bu
ya sponton interferon salinimini yada ikincil bakteriyel kon-
taminasyonu gostermektedir. Teknik olarak yanlglikla ne-
gatif kontrol cukurcuguna antijen veya fitohemaglutinin ek-
lenmeside benzer durum ile sonuglanabilir. Pozitif kontrol
cukurcugunda 20’den fazla noktanin olmasi yeterli T hlicre
yanitinin oldugunu gdésterir. Her ne kadar testin kullanim ki-
lavuzunda 20’den az noktanin pozitif kontrol cukurcugun-
da olmasi gecersiz test olarak tanimlansa da eger antijen

ile uyarilan Panel A veya Panel B cukurcuklarinda yeterli
sayida spot olusumu var ise test gecerli olarak kabul edile-
bilir. EGer calisiimis olan test gecerli kriterleri sagliyor ise
testtin pozitif veya negatif olarak yorumlanmasi su sekilde
olmaktadir. 1) negatif kontrol gukurcugundaki spot sayisi
0-5 arasinda ise her hangi bir antijen cukurcugundaki spot
sayisindan negatif kontrol cukurcugundaki spot sayisindan
6 veya daha fazla ise test pozitif olarak kabul edilir. Eger
negatif kontrol cukurcugundaki spot sayisi 6 ve daha fazla
ise, herhangi bir antijen cukurcugundaki spot sayisi nega-
tif kontrol cukurcugundaki spot sayisinin iki kati olmasi ha-
linde test pozitif olarak kabul edilir. Bu testin TDT ile karsi-
lastinldigi ilk klinik galisma Lalvani ve arkadaslar (25) tara-
findan yapilmistir. Bu calismada arastirmacilar kultdr ile
dogrulanmis aktif TB hastalarinda ve tiberkiloz disi hasta-
g1 olan bireylerde RD1-ELISPOT testi ile TDT’ni karsilag-
tirmislardir. Aktif TB hastaligi olan bireylerde ELISPOT tes-
tinin duyarlligi %96 bulunurken TDT’nin duyarliigi %69
olarak saptanmistir. ELISPOT testinin 6zgUlligu bu calis-
mada %92 olarak bulunmustur. Diger bir calismada Pat-
han ve arkadaslar (26) TB lenfadenitli 11 hastanin 10’unda,
kultdr-negatif 8 pulmoner TB’lu hastanin 7’sinde, kulttr-
pozitif 25 akciger TB’lu hastanin 23’Gnde ve kultlr-pozitif
akciger TB’lu hasta ile ev ici temasi olan TDT-pozitif sag-
Ikl 27 bireyin 23’Unde ESAT-6 ELISPOT yanitlarini pozitif
bulmustur. Bunun yaninda kontrol grubu olarak alinan ve
TB temas 6ykusu olmayan 28’i BCG asili saglikli 32 bireyin
hi¢birisinde ESAT-6 ELISPOT yaniti pozitif bulunmamistir.
Ayrica arastirmacilar TB tedavisi alan 12 hastanin izlemle-
rinde tedavi ile birlikte ESAT-6 spesifik T hilicre sayisinin
zamanla azalma gosterdigini de saptamiglardir. Munk ve
arkadaglarinin (27) yapmis olduklar diger bir calismada
ekstrapulmoner ve pulmoner TB olgulari ile saglikli bireyler
RD1-ELISPOT yanitlari agisindan degerlendirilmistir. Bu
galismada 56 saglikli birey ile 21°i pulmoner, 22’si ekstra-
pulmoner 43 kultlr pozitif TB hastasi incelenmistir. Bu ca-
lismada ekstrapulmoner TB olgularinda RD1-ELISPOT tes-
tinin duyarliigi %76, pulmoner TB olgularinda %77 bulun-
mustur. Ex vivo PPD-ELISPOT yanitlar degerlendirildigin-
de ekstrapulmoner tiiberkilozda duyarliigi %64, pulmoner
TB olgularinda %86 olarak saptanmistir. RD1-ELISPOT
testinin BCG asili saglikli bireylerde 6zgulligt %94, ex vi-
vo PPD testinin 6zgulligl %55 bulunmustur. RD1-ELIS-
POT testi HIV-pozitif hastalarda da degerlendirilmistir (28).
Bu calismada incelenen HIV-negatif 11 TB’lu hastanin
11’inde (%100), HIV-pozitif 39 TB’lu hastanin 35’inde
(%90) RD1-ELISPOT yaniti pozitif olarak saptanmistir. Ay-
rca HIV-negatif saglkl 54 bireyin 27’sinde (%69) RD1-
ELISPOT yaniti pozitif bulunurken, HIV-pozitif asemptoma-
tik 21 bireyin 9’unda (%43) pozitif olarak bulunmustur. Bu
calismada arastirmacilar RD1-ELISPOT testinin HIV hasta-
larinda ytiksek duyarliliga sahip oldugu kanisina varmiglar-
dir. MTBI tanisinda kullanilan altin standart bir test bulun-
madidi icin RD1-ELISPOT testinin MTBI tanisinda duyarli-
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lik ve 6zgulligtnin belirlenmesi mimkun degildir. Bunun-
la birlikte tiiberkillozlu bireye temas yogunlugu ile MTBI
arasindaki iliski, TDT ve RD1-ELISPOT testleri kullanilarak
arastinimis ve hangi testin temas derecesi ile daha yakin-
dan iligkili oldugu incelenmistir (29). Balgam-pozitif akciger
tlberkilozlu birey ile temasi olan bireyler temas derecele-
rine gbre gruplandinimistir. Sonu¢ olarak arastirmacilar
RD1-ELISPOT testi ile temas derecesi arasinda kuvvetli bir
iliski oldugunu (odds orani=9, %95 Cl, 2.6-31.6 p=0.001)
bunun yaninda TDT’nin daha zayif derecede iliskili oldugu-
nu (1.9, %95 Cl 1.0-3.5, p=0.05), ELISPOT sonuglarinin
BCG asI durumundan etkilenmedigini fakat TDT pozitifligi-
nin BCG aslili grupta daha fazla oldugunu gdstermislerdir.
Bir bagka calismada temas yogunlug@u ile enfeksiyonun be-
lirenmesinde kullanilan testlerin basarisi bir okulda cikan
TB salgini sirasinda aragtinimistir (30). ingiltere’de 2001 yi-
linda bir okulda kaviter TB’lu bir ortaokul 6grencisi ile tema-
sI olan 1128 8grencinin 69’'unda TB ve 254’Unde TDT ile
MTBI tespit edilmis, incelenen 550 cocugun 467’sinin
(%87.3) BCG asili oldugu, 380’inin (%71.1) TDT-negatif,
155’inin (%29.9) TDT- pozitif oldugu gdzlenmistir. RD1-
ELISPOT testi TDT ile karsilastirldiginda indeks olguya ya-
kinlik ve temas derecesi iliskisini RD1-ELISPOT testinin da-
ha iyi belirledigi bulunmustur. Bu ¢alismada TDT’nin BCG
asil grupta asisizlara gére daha ylksek oranda pozitif oldu-
gu bulunurken, ELISPOT testinin BCG asillanmasindan etki-
lenmedigi saptanmigtir. Bir baska ¢alismada Richeldi ve ar-
kadaslar (31) cogul-ilag direncli pulmoner tlberkilozlu bi-
rey ile hastanede kisa sureli temasi olan hastalarda RD1-
ELISPQOT testinin TDT ve PPD-ELISPOT testine gére daha
erken dénemde enfeksiyonu gdsterdigini saptamislardir. Bir
baska calismada Wrighton-Smiht ve arkadaslan (32) te-
masli taramasinda T-SPOT.TB testi ile tliberkdlin deri testi-
nin maliyet etkinlik analiz calismasini yapmislar. Bu calisma-
da 267 temasli incelenmis ve bunlarin 193’linde (%72) tU-
berkilin deri testi pozitif olarak bulunurken sadece 74
(%27) temaslida T-SPOT.TB testi pozitif olarak bulunmus-
tur. TOberkdlin deri testi pozitif olan 193 hastanin sadece
65’inde (%33) T-SPOT.TB testi pozitif olarak bulunmustur.
Bu calismada maliyet analizi yapildiginda pozitif deri testinin
T-SPOT.TB testi ile dogrulanmasinin maliyet etkin oldugu-
nu gostermislerdir. Soysal ve arkadaslarinin (33) yapmis ol-
dugu diger bir calismada istanbul Anadolu yakasinda tiiber-
kiloz temas 6ykusu olmayan saglikli 209 cocukta tlberki-
lin deri testi ile T-SPOT.TB testi sonuglari karsilastinimistir.
Bu calismada calismaya alinan ¢cocuklarin 50’sinde TCT 0
mm, 45’inde 10-14 mm, 95’inde 15-19 mm ve 19’unda 20
mm veya Uzerinde bulunmus. 209 olgunun 120’sinde (57 %)
TDT pozitif iken, 31’inde (15%) T-SPOT.TB testi pozitif ola-
rak bulunmustur. TDT pozitif olarak bulunan 117 olgunun
sadece 25’inde (%24) T-SPOT.TB testi pozitif olarak bulun-
mustur. TDT negatif olan olgularin sadece Ucinde (%3) T-
SPOT.TB testi pozitif olarak saptanmistir. Bu calismada
arastirmacilar temas 6ykuisu olmayan saglikl ve BCG agil

cocuklarda tlberkUlin deri testinin latent tiberklloz infeksi-
yonu tanisinda ytiksek oranda yalanci pozitif sonug¢ verdigi-
ni gostermigleridir. RD1-ELISPOT testi BCG asisinin koru-
yuculugunu degerlendirmek amaciyla da kullaniimistir. Soy-
sal ve arkadaslar (34) 414 balgam yaymasi-mUspet eriskin
aktif akciger tiberkulozlu hasta ile son 6 aylik dbnemde ev
ici temasi olan 979 cocukta yaptiklari temasli incelemesi ¢a-
lismasinda RD1-ELISPOT testine dayanarak BCG asI skar
varliginin tiberkiloz infeksiyonu olasiigini %24 oraninda
azalttigi ve ikinci asinin infeksiyon icin ek bir koruma sagla-
madigini ilk kez géstermiglerdir.

QFT-Gold testi ile T-SPOT.TB testinin bire bir karsilas-
tinldig1 ¢cok fazla sayida ¢alisma mevcut degildir. Lee ve ar-
kadaslan (35) QFT-Gold testi ile T-SPOT.TB testini 224 ol-
guda karsilastirmiglardir. Bu calismada olgularin 87’si aktif
tiberklloz hastasi ve geriye kalan 131 kisi ise saglikli bi-
reylerden olusmus. Bu calismada T-SPOT.TB testinin du-
yarlihgi (%96.6) QF T-Gold (%70.1) testi ile karsilastinldigin-
da daha yuksek olarak bulunmustur. Bu ¢alismada 10 mm
endurasyon capi pozitif kriter olarak kabul edildiginde tu-
berkilin deri testinin duyarliigi (%66.7) en disik olarak
bulunmustur. QFT-Gold testinin 6zgulligd %91.6 olarak
bulunurken T-SPOT.TB testinin 6zgulligu %84.7 olarak
bulunmustur. QFT-Gold testinin 6zgllligu daha yiksek ol-
masina ragmen fark istatistiksel olarak anlamli bulunma-
mistir. Calismada tUberkdlin deri tesinin duyarliigi %78.6
olarak en diistk seviyede bulunmustur. Soysal ve arkadas-
lar (yayinlanmamis veri) kiltir-pozitif tedavi almamis 100
erigkin pulmoner tiberkiloz hastasinda bu iki testi karsi-
lastirmistir. Bu calismada tlberkdlin deri testinin, QFT-
Gold ve T-SPOT.TB testlerinin duyarlliklan sirasiyla %70,
%78 ve %83.5 olarak bulunmustur. Testlerin 6zgullikleri
ise sirasiyla %45, %89.4 ve %87.2 olarak bulunmustur.

Yorum

Sonug olarak yUz yildir tiberkUloz infeksiyonu tanisinda
kullanilan taberkdlin deri testine alternatif bir test gelistiril-
memisti. Son yillarda mikobakteri turlerinin genomik yapi-
sinin belirlenmesinden sonra tiberkiloza 6zgin antijenleri
kullanarak daha 6zgll ve duyarli testlerin gelistirilebilecegi
fikri ortaya atilmistir. Bu amacla gelistirilen ve tlberkiloza
6zgu antijenler ile uyarilan T htcrelerinin salgilamis oldugu
IFN-y dizeyini belirleme ilkesi ile ¢alisan bu yeni testler tu-
berkllin deri testinin duyarlihginin ve ézgulliginin disik
oldugu veya kullanilamadig bir cok durumda kullanilabile-
cegini yapilan calismalarda gdstermistir. Bunun yaninda
unutulmamasi gereken bir nokta ise bu yeni gelistiren test-
ler hakkinda tlberkulin deri testinde oldugu kadar yeterli
sayida calisma ve tecribe mevcut degildir. Bu alanda ya-
pilacak olan yeni calismalar ile bu testlerin kullaniminin
yayginlasacagi ve gelecekte tiiberklloza 6zgul antijenlerin
sayisisinin artmasi ile latent infeksiyon ile yakin infeksiyonu
veya hastalik ile infeksiyon ayirimini yapacak yeni tani me-
todlarinin gelistirilebilecedi kanisindayiz.
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