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GIRIS ve AMAC

Diinya niifusunun yaklagik ticte biri tiiberkiiloz basili ile infektedir ve tiiberkiiloz
nedeniyle yilda yaklasik 2 milyon insan dlmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) 2006
yili raporunda; 2004 yilinda, 8,9 milyon yeni olgu oldugu, bunlardan 3,9 milyonunun
cevredeki insanlar1 infekte etme riski yiiksek olan yayma pozitif hastalar oldugu ve 1,7

milyon insanin hastalik nedeniyle 6ldiigii belirtilmektedir (1).

Ulkemizde niifusun dértte birinin tiiberkiilozla infekte oldugu tahmin edilirken, 2004
yilinda 8.974° i yayma pozitif olmak iizere 19.944 yeni olgunun tespit edildigi ve
infeksiyona bagli 3.815 kisinin bu nedenle hayatini kaybettigi saptanmistir (2).

M. tuberculosis solunum yoluyla bulagsmaktadir. Hasta ile yakin ve uzun siireli temasta
bulunanlarda daha yiiksek bulas goriilmektedir. Yine ayni sekilde tiiberkiiloz klinigi ve

laboratuvari ¢alisanlar1 da infeksiyon i¢in yiiksek bulag riski tasirlar.

M. tuberculosis ile infekte bireylerin %10’ unda hayatlarinin bir doneminde aktif
infeksiyonun gelistigi bilinmektedir. Diinya niifusunun {icte birinin infekte oldugu

diistintiliirse; bu durumun yeni olgular i¢in ne denli biiyiik risk oldugu agiktir(3).

Tiiberkiiloz tanisinda en hizli ve en ucuz yontem basilin direk mikroskopi ile
saptanmas, altin standart yontem ise kiiltiirdiir. Ancak Ingiltere’ deki veriler gdstermektedir
ki, kiltiir ile akciger tiiberkiilozlu hastalarin %68’ 1, akciger dis1 tiiberkiilozlu olgularin ise

ancak %49’ u gosterilebilmektedir. Bu oranlar ¢ocuklarda daha da diisiiktiir (3.4).

Robert Koch’un, 19. yiizyilda M. tuberculosis kiiltlir filtratlarini 1s1 ile inaktive ederek
elde ettigi tiiberkiilini deri i¢ine uygulayarak gelistirdigi, Purified Protein Derivative (PPD)
deri testi halen Latent Tiiberkiiloz infeksiyonu (LTBI) saptanmasinda kullanilan tek testtir
(3). Testin degerlendirilmesi M. tuberculosis’ e kars1 gelisen gecikmis tipte kutandz asiri
duyarhilik reaksiyonun Olglilmesi esasina dayanir. Test sonucu olarak pozitiflik M.
tuberculosis’ e bagl olabilecegi gibi, BCG (Bacille-Calmete-Guérin) asilanmasina veya
cevresel mikobakteri infeksiyonuna bagli olabilir. Bununla birlikte immun yetmezlik gibi
pek cok durumda yanls negatif sonuclar elde edilebilir. LTBI olan bireylerin saptanmasi bu

kisilerin %10’ da aktif tiiberkiiloz gelismesi riski nedeniyle 6nemlidir.



Ancak yiizy1l boyunca LTBI tanisi i¢in yen bir yontem gelistirilememistir. LTBI’ na
humoral immun cevap genellikle yetersiz oldugundan, hiicresel immun cevap olusturacak
antijenler arastirllmistir. M. tuberculosis H37RV, M. bovis ve BCG suglarinin genomlarinin
kiyaslanmasi ile Region of Difference (RD) adi verilen 16 farkli bolge tanimlanmistir. M.
bovis” de RD1 bolgesi 1921 yilinda invitro kiiltiirlerde kaybolmustur. Bu bolge BCG asis1 ve
cevresel mikobakterilerde bulunmamaktadir (5). RD1 bolgesinden kodlanan Early Secretory
Antigenic Target (ESAT) 6 ve Culture Filtrate Protein (CFP) 10 proteinleri saptanmis (6),
olup bu proteinler ¢evresel mikobakterilerin cogunda ve BCG suslarinda bulunmaz. Bu
proteinlerin, uyarmasi ile Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerinde (PKMH), saptanabilir
interferon yanitina neden olduklart i¢in kiiltiir negatif aktif tiiberkiiloz infeksiyonlar: ile

LTBI’ larinin saptanmasinda umut 15181 olmustur.

T-SPOT™.TB ad1 verilen ticari yontemde hasta kaninda uygun yontemle elde edilen
PKMH? lerinin mikro kuyucuklarda ESAT-6 ve CFP—10 proteinleriyle 37° C* de % 5 CO; ’
li ortamda 24 saat uyarilmasi ve yanitin Enzyme-Linced Immunospot (ELISPOT)

yontemiyle olusan interferon (INF) yanitinin saptanmasi esasina dayanir.

Calismamizda ama¢ T-SPOT™.7B testinin Tiberkiiloz Deri Testiyle (TDT)
karsilagtirilarak bu testin LTBI’ lular, kiiltiir negatif aktif tiiberkiilozlular, ev i¢i temasli ve

tiiberkiiloz klinik ve laboratuvari ¢alisanlarinda kullanilabilirligini saptamaktir.



GENEL BIiLGILER

Mikobakteriler, Mycobacteriaceae familyasina bagli tek genus olan Mycobacteriumlar
icinde yer almaktadir. Yiiksek oranda G+C (% 62—70) igermeleri ile mikolik asit iceren diger
bakterilere, Nocardia (%60-69), Rhodococcus (%59-69), ve Corynebacterium’lara (%51—
59) benzerler (7).

1959°da Runyon, M.tuberculosis ve M.bovis disinda, klinik 6rneklerden izole edilen
diger mikobakteriler i¢in bir gruplama yapmistir. Bu smiflamada her grup degisik tiirleri

igcermektedir.

Grup I: Sadece 1sikta sart - portakal rengi pigment olusturan fotokromojenik

mikobakteriler (M. kansasii, M. marinum, M. simiae),

Grup II: Karanlikta portakal rengi veya kirmizi pigment olusturan skotokromojenik

mikobakteriler (M.scrofoleceum, M.xenopi, M.gordonae),

Grup III: Nonfotokromojenik, yavas iireyen, S tipi ve krem rengi kolonileri olan

mikobakteriler (M.avium-intracellulare) ,

Grup IV: 25 ve 37 °C’de iiremeleri i¢in bir haftadan daha az bir siireye gereksinim

duyan cabuk tireyen mikobakteriler (M.fortuitum-chelonae kompleks) icermektedir.

Runyon gruplandirmasinda; pigmentasyon, koloni morfolojisi ve iireme hizi temel

almmuastir (8).

Yillar sonra biitlin mikobakteri tiirlerinin Runyon gruplamasina uymadiginin farkina
varilmis ve bunlarin disinda birgok yeni tiir tammlanmistir. Ornegin M.avium-intracellulare
(MAI)’nin bazi1 izolatlar1 yiiksek oranda pigment olusturduklar1 ve M. szulgai’nin 25 °C’de
fotokromojenik, 37 °C’ skotokromojenik olduklar1 farkedilmistir. Bu farkliliklar nedeniyle
artik biitiin mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmalar tavsiye edilmektedir ve Runyon

gruplandirilmasi laboratuvarlarda kullanilmistir.

Runyon gruplandirmasindaki  mikobakteriler ‘atipik mikobakteriler’ olarak
adlandirilmigsa da son yillarda bu tiirlerin atipik olmadiklart kabul edilmis ve bu grup i¢in
‘Mycobacteria Other Than Tuberculosis (MOTT)’ veya ‘non-tuberculosis mycobacteria’
terimleri kullanilmistir. Ancak bu terimlerin de mikobakteri tiirlerini tanimlamada yetersiz
kaldig1 goriilmiistiir. Klinik agidan onemli ¢esitli mikobakteri tiirlerinin olusturdugu
infeksiyonlarin tedavileri farkli oldugu i¢in tiim mikobakterilerin tiir adlari ile belirtilmeleri

gerekmektedir.  Klinik  mikrobiyoloji ~ yonlinden = mikobakterilerin daha  uygun



simiflandirilmast Wollinski tarafindan 1979 yilinda yapilmis, Woods ve Washington
tarafindan yeniden diizenlenmistir. Tablo 1’de, M. tuberculosis disindaki mikobakterileri

gostermektedir (7,9).

Tablo 1: M.tuberculosis komplex disindaki mikobakteriler (9)

Grup Tiir
Insanlarda patojen olan tiirler M. leprae
Insanlarda potansiyel patojen olan tiirler M. avium-intracellulare, M. kansasii
Insanlarda nadiren hastalik olusturan M. fortuitum-chelonae kompleks, M. xenopi
saprofit mikobakteriler
Yavas lireyenler (>7 giin) M. gordonae, M. asiaticum, M .terrae-triviale

kompleks, M. gastri, M. nonchromogenicum
M. paratuberculosis

Orta siirede tlireyenler (7—10 giin) M. flavescens

Cabuk tireyenler (<7 giin) M. termoresistibile, M. smegmatis, M. vaccae,
M. parafortuitum kompleks, M. phlei

Mikobakterilerin genel ozellikleri:

Mikobakteriler silindir seklinde, uglar1 yuvarlak, 0.3-0.6 um en ve 1-4 um boyunda,
diiz veya hafif kivrik, ince basillerdir. Hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiizdiir. Hiicre duvar
yapisinin  biiyilk  bolimiinii  olusturan lipitlerin  hidrofobik 6zelliklerinden dolay1
bakteriyolojik boyalarla zor boyanirlar. Mikobakteriler aside - alkole direngli boyanma
ozelligi gosterirler. Bakterinin aside direngli boyanma 6zelligi, fiziki biitiinliigii yaninda

hiicre duvarindaki mikolik asit ve lipid bariyer sisteme baghdir. (7, 10, 11).

Mikobakterilerin hiicre yapisi: Mikobakteriler sitoplazma, sitoplazmik zar ve

bunlar1 ¢evreleyen lipidlerce zengin bir hiicre duvarindan olusmuslardir.

Elektron mikroskop caligsmalar1 sitoplazmik zarin iki elektron yogun tabaka ve arada
transparan bir bolge goriintiisii ile klasik iki tabakali sitoplazmik zar goriiniimiine benzerlik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Elektron mikroskop goriintiilerinde iki tabakanin simetrik
olmadigi, distaki tabakanin daha kalin oldugu gozlenmistir. Elektron sitokimyasal
caligmalara gore; bu kalinligin karbonhidratlar, fosfatidil inazitol, mannozitler ve
lipoarabinomannan molekiillerine bagh oldugu diistiniilmektedir. Sitoplazmik zarmn lipit
yapisinda; kardiolipin, fosfotidiletanolamin ve monofosfoinositollerin  bulundugu

gosterilmistir (11, 12).

Hiicre duvar yapisinin ana iskeletini peptidoglikan olusturmaktadir (Sekil 1). Bu

yapiya arabinogalaktan molekiilleri fosfodiester baglari ile baglanmakta, ucunda da mikolik



asitler yer almaktadir. Mikolik asitler ise degisik lipit, glikolipit ve bazi proteinler ile

sonlanmaktadir.

Sekil 1: Mikobakterilerin hiicre duvar yapisinin sematik goriiniimii.
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(www.nature.com/nature/journal/v406/n6797/fig_tab/406788a0_ F2.html’ den alinmigtir)

Peptidoglikan tabakaya bitisik olan tabaka, arabinogalaktan tabakasidir. Kuvvetli
immunojendir. Hiicre duvar kitlesinin %35’ini olusturur. Arabinogalaktan, arabinoz ve
galaktozdan olusan dalli bir polisakkarittir, koruyucu bariyer gorevi goriir, giiclii
hidrofobiktir ve bu 06zelligi nedeniyle suda eriyen boyalar bakteriye penetre olamaz.
Arabinogalaktanlarin yan zincirlerindeki ug¢ arabinoz birimlerine mikolik asit diye
adlandirilan bir grup zincirli yag asitleri kovalent baglarla baglanirlar. Bu asitler hiicre

duvarmin kalinligindan ve biiyiik oranda hiicrenin aside direngli olusundan sorumludur.

En dig tabaka bir grup heterojen peptidoglikolipidler veya fenolik glikolipitlerden

olusmustur ve “mikozidler” olarak adlandirilir (11,12).

A-Lipidler: Mikobakterilerin pek ¢ok 6zellikli kompenentleri arasinda, lipidlerin diger
bakteriler ile kiyaslandiginda ayr1 bir yeri oldugu goriiliir. Baslica lipidleri; mikolik asit,
balmumu (Waxes D), fosfolipidler, trehalozlar (kord faktorii, siilfolipidler, mikolipenik asit),
glikolipidler, lipoglikan ve lipoproteinlerdir.

Balmumu (WaxesD): Mikobakteri hiicre duvarinda bulunan bir peptido-gliko-lipiddir,
mikolik asid molekiillerinin ucunda yer alir. Wax D, muramil dipeptid bilesikleri i¢inde
adjuvan etki gostermektedir. Ayn1 zamanda interferon yapimini da indiikledigi gosterilmistir.

BCG agismin, belli tiimorlerde gerileme gosteren immiinoterapotik etkisinde rolii vardir
(7,12).



Kord faktorii (6,6’-dimikolat-a-D-trehaloz): Middlebrook (1947), virulan
tuberkiiloz basillerinin kord olusturdugunu gozlemis ve bunun virulansla iliskili oldugunu
diisiinmiistiir. Adjuvan aktiviteyi de iceren, ¢ok sayida Ozellige sahiptir. Alternatif
kompleman yolunu aktive eder, polimorfoniikleer lokosit gog¢iinii oOnler, granulom
olusumunda rol oynar, antitimor 6zelligi vardir. Konak hiicre mitokondri membranina
tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasara yol acar. Farelerde karakteristik bir
toksisiteye sahiptir. Bu bilgilere ragmen, kord faktoriiniin tiiberkiiloz patogenezindeki rolii

tam olarak bilinmemektedir (7, 11, 12).

Fosfolipidler: Fosfatidik asid temel yapisindaki fosfodiasilgliserollerdir. Sitoplazmik

membrana baglidir. Peptidoglikan ve hiicre duvar polisakkaridinin sentezinde rol oynar (7).

Siilfatidler: Basilin virulansindan esas sorumlu neden olarak degerlendirilmistir.
Fagosom aktivasyonunu inhibe ederek, bakterinin intraselliiler yasamini stirdlirmesini saglar.

Avyrica kord faktor toksisitesini de artirmaktadir(13, 14).

Mikolipenik asit: Sadece virulan suslar tarafindan olusturulur. Lokosit go¢iinii 6nemli

oranda azaltir (11).

Lipoglikanlar: Lipid tasiyicis1 olarak islev gorerek uzun zincirli yag asitlerinin
sentezine olanak saglarlar. Lipooligosakkaritler serovarlarin dominant epitoplarini olusturur

ve onemli yiizey antijenleridir. Fenoglikolipidler tiir ve antijenik 6zelligini verir (11).

B-Proteinler: Mikobakterilerde hiicre duvarinda proteinlerde yer almaktadir. Bunlarin
baslica islevleri; hiicre boliinmesinde rol alan enzimler ve duvar polimerlerinin sentezinde
yer almak, atiklarin hiicre duvarindan ge¢mesinde rol oynamak, porlar1 olusturmak ve
antijenik ozellik saglamaktir. M.tuberculosis’de bulunan proteinler fiziksel, kimyasal
ozellikleri, fonksiyonlar1 ve lokalizasyonlarina gére gruplandirilabilirler. Is1 soku proteinleri,

lipoproteinler, sitoplazmik membrana bagli ve salgilanan proteinler baslicalaridir (11).

C-Polisakkaritler (arabinogalaktan ve arabinomannan): Duyarli deney
hayvanlarinda anafilaktik tipte asir1 duyarlilik reaksiyonlarma neden olurlar. Gecikmis tip
asirt duyarlilik reaksiyonlarinda rolleri yoktur. Konak hiicre makrofajlarindan TNF-a
salimmmini arttirirlar. Notrofillerin damardan dokuya gegmesini ve yangisal tepkimenin

olugmasini saglarlar (7).



ANTIJENIK YAPI

M. tuberculosis’in antijenik yapisi, bugline kadar tam olarak aydinlatilamamistir.
Yapisinda yer alan protein, lipid ve polisakkaridlerin tiimii immunojeniktir. Bu
komponentlerin, immiinosupresyon, makrofaj aktivasyonu, graniilom olusturma, toksisite,
alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi birgok degisik etkileri vardir. Proteinler,

anahtar immunojen olarak kabul edilirler.

Old tiiberkiilin (OT): Ilk kez Koch tarafindan elde edilen OT’nin infekte bireylerde,
basille karsilasmamis olanlara nazaran daha cabuk ve daha belirgin reaksiyon olusturdugu
goriilmiis ve tiiberkiiloz infeksiyonunun tanisinda, intradermal cilt testi olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bilesimindeki proteinler, karbonhidratlar ve besiyerine ait maddeler nedeniyle

0zgiil olmayan reaksiyonlara neden olur.

Saflastirilmis protein derivesi (Purified Protein Derivative: PPD): OT’nin
kollodyen membranlardan siiziilmesi ve amonyum siilfatla ¢oktiiriilmesi sonucu elde
edilmig, kismen daha saf bir {iriindiir. Bilesimindeki proteinler daha kii¢iik oldugundan ve
daha az karbonhidrat igerdiginden 6zgiil olmayan reaksiyonlara daha az rastlanir. Diinya
saglik orgiitii; 0,1 ml soliisyonda 5 tiiberkiilin iinitesi (TU) dozunda PPD veya 0,0001 mgr
standart tliberkiilin (PPD-S) bulunmasini 6nermektedir. Tam olarak saflagtirilmamis olmasi
ve diger mikobakteri tiirleri ile olusan infeksiyonlarda ¢apraz reaksiyonlara sik rastlanmasi

gibi olumsuzluklara ragmen PPD, immiinodiagnostik 6nemini hala korumaktadir.

Saflastirilmis antijenler: Son yillarda daha saf antijenlerin elde edilebilmesi amaciyla
yapilan ¢alismalar sonucu, sitoplazmik orjinli oldugu sanilan antijen 5 ve antijen 6 elde
edilmistir. Saflastirilmis mikobakteriyel antijenler i¢inde en ilgi ¢ekeni 65 kD antijenidir. Ist
sok proteinlerine ¢ok benzer ve yiiksek oranda immiinojeniktir. Konak dokularda salindigi
zaman otoimmiin reaksiyonlara ve kazeifikasyon nekrozuna yolactig1r gosterilmistir. Bu

antijene kars1 olusmus antikorlar ile duyarl T hiicrelerinin varlig1 gosterilmistir (7).
Tiiberkiilin deri testi:

M.tuberculosis’e karst olusmus geg tip asir1 duyarlilik reaksiyonunun gostermek icin
yapilan intradermal bir testtir. Testin pozitif olmasi infeksiyonu gosterir, ancak tiiberkiiloz
tanisin1 koydurmaz. Hastali§in kontroliinde, ayirici tanisinda, olgularin ortaya ¢ikarilmasinda
ve hiicresel immiinitenin degerlendirilmesinde kullanilir. Daha 6nce basille karsilagmis
kisilere intradermal olarak tiiberkiilin verilmesi, enjeksiyon yerinde, eritemli veya eritemsiz

bir endurasyon olusmasina neden olur. Duyarliligin derecesi, reaksiyon alaninin c¢api



Olgiilerek tayin edilebilir. Ancak ciltte meydana gelen reaksiyonun biiylikliigi ile hastalik

derecesi arasinda bir korelasyon yoktur (7).

Tiiberkiilin duyarliligin arastirilmasinda ¢esitli deri testleri kullanilmistir. Bugiin en
¢ok kullanilan standart PPD ile uygulanan Mantoux testidir. On kolun 6n yiiziiniin
temizlenmis derisi igine Ozel tiiberkiilin enjektorii kullanilarak 0,1 cc 5 TU tiiberkiilin
enjeksiyonu ile yapilir. Dogru olarak uygulanmis bir enjeksiyonda, deride 6—10 mm c¢apinda
soluk renkte, bir kabarcik olusur. Test 48-72 saat sonra okunmalidir. Eritem 6nemli olmayip,

asil dlgiilmesi gereken endiirasyonun ¢apidir (7,10).

10 mm veya daha fazla endiirasyon pozitif, 5 mm’den biiyiik, fakat 10 mm’den kiigiik
endiirasyon siipheli, endiirasyon olmadan sadece eritem veya 5 mm’den kiigiik endiirasyon

negatif olarak kabul edilir.

Tiiberkiiloz bakterileri ile hi¢ temas etmemis kisilerde tiiberkiilin deneyleri negatif
sonu¢ verir. Deneyin pozitif ¢ikmasi, kisinin daha Once bir tiiberkiiloz infeksiyonu

gecirdigini veya halen tiiberkiilozlu oldugunu veya asilanmis oldugunu gosterir.
PATOGENEZ

Tiiberkiilozda en 6nemli bulas yolu inhalasyondur. Bulas sonrasi infeksiyon olusup
olusmamas1 veya hastalik meydana gelip gelmemesi konagin direnci ile bakteriyel virulans
arasindaki dengeye baglhidir. Aktif tiiberkiilozlu kisiler ¢evreye, i¢cinde degisik sayilarda basil
bulunan damlacik sacarlar. Saglikli kisiler tarafindan solunan bu damlaciklarin biiyiik
olanlar1 burun ve brons yiizeyindeki silialar tarafindan tutulurken, i¢inde 1-3 basil bulunan

kiigtik partikiiller kolaylikla alveollere ulasir ve alveoler makrofajlarca fagosite edilirler.

Mikobakteri tasiyan fagozum ¢ogunlukla lizozom ile birlesmez ve fagozomun pH’si,
proton-ATPaz vezikiillerinin dislanmas1 nedeni ile daha fazla asidifiye olmaksizin 6.5
dolayinda kalir. Bu mikobakterinin yagsamasi i¢in uygun pH’dir. Ayrica mikobakterinin
duvar yapisinda yer alan komponentler, bakterinin, kendisini konagin immiin saldirisina
kars1 korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (15). Makrofaj aktivitesi yetersiz kalirsa basil,
hiicre iginde cogalmaya baslar. ikiye béliinme siiresi uzun oldugundan makrofaj i¢inde yavas
bir sekilde ¢cogalan M.tuberculosis, akcigerde vazodilatasyon, 6dem, polimorfniiveli 16kosit

ve fibrindz eksuda ile karakterize erken konak cevabina neden olur.

Konakta, basillerin belli bir sayiya ulagsmasi ve hiicresel immiin cevabin ortaya
cikmasina kadar 3 — 8 haftalik bir siire gecer. Hiicresel immiin cevap ile birlikte aktive olan

T-lenfositler ve makrofajlar basilleri cevreleyerek, nonspesifik konak cevabinin bir



gostergesi olan graniilamatdz inflamasyon gelisimine yol acarlar. CD4 T hiicrelerinden
salinan IFN y ile lenfokinler, makrofaj ve monositleri aktive eder. Monositlerden koken alan
doku makrofajlar1 epiteloid hiicrelere, bunlarda birleserek ¢ok nukleuslu dev hiicrelere
dontistir. Aktive makrofajlar fagozom igindeki basilleri superoksit anyon, radikal hidroksil
ve hidrojen peroksit gibi serbest radikaller ile 6ldiiriir. Bakteri fagolizozomda islenerek,
MHC klas II molekiilleri ile birlestikten sonra makrofajin yiizeyine yapisir (16).
Mikobakteriyel hiicresel cevapta dominant olan T lenfositlerinin %90’1 o ve B zincirinden
olusan reseptorleri ile antijeni taniyarak aktif hale geger. Makrofajlar tarafindan fagosite
edilen, ancak oldiiriilemeyen bakteriler MHC klas I molekiilleri ile birlesip CD8 T
lenfositlerine sunulur. Ancak tiiberkiiloz basilleri ile meydana gelen infeksiyonlarda aktivite

CD8 T hiicrelerinin rolii kesin olarak anlasilamamustir (7, 15).

Hiicresel immiinite ve gecikmis tip hipersensitivite T hiicreleri ile olusur. Her ikisinde
de ayn1 immiinolojik mekanizma s6z konusudur. Hiicresel immiinite infeksiyon ajaninin yok
edilmesiyle ilgilidir. Gecikmis tip hipersensitivite, konak organizmanin infeksiyona verdigi
immiinolojik bir cevaptir. Gecikmis tip hipersensitivite olustugunda lenfositlerden aciga
cikan lenfokinler sadece basilleri oldiirmekle kalmaz graniilomun merkezinde bulunan
nekrotik dokularda pihtilasma mekanizmasini harekete gegirip, iskemi ve tromboza neden
olur. Sonugta doku yikimi meydana gelir. Lezyon bdlgesindeki aktive makrofajlara ait
proteinaz, lipaz, endoniikleaz gibi enzimler graniilomun ortasinda bulunan kazeomu eritir ve

likefaksiyona yol agar. Likefiye kazeomun bronsa acilmasi ile kavitasyon olusur (7).
Tiiberkiiloz primer veya sekonder olarak iki sekilde ortaya ¢ikar:

Primer tiiberkiiloz, bireyin tiiberkiiloz bakterileriyle ilk defa infekte olmasidir.
Solunum yoluyla alman tiiberkiiloz basilleri genellikle alt loblarda ve plevra altinda
yerlesirler. 11k yerlesim yerinde toplanmakta olan makrofajlar epiteloid hiicrelere doniisiir.
Bunlar birleserek langhans tipi dev hiicreleri olustururlar, etraflar1 lenfositlerle ¢evrilir ve
graniilom meydana gelir. Bu yapiya ‘Ghon’ odagi denir. Bolgesel lenf bezlerine yayilan
basiller burada da ayn1 graniilomat6z olaya neden olur. Akcigerdeki primer periferik lezyon
ve beraberinde biiylimiis lenf bezlerine “Ghon kompleksi veya primer kompleks” denir.
Genellikle asemptomatiktir. Bolgesel lenf bezlerindeki basiller kan yoluyla viicuda
yayilabilir ve menenjit, miliyer tiiberkiiloz gibi hastaligin agir sekilleri ortaya ¢ikabilir (17,

18).



Sekonder tiiberkiiloz (reinfeksiyon tiiberkiilozu, eriskin tiiberkiilozu), dnceden primer
infeksiyon gecirmis bir kiside tiiberkiilozun reaktive olmasiyla olusur. Cogunlukla erigkinde
goriilmesi, baslangic lezyonlarinin iist zonlara yerlesmesi, brons yolu ile yayilmasi, hiler

lenfadenopatinin ve spontan iyilesmenin nadir olmasiyla primer tiiberkiilozdan ayrilir.
Sekonder tiiberkiiloz 3 sekilde ortaya cikar:

1. Endojen reinfeksiyon: Primer infeksiyon sirasinda lenfohematojen yolla akcigerin
apikal-subapikal boélgelerine yerlesen (Simon odagi) ve g¢ogalmadan burada canliligini
siirdiiren basillerin (dorman halde) hayatin herhangi bir doneminde hiicresel immiin yanitta

meydana gelen baskilanma nedeniyle aktif hale gegmesi ile meydana gelir.

2. Primer infeksiyonun ilerlemesi: Primer tiiberkiiloz iyilesmez ve ilerlemeye devam
ederse eriskin tipi tiiberkiiloza doniisebilir. Nadir bir durumdur. Ozellikle ergenlik ¢cagindan

sonra primer tiiberkiiloz olanlarda goriiliir.

3. Eksojen reinfeksiyon: Primer infeksiyon gecirmis bir kisinin disaridan tekrar

tiiberkiiloz bakterilerini almasiyla olusur (7, 17, 19).
Tiiberkiiloz hastaliginda baslica iki tipte lezyon olusur:

1. Eksiidatif tip: Odem sivis1, polimorf niiveli 16kositler ve daha sonra bakterilerin
cevresinde monositlerle karekterize akut iltihabi reaksiyonu igerir. Bu tip 6zellikle akciger
dokusunda goriiliir. Tiim eksiida emildiginde iyilesebilir, doku nekrozu olusabilir veya

prodiiktif lezyon gelisebilir. Eksiidatif faz boyunca tiiberkiilin deri deneyi pozitiftir.

2. Prodiiktif tip: Gelistiginde tiiberkiiloz basillerini igeren multiniikleer dev hiicreler
veya Langhans hiicrelerinden olusan genis bir merkez bolge, genellikle radyal olarak
yerlesmis epiteloid hiicrelerden olusmus bir bolge, fibroblastlar, lenfositler ve monositlerden

olusmus periferik bolgeden meydana gelen graniiloma olusur.

Lezyonun bulundugu yerde periferal fibroz doku gelisir ve merkez bolgesinde kazedz
nekroz olusur. Bu lezyonlara tiiberkiil denir. Kazeoz tiiberkiil bir brons i¢ine dogru gelisirse,
icerigini buraya bosaltir ve kavite olusur, buna kavern adi verilir. Daha sonra kalsifikasyon

ve fibrinlesme ile iyilesebilir (19, 20).
M. Tuberculosis’ e Spesifik Antijenlerin Patogenezdeki Rolleri:

M. tuberculosis kompleksine kars1 6zgiil antijen ilk kez Harboe ve arkadaglar
tarafindan gosterilen 24 kDa agirligindaki MPT64 antijeni olup M. bovis ve M. tuberculosis
kiiltiir filtratlarinda gdsterilmis fakat BCG orneklerinde gosterilememistir (21).
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Bu gozlem daha sonra PCR hibridizasyon yontemiyle MPT64’i kodlayan genin
bulunmasini saglamis ve bu genin bazi1 BCG alt suslarinda olmadig1 bulunmustur. insanlarda
yapilan c¢alismalarda MPT64 antijeninin orta derecede lenfosit yanitina yol agtigi ve TB

hastalarinda diisiik oranda cevap alindig1 gézlenmistir (22).

Bir ¢aligmada PPD reaktif TB hastalarinin sadece %6’sinda MPT64 e kars1 gecikmis
tip hipersensitivite yanitt saptanirken, ortak antijen Ag85B’a (MPT59) karst %50 yanit
bildirilmistir (23).

Bunun yaninda, yapilan ¢alismalarda yiiksek doz MPT64 patch testinin hasta ile
saglikli birey ayirnminda %100 spesifite ve %98,1 sensitiviteye sahip oldugu gdézlenmistir

(24).

Fakat bu antijenin bazi1 BCG suslarinda da mevcut olmasi tanisal degeri agisindan
sorun yaratmaktadir. Son yillarda ise daha diisiik molekiiler agirlikli bir antijen olan ESAT—6
kiiltiir filtratlarinda izole edilmistir (25,26). Bu antijeni kodlayan genin M. Tuberculosis
complex’ te bulundugu, BCG suslarinda bulunmadig1 ve M. kansasii, M. marinum, M.
szulgai ve M. flavescens haricindeki diger mikobakteri tiirlerinde bulunmadig1 gosterilmistir

(27, 28).

Bu calismalarin devaminda ESAT—6 geninin promotor bdlgesi belirlenmis ve diger bir
antijenin (culture filtrate protein 10 kDA, CFP-10) aym1 gen ile kodlandig: tespit edilmistir.
Bu antijenlerin TB tanisinda kullanilmasi s6z konusu oldugunda, bu geni tasiyan diger
mikobakteri tiirleri icinde sadece M. kansasii nin TB benzeri hastalia neden oldugu da
bilinmektedir. Ancak bu da ¢ok nadir olarak infeksiyona neden olmaktadir. Danimarka’da
yapilan bir ¢alisgmada MOTT basilleri ile infekte olan hastalardan elde edilen izolatlarin

%0,5’inde M. kansasii bulunmustur (28).

Invitro pasajlar sirasinda BCG susunda bazi bolgelerin  delesyona ugradig
gozlemlenmistir (regions of differences (RD)). Bu bolgeler RD1, RD2 ve RD3 olarak
adlandirilmig ve ESAT-6, CFP—10 ve MPT64 (yeni antijenler eklenmeye devam etmektedir)
icin genlerin bu delesyona ugrayan bolgelerde oldugu gézlenmistir (29). RD1 immunolojik
olan Early Secreted Antigenic Target 6-kDa protein (ESAT-6) ve Culture Filtrate Protein 10
(CFP-10) proteinlerini kodlamaktadir.

ESAT-6/CFP-10 (Rv3875/Rv3874): Bu proteinler ESAT-6 ailesine bagh

proteinlerdir ve M. tuberculosis kiiltiir filtratlar1 icinde sekrete edilen kii¢iik molekiillerdir.
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Bu iki molekiil TB hastalarinin ¢ogunlugunda tespit edilen immiinodominant proteinlerdir

(30).

Guinea domuzlarda yapilan bir calismada M. bovis’in bu proteinlerini kodlayan
genlerin tahrip edilmesiyle infeksiyonun daha agirlastigi gézlenmistir (29). Bu hayvan
modelinde bu proteinlerden hangisinin bakteri viriilans1 ile iligkili oldugu ayirt
edilememistir. Rv3874 ve Rv3875, RDI1 gen delesyon bdlgesinde yer almaktadir. RD1, M.
bovis BCG ile M. bovis vahsi-tip arasinda belirlenen ilk farkli delesyon bolgesidir. RD1
yapisal 9 proteini kodlayan genleri igeren bolgedir. Bu proteinler Rv3971 ile Rv3979
arasinda adlandirilmastir (30, 31).

RD1 bolgesi patojenik tiim M. tuberculosis ve M. bovis suslarinda bulunmasina karsin
M. bovis BCG suglarinin higbirinde bulunmamaktadir (32). Bu nedenle bu gen bdlgesinin
virlilansla iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla yapilan c¢aligmalarin birinde RD1
gen bolgesi kaldirilmis olan M. tuberculosis H37Rv’nin M.bovis BCG ile ayn1 derecede
viriilansa sahip oldugu gozlenirken diger bir calismada ise M.bovis BCG susuna RD1 geni

yerlestirilerek daha viriilan hale geldigi goriilmistiir (33).

Bununla birlikte bu gen boélgesinin gercekten virtilans ile iliskili olup olmadigi

yoniinde kesin bir sonug elde edilebilmis degildir.
INTERFERONLAR:

1957 yilinda inaktif viriise maruz kalan hiicreler tarafindan iiretilen ¢6zilinebilir bir
faktoriin, viral replikasyonu engelledigi ve bunu yeni hiicrelere tasiyabildigi kesfedilmistir.

Bu nedenle bu faktore interferon denilmistir(34).

O tarihten beri interferonlarin antiviral aktiviteye sahip, genis bir protein ailesi oldugu
gosterilmistir. Ayrica interferonlar, giiclii antiproliferatif ve immiin diizenleyici aktivitelere

de sahiptirler.
Interferon Tipleri:
Interferonlar antijenik agidan farkli tiplere ayrilirlar (Tablo 3):

Tablo 3: interferon tipleri ve ozellikleri

interferon Ana hiicre Salgilaninasini saglayan | Molekiil agirhg (Dalton)

Tip 1 (a. IFNa, b. IFNp) | Lokosit Fibroblast Viriis veya ¢ift sarnal RNA | 18.000-20.000-23000

Tip 2 (IFNy) Uyanlmis T Lenfositi | Antijen 20.000-25.000
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A) Tip 1 interferonlar [alfa interferon (IFNa) ve beta interferon (IFNp)]

Bunlar viral infeksiyonlarda veya yapay olarak ¢ift sarmal RNA tarafindan
indiiklenirler. a-IFN, temel olarak l6kositler tarafindan {iretilir ve antijenik agidan
birbirleriyle iligkili bircok alt grup igerir. Tip 1 interferonlarin ¢ogu pH=2’de stabilize

olmasiyla karakterizedirler.

B-IFN, antijenik agidan daha farklidir. Lokositler tarafindan da {iretilebilmesine
ragmen, fibroblastlar dahil olmak {izere 16kosit dis1 hiicreler tarafindan da sentezlenen major

interferondur (35).
B) Tip 2 Interferon (IFNy veya immiin interferon):

Immiin reaksiyonlar esnasinda antijen veya mitojen tarafindan uyarilan T
lenfositlerince iiretilen 166 aminoasitten olusan bir polipeptittir. Molekiil agirligi 20.000 ve
25.000 dalton olan iki formu vardir. 12. kromozomda lokalize tek bir genle kodlanir (36, 37,
38, 39, 40).

IFNy, genellikle T4 hiicreleri, nadiren de T8 hiicreleri tarafindan sagilanan bir

sitokindir. T lenfositlerin uyarilmasina IFN-y salinimi eslik etmektedir (41).

Immiin interferon yapiminin diizenlenmesi, IL-2 araciligi ile T lenfositlerinin
birbirleriyle olan iliskisine dayanir. T lenfosit kaynakli IL-2, immiin interferon yapiminda

rolii olan fizyolojik bir sinyal olarak diisiiniilebilir (42).
Gamma Interferonun immiin Sistemdeki Rolii:

IFNy’nin immiin sistem iizerindeki etkileri, T ve B lenfositleri ve NK aktivitesine
sahip biiyiik graniiler lenfositler gibi konak savunmasindan sorumlu hiicreler iizerindeki

etkilerine baglhdir (35).

A- Makrofajlar iizerindeki etkileri: IFN-y makrofajlarin giiclii bir aktivatoriidiir.
Makrofajlarin bakterisidal ve tiimorosidal kapasitelerini artirir. Makrofajlari, fagosite olmus
mikroorganizmalar1 6ldiirmek iizere tam olarak aktive ederken, timor hiicrelerini yoketmek
icin sadece kismen aktive eder. [IFNy nin tliberkiilostatik makrofaj kapasitesini aktive etme
yetenegi, 1,25 (OH)2 vitamin D3 yapimini saglayarak gerceklesmektedir. Ortamda olusan bu
madde, lokal olarak makrofajlarin tiiberkiilostatik fonksiyonlarin1 aktive etmektedir. IFNYy,
makrofaj tizerindeki sinif II MHC-antijen kompleksinin olusumunu ve devamliligimi da
saglamaktadir. Boylece antijen, T4 lenfositlerine sunulmakta ve T hiicre reseptorlerine

baglanarak, T lenfosit fonksiyonlar1 aktive olmaktadir (43).
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B- Lenfositler iizerindeki etkileri: interferonlar, hiicresel ve humoral immiiniteyi
miktarina, verilme zamanina ve alicinin genetik yapisina bagh olarak ya giiglendirir, ya da
baskilar. Genel olarak, antijenik duyarlilastirmadan 6nce veya beraber verilirse baskilayici
bir etki yapar. Buna karsin sonra verilirse hem hiicresel, hem de humoral immiin yanitlar
giiclendirir. In vivo olarak, IFN-y immiin cevabin ge¢ déneminde iiretilir ve sitotoksik T

lenfositlerin olgunlagmasini saglar ve antikor iiretimini artirir (35).

C- NK hiicresi iizerindeki etkileri: IFN-y, NK hiicrelerin giiclii bir aktivatorii olarak
kabul edilmektedir (44).

Tiim bu etkilerinden baska IFN-y, vaskiiler endotel hiicrelerinin bir aktivatoriidiir. T4
hiicrelerinin adhezyonunu ve lenfositlerin damar disina ¢ikmasini kolaylastiran degisiklikleri
artirir. Ayrica timor nekroze edici faktoriin endotel hiicreleri iizerindeki bircok etkisini de

gliclendirir.
Interferon Reseptorleri:

Interferonlarin islevleri esnasinda ilk olay, hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlere
baglanmalaridir. Tiim Tip 1 interferonlar ayni interferon reseptoriine baglanirken, Tip 2
interferon (IFN-y) farkli bir reseptore baglanir. Bu reseptére 10'°-10'" mol/1 kDa ile yani
yiiksek affinite ile baglanir. Bu baglanmadan sonra interferon - reseptor kompleksleri,
kaplanmis c¢ekirdekler halinde kiimelesir ve reseptor tarafindan yonlendirilen endositoz ile
hiicre igine almir. Interferon reseptdriinden, hiicrenin geri kalan kisimlarina sinyali ileten

biyokimyasal mekanizmalar ise belirlenememistir.
TANI

Tiiberkiiloz hastalarinin erken tan1 ve tedavisi bu hastaliktan toplumun korunmasinda
en etkili yoldur. Bu nedenle tiiberkiiloza yakalandigi disiiniilen hastalarin tanilarini
kanitlayacak, duyarliligi ve 6zgiilliigl yiiksek, hizli sonug¢ veren, uygulamasi kolay ve pahali
olmayan laboratuvar yontemlerinin giinliik kullanima girmesi 6nemli bir gereksinimdir (45).
Diinya saglik orgiitliniin kararina gore bir hastaya kesin tiiberkiiloz tanisi konabilmesi igin
uygun sekilde aliman klinik ornegin laboratuvara gonderilmesi, hazirlanan preparatlarda

mikobakterilerin goriilmesi ve ekim yapilan besiyerlerinde iiretilmesi ile miimkiin olur (46).
Mikobakterilerin boyanma ozellikleri ve boyama yontemleri:

Aside direncgli bakteriler hiicre duvarlarinda yer alan yiliksek miktardaki lipidler

nedeniyle zor boyanirlar. Aside direngli bakterilerde hiicre duvart bir kez boyay1 aldiktan

14



sonra, asit-alkolle dekolorize edilse bile birakmaz. Klinik 6rnekteki diger bakteriler boyay1
geri verirler. Bu nedenle aside direncli olarak adlandirilirlar. Boyama yontemlerinde aside
direngli bakteriler ilk uygulanan boyanin rengini alirken, diger bakteriler dekolarizasyondan
sonra uygulanan zit boyanin rengini alirlar. Ornekte basilin gosterilebilmesi icin mililitrede

5000-50000 bakteri bulunmalidir.

Hazirlanmis preparatlarda mikobakterileri goérmek igin iki tiir boyama yOntemi
kullanilir. Bazik fuksin (karbol fuksin) boyasimin kullanildigr Ziehl-Neelsen ve Kinyoun
boyama yontemlerinde mikobakteriler mavi zemin iizerinde kirmizi ¢omaklar seklinde
goriiliirken, fluorokrom yonteminde (Auromine O-Rhodamine B) kullanilan filtre sistemine

gore sar1 - portakal rengi fluoresans verirler. (7, 9, 47, 48, 49, 50).

Mikroskobik inceleme, yeni olgularin tesbiti, tedaviye cevabin izlenmesi, ilaca direngli
vakalarin ortaya konmasi ve hastaneden ¢ikarma gibi bircok konuda degerli ipuglart verir.
Tedavi ile once kiiltiir, sonra yayma negatiflesir. Tedaviye ragmen preparattaki bakteri

sayisinda azalma olmamasi, ilag¢ direncini diisiindiiriir (7).
KULTUR

Ertesi glin agz1 iyice kapatildiktan sonra enkiibasyona devam edilir. Mikobakteriler
zorunlu aerop bir bakteridir. %5—-10 CO, iiremeyi artirir. Optimal 1s1 37 °C ve pH 7’dir.
Ancak pH 6.0-7.6 arasindada ¢ogalabilir. Yumurtali besiyerinde kolonileri 2—3 hafta sonra
goriilmeye baglar ve ilk goriiniimleri kiigiik, kuru, girintili - ¢ikintili, graniiler ve kirli beyaz
renktedir. Birka¢ hafta sonra koloniler biiyiir basik, ¢evreleri diizensiz ve karnibahara
benzeyen merkezleri olan tipik koloniler olugsmaya baglar. Klinik 6rneklerden izole edilen
mikobakterilerin tiir tanilar1 yapilirken {lireme 1sis1, koloni morfolojisi, pigmentasyon
ozellikleri incelenir ve ¢esitli biyokimyasal deneyler uygulanir. Bunlar niasin, nitrat
rediiksiyonu, TCH (Thiophene-2 carboxylic acid hydrazide), demir alimi, 68°C’de katalaz,
Tween—80 hidrolizi, tellurit rediiksiyonu, %5 NaCl toleransi1 baglama, arilsiilfataz, iireaz,

MacConkey agarda iireme ve pirazinamidazdir (7, 9, 47, 51, 52, 53).

Radyometrik yontem (Bactec): Bu yontemde kiiltiir siseleri igerisindeki sivi
besiyerinde, karbon kaynagi olarak '*C iceren palmitik asit bulunur. Mikobakteriler bu
ortamda iirerken palmitik asidi kullanirlar ve bundan radyoaktif CO; olustururlar. Sisedeki
radyoaktif gazi saptayan okuyucu {iremenin belirlenmesini saglar. Bu yontem ile
M.tuberculosis’in klinik 6rneklerde varliginin gosterilmesi ortalama bir haftaya indirilmistir.

Yontemin 6nemli bir olumlu yani, hizli ve kolay tiplendirme saglamasidir. NAP (p-nitro-o.-
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asetil amino-B hidroksipropiofenon) testi, M.tuberculosis complex ve MOTT suslarinin
ayriminda kullanilan 2-5 giinde sonu¢ veren biyokimyasal bir deneydir. M.tuberculosis
complex suslart NAP varliginda iireme gostermezken, MOTT suslar1 iireme gosterir ve
CO,, cikarirlar "*CO,,’tin tireme indeksi (GI) sayisal olarak belirlenir. Bu yontemle kisa

siirede antibakteriyel duyarlilik incelemesi de yapilabilmektedir (47, 49, 51, 54, 55).

Floresan yontem: Mikobakteri tiremesi, ortamdaki oksijenin tiiketilmesine bagh
olarak floresans veren bir madde igeren tiipte(Mycobacteria Growth Indicator Tube, MGIT),
kiiltiir yapilarak gosterilir. Tiip dibinde silikona gomiilii floresan bir madde bulunur.
Besiyerindeki oksijen floresani1 engeller. Bakteri tarafindan tiiketilince floresans olusur.
Uremeye bagli floresans 365 nm dalga boyundaki ultraviyole 15181 ile goriiliir. Ureme
ortalama 10 gilinde saptanabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda duyarlilifi %76-95, 6zgilligi
ise %76.9-100 olarak bildirilmistir. Kontaminasyon oran1 Bactec sistemine gore yiiksektir

(45, 56, 57, 58).

Haberci mikobakteriyofaj: Haberci mikobakteriyofaj, mikobakterileri infekte
edebilen ve basil igerisinde kolayca saptanabilen bir iirlin olusturan viristir. Tim
mikobakterilerde ya da sadece M.tuberculosis’te ¢ogalabilen fajlar vardir. Ates bdceginin
151k iiretmesinden sorumlu lusiferaz enzim geninin bu fajlara klonlanmasi ile haberci fajlar
elde edilmistir. Bu enzim ATP varliginda luseferini oksitler ve bu sirada 151k olugsmasina yol
acar. Klinik oOrneklerde bu faj ile infekte edilen basiller lusiferin eklendiginde 151k
olusturarak karanlik alanda kolayca goriinlir duruma gelirler. Bu yontem dort saat gibi kisa

bir siirede tamamlanabilir (45).

Serolojik yontemler: Immiinolojik tam icin hem klinik drneklerde mikobakteriyel
antijenlerin gosterilmesi, hem de bu antijenlere karsi olusan antikorlarin saptanmasina
calisilmaktadir. Gelistirilen yontemler arasinda immunodiffiizyon, pasif hemagliitinasyon,

ELISA fluoresan antikor, solid faz radyoimmiinoassay bulunmaktadir ( 59, 60, 61).

Serolojinin yiiksek tani1 degerine sahip oldugu diger hastaliklardan farkli olarak
tiiberkiilozda, klinik kullanim i¢in duyarli, 6zgiil ve pratik bir yontem gelistirme cabalari
basarisiz kalmistir. Ozgiilliik konusunda temel sorun, infekte olmak ile hastalik varlig
ayriminin yapilamamasidir. Daha once yapilmis olan BCG asisina bagli olarak serolojik
reaksiyon da sorun olusturmaktadir. Bu durum, serolojik inceleme gibi basit bir testin yarar
saglayacagi gelismekte olan iilkelerde Ozellikle anlamlidir. Bu gibi iilkelerde niifusun

yaklagik %40’1inda LTBI vardir ve 6nemli sayida insan M. Bovis BCG’si ile agilanmustir.
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Diger 6nemli bir konu da MOTT’ lara bagl infeksiyondan M. tuberculosis infeksiyonunun
ayrimidir. Tiiberkiilozun serolojik tanisinda hangi antijenin kullanilmasi gerektigi, sadece

antijen taninmasi ile siirl degildir.
Antijen taninmasi ile ayn1 6neme sahip 3 konu daha vardir:

1-Antijen kokteyleri: Tiiberkiiloz sirasinda serumda ortaya ¢ikan antikorlar tarafindan
taninan tek bir antijen veya sik rastlanan bir antijen kombinasyonu olmamasi nedeniyle,
serolojik tani testlerinde antijen kokteyleri kullanilmalidir. Farkli hastalarda, ¢cok az miktarda
antikor iiretilen immiinsiipresyonlu hastalar dahil, cesitli antikor yanitlar1 olusur. Antijen

kombinasyonlari, bu TB olgularinin yakalanma sansini arttirmaktadir.

2- Kat1 faz: Kokteyl esasina dayanan testlerde solid faz kullanilarak, kokteylde
bulunan her antijenin serolojik aktivitesinin tespiti saglanir. Bu amaca ulasabilmek i¢in,

nitroselliilloz temelli metodlar gelistirilmistir.

3- Ozgiil antijen: Capraz reaksiyon veren epitoplara bagl yanlis pozitif test
sonuclarindan kagabilmek i¢in, antijenler M. tuberculosis’e (veya M. Tuberculosis complexi)
Ozgil olmalidir. Ayrica, tiiberkiilozun karakteristik 6zelligi olan heterojen antikor
repertuvarini karsilayacak sekilde birden fazla antijen secilmelidir. Panellerdeki antijenlerin
seroaktivitesi incelenmis; 38kd hoS ve 14 kd alfa kristali’ ninki en fazla bulunmustur. Bu iki
antijene eklenen diger antijenler (ESAT—6, MPT64, MPT63, 19 kd lipoprotein, MTSA—-10)

duyarhiligin artmasini saglar (62).
Immiinolojik tamida kullamlan testler;

a-Antijen tespitine dayanan testler: Lipoarabinomannan, mikobakterinin hiicre
duvarinda bulunan bir lipopolisakkarittir ve dogal mikobakteri infeksiyonu sirasinda antikor

yanitini indiikledigi bilinmektedir.

Antijen olarak kord faktdrii kullanan ELISA testinin, akciger tiiberkiilozu tanisinda

duyarliligl %66,6—74,1 ve 6zgiilliigii %95,2-99,0 olarak bulunmustur (60).

b-Antikor tespitine dayanan testler: Tiiberkiilozlu hastalarin serumunda mikobakteri
antijenlerine kars1 olusan antikorlar monoklonal veya poliklonal antikorlar kullanilarak tespit
edilebilir. Cevresel mikobakteriler ile capraz reaksiyonlar nedeniyle yanlis pozitif test

sonuclar1 alinabilmektedir.

Ayrica mikobakteri hastaliklarinda ortaya cikan bagisik yanitlar; HLA klas 11

allotipleri ile iligkili olup farkli hastalarda ayni antijenler taninmayabilir. Tiiberkiilozlu
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hastalarda 6zgiil antikorlar1 tespit etmek icin bircok serolojik test incelenmistir. Bu tiir
serolojik testlerde, antijenik proteinler (A65, A60, A38, Al4, A19, A90, A34, A55 kd’luk
antijenler) ve polisakkaritler disinda 1s1 sok proteinleri, diagil trehaloz gibi ELISA teknigine

uygun bir¢ok antijen denenmistir.

c-Interferon gamma (IFN-y) iiretiminin saptanmasi: Tiiberkiiloz infeksiyonunu
dogru bir sekilde tespit edebilmek i¢in M. tuberculosis’e karst duyarhlasmis T
lenfositlerinin, invitro kan testleri ve invivo deri testleri ile tespit edilmesine dayali testler
gelistirilmistir. Periferik kandan elde edilen mononiikleer hiicreler, invitro sartlarda uyarilir
ve duyarlilasan T lenfositlerinden salman interferon gama (IFN-y) iiretimi ELISA veya
ELISPOT ile &lgiilir. PPD yamitindan sonra, kanda IFN-y tespiti yapan testler
(QUANTIFERON™ TB/ T-SPOT™.TB testleri) gelistirilmis ve bunlarin tiiberkiiloz
tanisinda yayma ve Kkiiltiir yerine kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu testlerdee; M.
tuberculosis, M. avium ve M. bovis’'den elde edilen PPD’lerle stimiilasyondan sonra, tam

kandaki T lenfositleri tarafindan tiretilen IFN-y saptanir.

Plevra tiiberkiilozunda, IFN-y duyarliliginin %85,7 ve 06zgiilliigiiniin %97,1 oldugu
kiiltiir ve plevra biyopsisi ile dogrulanmistir. HIV pozitif ve negatif hasta sonuglar1 da
benzerdir. Rekombinant antijenler kullanilarak BCG asililarda etkilesim engellenmistir. in
vivo deri testlerinden PPD’ye alternatif olarak kullanilan ESAT—6 (erken salinan tiiberkiiloz
antijeni, early secretory antigen target) ve CFP—10 (koloni olusturan protein, culture filtrate
protein) gibi antijenler de, IFN-y indiiksiyonu amaciyla kullanilmistir. ESAT—6, 6zgiil bir
antijen ve tiiberkiilozlu hastalarda T lenfositleri tarafindan tiiretilen IFN-y’nin giiclii bir
indiikleyicisidir. M. tuberculosis genomunda RD ile gosterilen farkli bolgeler bulunur, M.

bovis genomundaki RD bdélgeleri silinmistir.

RD1 bolgesi, tiiberkiiloza bagisiklik yaniti sirasinda ortaya ¢ikan ESAT—6 salinimini
saglar. ESAT—6 antijeni tiiberkiiloz hastalarinin T lenfositleri tarafindan taninirken, BCG ile
asili veya asisiz saglikli kisilerin T lenfositlerince taninamamaktadir. Tedavi edilmeyen
hastalara gore tedavi edilen tiiberkiilozlu hastalarda IFN-y diizeyi artar ve bu durum

tiiberkiiloza bagisiklik yanitin1 gosterir (63).

Adenozin deaminaz ( ADA ): Piirin metabolizmasinda islevi olan bir enzimdir.
Plevra, periton, perikard ve beyin-omurilik sivilarinda, bu bosluklarda tiiberkiiloz bulundugu

zaman ADA diizeyinin yiikselmis oldugu belirlenmistir. Tiiberkiiloz menenjit olgularinda,
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ADA anlaml 6l¢iide artmis bulunurken, plevral sivi 6rneklerinde tiim olgularda bdyle kesin

ayirim yapilabilmesini saglayacak yeterli farklilik gdsterilememistir (7, 45).

Niikleik asit hibridizasyon yontemleri: Mikobakterilerin kromozomal DNA veya
ribozomal RNA’larinin, bunlara 6zgiil olarak baglanabilen DNA veya RNA problar1 yardimi
ile tiir diizeyinde belirlenmesi giiniimiizde miimkiin hale gelmistir. Bu ydntemlerin
ozgiilliiklerinin ¢ok yliksek olmasina karsin duyarliliklart i¢in ayn1 sey sdylenemez. Prob
olarak kullanilan molekiillerin 6rnege yeterince baglanabilmesi i¢in 6rnekte dnemli miktarda
niikleik asit bulunmasi gerekir. DNA hibridizasyon tekniginde klinik orneklerdeki 10°-
10*/ml gibi az miktardaki mikobakteri DNA’sin1 arastirmak miimkiindiir (45, 52).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR): Klinik 6rneklerde probla baglanamayacak kadar
az hedef DNA bulunabilir. Prob tarafindan taninabilen kiiciik DNA’nin 6zgiil niikleotid
siralar1 polimeraz enzimi kullanilarak ¢ogaltilir. Polimeraz enzimi uygun DNA zincirinin
sentezlenmesi i¢in ortamda bulunan niikleotidleri polimere eder. Ortamda bulunan hedef
DNA pargalar1 iizerine tamamlayici zincir yapiminda kullanilacak niikleotid ve arastirilacak
her biri 20 niikleotidden olusan mikobakteri tiiriine 6zgiil oligoniikleotid primeri koyulur.
Hedef DNA’nin tek zinciri ile iliskili olan primerler polimeraz reaksiyonun baslama
noktasini olustururlar. Bu karigim 1sitilarak 6nce hedef DNA’nin iki zinciri birbirinden
ayrilir. Sonra 1s1 50° C’ye diisiiriilerek primerlerin her birinin zincirde bulunan 6zgiil siralara
tutunmalar1 gergeklestirilir, 1s1 75°C’ye yiikseltilerek iki primerin 6zgiil siralarda tutundugu
noktalar arasinda kalan hedef DNA zincirinin polimeraz enzimle birlesmesi saglanir. Bu
islem 40 kere kadar tekrarlanarak kisa siirede 100 bine yakin DNA parg¢asinin elde edilmesi
gerceklestirilir. Bazi c¢aligmalarda PCR’in  duyarliligt %94, ozgiilliigi %99 olarak,
Bazilarinda ise duyarlilik %60, 6zgiilliik ise %80’in altinda bildirilmektedir. (45, 52, 64, 65).

Zincir ayirma cogaltmasi (strand displacement amplification, SDA): PCR’a
benzeyen bu yontem Escherichia coli DNA polimerazi Klenow pargasinin ¢ift zincirli DNA
iizerinde kesilmis tek zincir varliginda, bu noktadan baslayarak, bir zinciri ayirip digeri
iizerinde DNA sentezi yapabilme yetenegine dayanir. Yontemin 6zgiilliigii, aranan etkene

0zgii DNA dizilerini taniyacak primerlerin kullanilmasina baghdir (45).

Transkripsiyona bagh cogaltma (transcription mediated amplification): Bu
yontemde cogaltilan hedef niikleik asit ribozomal RNA’dir. Once ribozomal RNA’nimn
“reverse transcriptase” ile DNA kopyasi ¢ikarilir, sonra bundan RNA polimeraz ile yeniden

bircok RNA kopyasi yapilir. Tepkimelerin kendi kendini tekrarlamasi ile iirlin ¢ogaltilmig
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olur. M.tiiberculosis’e 6zgiil bir igaretli prob ile ¢ogaltilan {iriinlin varlig1 belirlenir. Bin
kopya RNA bu is icin yeterli olmaktadir. Bu da bir basilde bulunan ribozomal RNA’nin yar1
miktarina esdegerdir (66).

Tiiberkiiloz epidemiyolojisi

Diinyada durum: Diinya Saglk Orgiiti (DSO)’niin 2006 Kiiresel Tiiberkiiloz
Kontrolii Siirveyans, Planlama, Biit¢celeme Raporuna gore toplam 199 iilkede Siirveyans ve
tarama sonuclarini kullanarak yapilan hesaplamaya gore giincellestirilen insidans tahminleri
soyledir. 2004 yilinda 8,9 milyon yeni olgu oldugunu (100.000 niifusta 140), bunlardan 3,9
milyonunun (100.000° de 62) yayma pozitif oldugu tahmin ediliyor. Olgularin prevalans
rakamlari ise, 14,6 milyon (229/100.000), bunlardan 6,1 milyonu yayma pozitiftir (100.000’
de 95). 2004 yilinda 1,7 milyon insan (100.000° de 27) tiiberkiilozdan 6lmiistiir (1).

Tiirkiye’de durum: Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2006 Kiiresel Tiiberkiiloz
Kontrolii Siirveyans, Planlama, Biitceleme Raporuna goére iilkemizde tiiberkiiloz’un
giincellestirilen insidansi soyledir: 19.944 olgu ( 100.000° de 28), bunlardan 8.974’ iiniin
(100.000°de 12) yayma pozitif oldugu tespit edilmistir. Ulkemizde 2004 yilinda 3.815
kisinin (100.000’de 5) bu nedenle hayatin1 kaybettigi saptanmistir (2).
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GERECLER:

PPD ICIN:

GEREC ve YONTEM

1. Tuberculin PPD RT 23 SSI ( Statemens Serum Institute, Denmark),

2. Insulin enjektorii,

3.  Milimetrik cetvel.

T-SPOT™ 7B ICIN:

1. TICARI KITIN SAGLADIKLARI:

a.

IFNY’ ya kars1 fare monoklonal antikor ile kaplanmis 96 kuyucuktan
olusan mikrotiter tabak,

M.tuberculosis’ e spesifik antijen, Panel A (CFP-10),

M.tuberculosis’ e spesifik antijen, Panel B (ESAT-6),

Pozitif kontrol i¢in Phitohemaglotunin (PHA),

Alkaline-phosphatese (ALP) ile konjuge edilmis ve konsantre edilmis
karisim, (IFNy’ ya kars1 fare monoklonal antikor ve antimikrobiyal
ajanlar igerir.),

Substrat soliisyonu (BCIP/NBT plus).

2. DIGER GERECLER:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
J)

BD Vacutainer, cpT™ Tipler,

Santrifiij,

PMNL sayabilmek i¢in otomatize sistem,

%5 CO,’ li ortam saglayacak inkubator (NAPCO™ 5400),
Plag elle yikamak i¢in gerekli gereg, (8 kanall1 otomatik pipet),
Otomatik pipetler ve pipet uglari,

Phosphate buffered saline (PBS),

Distile ya da deiyonize su,

Okuma iglemi i¢in mikroskop,

Hiicre kiiltiir vasat1 GIBCO AIM-V™,
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YONTEM:

Bu ¢alisma, 2006 yilinda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi (DUTF) Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda Gogiis Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz (GTBC) anabilim
dali ve Diyarbakir Gogiis Hastaliklar1 Hastanesinin (DGHH) katkilartyla Dicle Universitesi
Arastirma Projeleri Komisyonu (DUAPK) proje arastirma fonlar1 destegi yapilmustir.

Calisma Gruplarin Olusturulmasi:

Calismaya DUTF GTBC klinigi ve DGHH Tiiberkiiloz kliniginde yatan yayma pozitif
aktif akciger tliberkiilozlu hastalar ile bularin ev i¢i temaslhilar1 ve her iki hastanenin

Tiiberkiiloz klinigi ve laboratuvari ¢alisanlar1 alind1.
Gruplarin olusturulma Kriterleri:

1. Hasta Grubu i¢in (Grup 1): Son dort hafta i¢inde yayma ve/veya kiiltiir pozitif olarak
saptanan hastalardan tedavi almayan ve/veya iki haftadan kisa siire tedavi alanlar,

2. Ev i¢i temashlar i¢in (Grup 2): Hasta grubunda bulunanlarla son bir yil igerinde ayni
evde yasiyor olmak,

3. Klinik ve Laboratuvar Personeli i¢in (Grup 3): Alt1 aydan uzun siire Tiiberkiiloz klinigi
veya laboratuvarinda ¢alistyor olmak,

4. Kontrol Grubu icin (Grup 4): Herhangi bir sekilde tiiberkiiloz ile temas Oykiisi

olmamak.
TDT’ nin Uygulanmasi:

Tiiberkiilin deri testi icin 5 IU PPD (Tuberculin PPD RT 23 SSI, Statens Serum
Institute, Denmark, 5 PPD- S tiiberkiilin aktivitesinde) kullanildi. PPD calismaya alinan
herkesin kollarinin volar yiizeyine intadermal olarak yapildi ve test 48—72 saat sonra
degerlendirildi. Sonuglar Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Verem Savas Daire

Bagkanligi’nin 6nerdigi sekilde yorumlanda:
BCG ile asilanmislarda:

0-5 mm negatif kabul edildi,
6-14 mm BCG’ ye atfedildi,
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15 mm ve tizeri pozitif kabul edilip, infeksiyon olarak degerlendirildi.

BCG ile asilanmamislarda:

0-5 mm negatif kabul edildi,

6-10 mm arasindaki degerlerden, 6-9 mm siipheli kabul edilerek, 1 hafta sonra test

tekrarlandi, tekrar sonuglart 6-9 mm arasindaki degerlerde ise negatif, 10 mm ve iizerindeki

degerlerse pozitif kabul edilerek infeksiyon olarak degerlendirildi,

10 mm ve iizeri pozitif kabul edildi ve infeksiyon olarak degerlendirildi.

T-SPOT™ .TB’ nin Uygulanmasi:

A

10.
11.
12.
13.
14.

15.

50 pl negatif kontrol (Hiicre kiiltir vasati GIBCO AIM-V™) kuyucuklarina
yerlestirildi,

50 pl pozitif kontrol (PHA) kuyucuklarina yerlestirildi,

50 pul Panel A (CFP-10 proteini) test kuyucuguna yerlestirildi,

50 pul Panel B (ESAT—6 proteini) test kuyucuguna yerlestirildi,

Olgulardan aliman kandan kitin 6nerdigi sekilde hazirlanan, 100ul de 250.000
PKMH’ si igeren karisimdan negatif ve pozitif kontrol kuyucuklari ile her iki test
kuyucuguna (Panel A ve Panel B) eklendi,

37 (£1) °C ve %5 COy’ 1i ortamda 16-20 saat inkube edildi,

Inkubasyondan sonra mikrotiter tabaktaki kuyucuklar 4 kez 200ul PBS ile yikands,
50 ul miktarinda c¢alisma konjugatlar1 (Alkaline-phosphatese (ALP) ile konjuge
edilmis ve konsantre edilmig karigim) tiim kuyucuklara eklendi,

4 °C de 60 dakika inkube edildi,

Mikrotiter tabaktaki kuyucuklar 4 kez 200ul PBS ile yikandi,

50 ul BCIP/NBT substrat soliisyonu tiim kuyulara eklendi,

7 dakika oda 1si1sinda inkube edildi,

Kuyucuklar distile suyla yikandi,

Mikrotiter tabak, karanlik ve iyi havalanan bir yerde ya da 37 °C iizerinde bir
ortamda kurumaya birakildi,

Kuyucuklar igindeki renkli noktalar, mikroskop ile sayildi.
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SONUCLAR DEGERLENDIRILMESI

1. Negatif kontrolde nokta sayis1 5 veya daha az ise;

a. Panel A veya Panel B’ deki nokta sayis1 negatif kontrolden 6 fazla ise test
pozitif kabul edildi,

b. Panel A veya Panel B’ deki nokta sayis1 negatif kontrolden <5 daha fazla
ise test negatif kabul edildi, degilse pozitif kontrole bakildi, 20 veya
lizerinde nokta varsa test negatif kabul edildi. Pozitif kontroldeki nokta
say1s1 20’ den az ise test anlamsiz olarak degerlendirildi.

2. Negatif kontrolde nokta sayis1 6-10 ise;

a. Panel A veya Panel B’ deki nokta sayis1 negatif kontroliin iki kat1 veya iki
katinin iizerindeyse test pozitif kabul edildi,

b. Panel A veya Panel B’ deki nokta sayis1 negatif kontroliin iki kat1 veya iki
katinin iizerinde degil ve pozitif kontrol kuyucugunda 20 ve iizerinde nokta
varsa test negatif olarak degerlendirildi. Pozitif kontroldeki nokta sayis1 20’
den az ise test belirsiz (arada) olarak degerlendirildi ve test tekrar edildi.

3. Negatif kontrolde nokta sayis1 11-20 ise;

a. Panel A veya Panel B’ deki nokta sayisi negatif kontroliin ii¢ kat1 veya ti¢
katinin iizerindeyse test pozitif kabul edildi,

b. Panel A veya Panel B’ deki nokta sayis1 negatif kontroliin iki katinin altinda
ve pozitif kontrol kuyucugunda 20 ve iizerinde nokta varsa test negatif
olarak degerlendirildi. Pozitif kontroldeki nokta sayis1 20 den az ise test
belirsiz (arada) olarak degerlendirildi ve test tekrar edildi,

c. Panel A veya Panel B’ deki nokta sayis1 negatif kontroldeki nokta sayisinda
fazla degilse negatif olarak degerlendirildi,

4. Negatif kontrolde nokta sayist 20 ve iizerinde ise sonu¢ negatif olarak

degerlendirildi.
ISTATIKSEL ANALIZ:

Calismamizdaki veriler degerlendirilirken olgularin, BCG asilanma durumu, TDT
sonuglart ve tam T-SPOT™ 7B’ i sonuglar1 Microsoft Excel 2003 programina girilmistir.
Daha sonra veriler SPSS 15.0 (SPSS INC, Chicago, IL, USA) programina aktarilarak
istatistiksel analiz yapilmistir. Istatistiksel analizde gruplar arasindaki farklar ki-kare testi ile

belirlenmistir.
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BULGULAR

Calisma, 01.01.2006 ile 30.06.2006 tarihleri arasinda DUTF Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji arastirma laboratuvarinda yapildi. Calismaya yaglar1 18 ile 63 yas arasinda
(ortalama 41) 28 hasta, yaslar1 17 ile 61 arasinda degisen tiiberkiiloz temas 6ykiisii olmayan
28 saglikli birey, yaslar1 18 ile 58 arasinda ( ortalama 37) degisen 56 ev ici temasl ve yaslari
22 ile 63 arasinda (ortalama 39) degisen 66 tiiberkiiloz klinigi ve laboratuvari ¢alisani, olmak

iizere toplam 178 (120 u BCG ile asil1 58°1 as1s1z), kisi dahil edildi.

Grup 1(n=28): Yayma ve kiiltiir pozitif aktif hastalardan olusan bu grupta; T-SPOT™
.IB testi 26(%93) olguda pozitif iken 2 (%7) olguda ise negatifti. Negatif olgularin birinde
TDT de negatifti. TDT testi 22(%78) olguda pozitif iken, 6 (%22) olguda negatif sonug
bulunmustur (Grafik 1).

Grafik 1: T-SPOT. TB, TDT Uyum Grafigi (GRUP 1 n:28)
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Olgulardan BCG ile asilanmis olanlarin sayisi 14 idi, bunlarin 11’inde TDT ile T-
SPOT™ _TB birlikte pozitif bulunurken 2’sinde yalnizca T-SPOT™ .7B pozitif, 1’inde her
iki test birlikte negatifti. Olgulardan BCG ile asilanmamis olanlarin sayis1 da 14 idi. Bunlarin
da 11’inde TDT ile T-SPOT™ .7TB birlikte pozitif bulunurken 2’sinde yalnizca T-SPOT™
.IB pozitif, 1’inde her iki test birlikte negatif olarak saptandi(Grafik 2).
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GRAFIK 2: BCG ile TDT, T-SPOT TB Uyum Grafigi (Grup 1 n:28)

OBCG&TDT
EBCG&TSPOT TB

POZITIF UYUM NEGATIF UYUM UYUMSUZLUK TOPLAM UYUM

Grup 2 (n:56): Ev ici temashlarin yer aldigi bu grupta; T-SPOT™ 7B 16 (%28.6)
olguda pozitifken, bunlarin 7’sinde (%43.75) TDT pozitif olarak bulundu, geri kalan 40
(%71,4) olgudaysa negatifti, bunlardan 17 (%30,4) olguda TDT pozitifti. TDT testi toplam
24 (%42,9) olguda pozitifti, negatif TDT sayist ise 32 (%57,1) idi (Grafik 3).

GRAFIK 3: T-SPOT TB & TDT Uyum Grafigi (Grup 2 n:56)

T-SPOT TB (+) T DT (+) T-SPOT TB (+) T DT (+) T-SPOT TB () T DT (+) T-SPOT TB () T DT (+)
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Olgulardan BCG ile asilanmis olanlarin sayist 38 idi, bularin 5’inde TDT ile T-
SPOT™ .TB birlikte pozitif bulunurken 2’sinde yalnizca T-SPOT™ .7B pozitif, 15’inde
yalnizca TDT pozitif, 16’sinda her iki test birlikte negatif bulundu. Olgulardan BCG ile
asilanmamis olanlarin sayis1 18 idi, bunlarin 2’sinde TDT ile T-SPOT™ 7B birlikte pozitif
bulunurken 7’sinde yalnizca T-SPOT™ .7B pozitif, 2’sinde yalnizca TDT pozitif, 7’sinde
her iki test birlikte negatif olarak bulundu (Grafik 4).

GRAFIK 4:BCG ile TDT, T-SPOT TB Uyum Grafigi (Grup 2 n:56)
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Grup 3 (n:66): Tiiberkiiloz klinigi ve laboratuvari personelinin yer aldigi bu grupta;
T-SPOT™ .TB 16 (%24,2) olguda pozitif olarak saptandi. Bunlarin 14’tinde (%87.5) TDT
pozitif, geri kalan 50 olguda (%75.8) ise negatifti. Bunlardan 22’si (%33.3) TDT pozitifti.
TDT testi toplam 36 (%54,5) olguda pozititken, 30 (%45.4) olguda negatif olarak bulundu
(Grafik 5).

Olgulardan BCG ile agilanmis olanlarin sayis1 54 idi, bularin 10’unda TDT ile T-
SPOT™ _TB birlikte pozitif bulunurken; T-SPOT™ .TB pozitif hicbir olguda yalniz basina
pozitif bulunmadi. Bunun aksine olgularin 20’sinde (%37.0) yalnizca TDT pozitif, 24’iinde
(%44.4) ise her iki test birlikte negatif olarak bulundu. Olgulardan BCG ile asilanmamis
olanlarin sayist 12 idi, bularin 4’tinde TDT ile T-SPOT™ .7B birlikte pozitif bulunurken
(%33.3), 2’sinde (%16.7) yalmizca T-SPOT™ .TB pozitif, 2’sinde (%16.7) yalmizca TDT
pozitif, 4’iinde (%33.3) ise her iki test birlikte negatif olarak bulundu.
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GRAFIK 5: TDT & T-SPOT TB Uyum Grafigi (Grup 3 n:66)

n:14 %21.2
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GRAFIK 6: BCG ile TDT, T-SPOT TB Uyum Grafigi (Grup 3 n:66)

OBCG & TDT
B BCG & T-SPOTTB

POZITIF UYUM NEGATIF UYUM UYUMSUZLUK TOPLAM UYUM

Grup 4 (n:28): Tiberkiiloz temas Oykiisii olmayan saglikli bireylerin yer aldigi bu
grupta; T-SPOT™ .7B 3 olguda (%10.7) pozitifti. Bunlarin yalnizca 1’inde TDT pozitif
olarak bulundu. TDT ise 15 olguda (%53.6) pozitif olarak degerlendirildi (Grafik 7).
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GRAFIK 7: TDT & T-SPOT TB Uyum Grafigi (Grup 4 n:28)

T-SPOT TB (+) T DT (+) T-SPOT TB (+) T DT (-) T-SPOT TB () T DT (+) T-SPOT TB (-) T DT (9

Olgulardan BCG ile asilanmis olanlarin sayist 14 idi, bunlarin 1’inde TDT ile T-
SPOT™ .TB birlikte pozitif bulunurken, T-SPOT™ .7B pozitif hi¢bir olguda yalniz bagina
pozitif bulunmadi. 10 olguda yalnizca TDT pozitif, 3’iinde ise her iki test birlikte negatif
olarak bulundu. Olgulardan BCG ile asilanmamis olanlarin sayist 14 idi, bularin higbirinde
TDT ile T-SPOT™ .7B birlikte pozitif bulunmazken, 2’sinde yalnizca T-SPOT™ .TB
pozitif, 4’linde yalnizca TDT pozitif, 8’inde her iki test birlikte negatif olarak bulundu
(Grafik 8).

GRAFIK 8: BCG ile TDT, T-SPOT TB Uyum Grafigi (Grup 4 n:28)

OBCG & TDT
BEBCG & T-SPOT TB

POZITiF UYUM NEGATIF UYUM UYUMSUZLUK TOPLAM UYUM
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Toplam 178 olgunun degerlendirildigi ¢alismamizda, olgular gruplarma ve yiiksek
risk gruplarindakiler BCG agilanma durumlarina gore degerlendirilerek, istatistiksel analiz

uygulanmigtir (Tablo 3).

Tablo 3. TDT ile T-SPOT. 7B Sonuc¢larimin Karsilastirilmasi

Kapa

Pozitif Negatif Toplam Toplam Degeri (P

Degisken N Uyum Uyum | Uyumsuzluk| Uyum Degeri)
K=0,681
Grup 1 28 78,6 7,1 14,3 85,7 (p<0,001)
K=0,011

Grup 2 56 12,5 41,1 46,4 53,6 (p>0,05)
K=10,305
Grup 3 66 21,2 42,4 36,4 63,6 | (p=0,006)
BCG (+) K=0,237
(Grup 2,3) 92 16,3 43,5 40,2 59,9 | (p=0,005)
BCG () K=0,133
(Grup 2,3) 30 20 36,7 43,3 56,7 (p>0,05)

En yiiksek uyum aktif akciger tiiberkiilozlu olgularin bulundugu Grup 1’de %85.7
(K= 0.681 (p<0.001)) olarak saptandi. Grup 3’te her iki testin arasinda, diisilk oranda
(%63.6(K= 0.305 (p=0.006)) uyum olmasma ragmen, Grup 2’den (%53.6 (K= 0.011
(p>0.05)) anlamli sekilde daha yiiksek olarak saptanmustir.

Her iki risk grubu, BCG ile asilanma durumuna gore degerlendirildigi zaman; asili
olanlarda pozitif uyum, asisiz olanlardan daha diisiik (%16.3, %20), negatif uyum ise
belirgin olarak daha yiiksek (%43.5, %36.7) bulunmustur. Her iki gruptaki toplam uyum,
asili olanlarda ¢ok az da olsa daha yiiksek olmakla birlikte her iki grupta da ( K= 0.237
(p=0.005), K= 0.133 (p>0.05) ), diisiik diizeyde saptanmustir.

Testler arasinda yalnizca Grup 1’de anlamli diizeyde uyum saptanirken (p<0.001),
diger gruplardaki uyum anlamsiz bulunmustur (Grup 2; p>0.05, Grup 3; p=0.006, BCG’
lilerde; P=0.005, BCG’ sizlerde; p>0.05).

Testler BCG ile uyumlara gore degerlendirildiklerinde; tiim gruplarda BCG ile
TDT arasindaki uyumun BCG ile T-SPOT™ .TB arasindaki uyumdan yiiksek olarak
saptanmistir (Tablo4, Tablo 5). BCG ile TDT arasindaki toplam uyum %59.0 iken, BCG ile
T-SPOT™ .TB arasindaki toplam uyum %33.1 olarak bulunmustur.
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Tablo 4: BCG&TDT Uyum Diizeyleri

BCG&TDT UYUMU
Pozitif Uyum | Negatif Uyum | Toplam Uyum | Uyumsuzluk
Grup 1 %46.4 %3.6 %50.0 %50.0
Grup 2 %35.7 %25.0 %60.7 %39.3
Grup 3 %45.5 %9.1 %54.5 %45.5
Grup 4 %39.3 %35.7 %75.0 %25.0
Toplam %41.6 %17.4 %59.0 %41.0
Tablo 5: BCG&T-SPOT 7B Uyum Diizeyleri
BCG&T-SPOT 7B UYUMU
Pozitif Uyum [Negatif Uyum |Toplam Uyum |Uyumsuzluk
Grup 1 %39.3 %10.7 %50.0 %50.0
Grup 2 %12.5 %16.1 %28.6 %71.4
Grup 3 %15.1 %9.1 %24.2 %75.8
Grup 4 %3.6 %42.9 %46.4 %53.6
Toplam %16.3 %16.9 %33.1 %67.9

Yalniz riskli gruplar degerlendirildiginde, BCG ile TDT arasindaki toplam uyum
(%57.4), BCG ile T-SPOT™ .TB arasindaki toplam uyumdan (%27.0) yiiksek saptanmigtir

(Tablo 6)

Tablo 6: Riskli Gruplarda BCG ile Testler Arasindaki Uyum Oranlari

UYUM Pozitif Uyum Negatif Uyum Toplam Uyum Uyumsuzluk
BCG & TDT %41.0 %16.4 %57.4 %42.6
BCG & T-SPOT

TB %13.9 %13.1 %27.0 %73.0
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TARTISMA

Tiberkiilozun yaygin oldugu toplumlarda, tiiberkiiloz kontrol programlarinin énemli
bir boliimii, infekte kisilerin tanisi ve tedavisini icermektedir. TDT ve kemoterapinin hedefi

diisiik insidansli LTBI’ un belirgin tiiberkiiloz infeksiyonuna ilerlemesini énlemektir.

TDT’ nin uygulamasinda; testi degerlendirmek i¢in hastanin geri gelmesi, testin
uygulanmasinin ve degerlendirilmesinin degiskenlik gostermesi ve yorum farkliliklar
icermesi gibi zorluklar igermektedir (67, 68). Ayrica BCG asilamasi ve tiiberkiiloz dist
mikobakteri infeksiyonlarindan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglar nedeniyle BCG ile
capraz reaksiyon vermeyecek antijenlerin arayisina gidilmistir. Bu agidan ESAT—6 ve CFP—

10 proteinlerinin taninmast biiyiik bir gelismedir.

Bu proteinler, M. tuberculosis genomunda “Region of Difference 1”7 (RDI1)
bolgesinden kodlanmistir ve BCG ile diger bircok tiiberkiiloz dis1 mikobakteride
bulunmamaktadir (5, 27). LTBI’ 1i kisilerde M. tuberculosis’ in bu gibi spesifik antijenlere
cevap olarak hafiza T hiicreleri INF-y iiretirler. Bizim de, calismamizda kullandigimiz RD1
— INF - y bazli testlerde ki amag; PKMH’ ni M. Tuberculosis’ in RD1 bolgesinde kodlanan
spesifik antijenleri ile uyarilmasi sonucda, salgilanan INF-y’ u (ELISA ile) ya da INF-y
iireten hiicreleri (ELISPOT ile) saptamakti (67, 69).

Calismamizda kullandigimiz T-SPOT™.TB testinin temeli (Oxford Immunotec, Oxon,
Ingiltere); tiiberkiiloz basili ile infekte kisinin kaninda ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine

kars1 spesifik INF-y salgilayan CD4 T hiicrelerin saptanmasi esasina dayanir.

Lee ve ark. (70) prospektif olarak 2 exvivo hiicresel interferon (INF-y) yanitina
dayanan kan testi ile TDT ni 87’si aktif tiiberkiilozlu ve 131’1 risk grubunda olmak {izere
toplam 218 kiside karsilagtirmiglardir. T-SPOT™. 7B testinin duyarliligmin (%95.4), TDT’
ye yanit 10mm ve iizeri pozitif alindiginda, (%66.7 p<0.001) ve QFT-G (%70.1) testinden
daha sensitif bulmuslardir (her biri i¢in p<0.005). QFT-G testinin 6zgiilliigii, T-SPOT™.TB’
den daha yiiksek olmasina ragmen (%91.6, %84.7), bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p=0.13). M. tuberculosis infeksiyonunun tespiti i¢in, INF- y 6lgen iki testin
performansinda bazi farklar olmasma ragmen, her ikisi de TDT’ ne gore {istiin

bulunmuslardir.
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Diel ve ark. (71), Almanya’ da Polis Akademisinde M. tuberculosis salgini sirasinda
TDT’ ni ELISPOT ile kiyaslamiglardir. 36’s1 yakin temasli 333’{ rastlantisal temaslh olgu
arastirtlmaya dahil edilmistir. TDT Smm ve iizerinde pozitif olanlara ELISPOT testi
uygulandiginda; 36 yakin temaslinin 19’unda (%53), 333 rastlantisal temaslinin 52°sinde
(%16) pozitif tespit edilmistir. Toplam olarak 71 TDT pozitif olgunun 56’sinda (%78,9) ve
298 TDT negatif olgunun 27’sinde (%9.1) ELISPOT testinin pozitif oldugu saptanmistir ve
TDT ile ELISPOT arasindaki uyum diisiik bulunmustur. Tersine asisiz kisilerde TDT” inde
endurasyon capt 10mm ve iizeri pozitif kabul edildiginde; TDT ile ELISPOT arasinda
kuvvetli uyum oldugu tespit edilmistir. BCG asili kisilerde, LTBI tanisinda ELISPOT’ un
TDT’ den daha iyi bir gosterge oldugu ortaya konulmustur.

Ewer ve ark. (72) Ingiltere’de bir okulda tek bir olgudan kaynaklanan bir tiiberkiiloz
salgininda M. tuberculosis bulas riski nedeniyle 535 6grencide TDT ve ELISPOT test ile
tarama yapmiglardir. Tiim olgularda, testleri, BCG asilanmasi ve birbirleri ile aralarindaki

uyum agisindan karsilagtirmiglardir. TDT ile ELISPOT testleri arasinda uyum bulunmustur
(%89 uyum K =0.72, p<0.0001). Bununla birlikte TDT anlamli bir bicimde BCG asis1

yapmis kisilerde pozitif bulunurken; ELISPOT testi pozitifligi ile BCG agsilamasi arasinda
uyum olmadigini bulmuslardir. ELISPOT testi M. tuberculosis’ e maruziyeti saptama

acisindan TDT’ ye gore daha iistiin bulunmustur.

Meier ve ark. (73) rastgele se¢ilmis tiiberkiilozlu ya da tiiberkiiloz siipheli 90 hastada
T-SPOT™.TB testini klasik tan1 yontemleriyle kiyaslamiglardir. T-SPOT™.7B testi akciger
ve akciger disi tiiberkiilozlu 72 hastanin 70’ inde (%97.2) pozitif saptamiglardir. Hem TDT
hem de T-SPOT™.TB yapilan 59 hastanin 45’inde akciger ve akciger dis1 tiiberkiiloz
gosterilmis ve bunlarin hepsinde T-SPOT™.TB testi pozitif bulunurken (%100), TDT sadece
40’ 1nda (%82) pozitif olarak bulunmugtur. T-SPOT™.7B testinin klinik uygulamada %97
tanisal duyarlilifa sahip oldugunu gostermislerdir. T-SPOT™.7B infeksiyonu tespit etmede
duyarl bir test oldugunu diisiik insidansh yerlerde tiiberkiilozu saptamada, tan1 algoritmasina

ek bir fayda sagladigini bildirmislerdir.

Lalvani ve ark. (69) bakteriyolojik olarak dogrulanmis 47 tiiberkiiloz hastasinin
45’inde ELISPOT testinin pozitif oldugu ve testin duyarliligimin %96 oldugunu
gostermiglerdir. Ayni ¢aligmada tiiberkiiloz dis1 hastalig1 olan bireylerin olusturdugu kontrol

grubundaki 47 vakanin 36’s1 (%77) BCG asili olmasina ragmen sadece 4’ii ELISPOT testine

33



pozitif cevap vermis ve bu teste cevap vermis olanlarin sadece 1 tanesi BCG pozitif
bulunmugtur. Boylece testin 6zgiilliigli de %92 olarak belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada
tiberkiiloz hastaligi olan 26 hastaya TDT yapilmis ve bunlarin 18’1 (%69) pozitif
bulunmustur (p=0.003). Bu 26 hastanin 22’sinde (%88) ELISPOT testine pozitif yanit
vermistir. Bu calismada TDT’nin duyarliligi %69 olarak bulunurken, ELISPOT testinin
duyarliligr %96 olarak tespit edilmistir ve iki tan1 yontemi arasinda istatistiksel olarak ileri

derecede anlamli fark bulunmustur (p=0,003).

INF-y yanitina dayal1 testler ile, aktif tiiberkiilozlu hastalarda ve latent infeksiyon riski
yiikksek olan asemptomatik bireylerdeki, M. tuberculosis infeksiyonunun hizli tespitini
olanakli kildigi, ayn1 zamanda BCG asilamas1 ile M. tuberculosis infeksiyonu ayirimini
basariyla gerceklestirildigini gostermektedir. Bu durum, endemik bdlgelerde tiiberkiiloz
kontroliinii kolaylastirmaktadir. Zambia’ da yapilan benzer bir ¢alismada (74); HIV pozitif
ve negatif hastalarda LTBI tespitinde ELISPOT testinin duyarliligi %90-100 arasinda
bulunmus ve immunsuprese hastalarda LTBI” unun tespitinde TDT’ ye gore daha duyarh ve

0zgiil oldugunu saptanmistir.

Liebeshuetz ve ark. (75) Afrika’da HIV prevalansinin yiiksek oldugu bir bolgede
tiibberkiiloz siipheli 293 ¢ocukta ELISPOT ve TDT ¢alismislar. Tiiberkiilozlu ¢ocuklarda
ELISPOT duyarhiliginin TDT’ e gore anlamli olarak yiiksek olarak bulmuslardir (ELISPOT
%83, TDT %63).

Diger bir ¢calismada Richeldi ve ark. (76); kiiltiir ile dogrulanmis TDT yalanci negatif
olan asemptomatik immunsupresif bir yetiskinde ELISPOT testini pozitif olarak buldular.
ELISPOT testini immunsupresif yalanci negatif TDT’ nin oldugu durumlarda tiiberkiiloz

tanisina yardimei oldugunu bildirmislerdir.

Zellweger ve ark. (77) TDT ile T-SPOT™.TB testini yayma pozitif akciger
tiiberkiilozlu bir olgu ile birlikte yasayan kisilerde kiyaslamiglardir. Sonuglari; yas, BCG
asilamasi ve tiiberkiilozlu olgu ile temas diizeyi ile analiz etmislerdir. TDT ile temas diizeyi
arasinda bir korelasyon olmadigini, fakat T-SPOT™.7B sonuglariyla temas diizeyi arasinda
anlamli bir korelasyon oldugunu gostermislerdir (p=0.029). Daha 6nce BCG asili olan
temaslilarda TDT anlamli olarak, asili olmayanlardan daha fazla pozitif (%52, (p<0.001))
bulunmugken, asilamanin T-SPOT™.TB  (0%)sonuglarma bir etkisi olmadigini

bildirmislerdir.
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Hill ve ark. (78) Gambia’ da M. tuberculosis’ e maruz kalmis ¢ocuklarda TDT ve
ELISPOT testini kiyaslamiglardir. Testler arasindaki uyumu %83 olarak bulmuslar ve
uyumsuzlugun anlamli olmadigimi belirtmislerdir. ELISPOT testinin TDT’ ye gbre biraz
daha fazla duyarli oldugunu ve BCG asilanmasindan etkilenmedigini belirtmislerdir.
Maksimum duyarlilik 6nemli oldugu zaman, her iki testin birlikte kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

Wrighton-Smith P. ve ark. (79), yaptiklar1 ¢alismada LTBI taramasi i¢in 3 farkli grup
olusturmuslar, birinci gruba sadece TDT, ikinci gruba sadece T-SPOT™.TB, iiciincii gruba
ise once TDT uygulayip pozitif sonu¢ verenlere T-SPOT™.TB testini uygulamislardir.
Bunlardan {i¢iincii gruptaki sonuglarin en efektif oldugunu bulmuslar ve LTBI taramasinda

daha uygun olacagini belirtmislerdir.

Doherty TM. ve ark. (80), yaptiklar1 ¢alismada; tiiberkiiloz hastalariyla temasi bulunan,
tiilberkiiloza bagli herhangi bir belirtisi olmayan ve infeksiyona iliskin radyolojik veya baska
herhangi bir bulgusu olmayan, 24 saglikli kisiyi 2 y1l boyunca takip etmislerdir. Tiiberkiiloz
hastalig1 gelistiren 7 temaslinin 6’s1 (%86) ¢alisma baglangicinda ESAT-6" ya pozitif yanit
vermis, diger grupta ise sadece 3 temaslt (%18) pozitif bulunmustur (Bu 3 temaslinin 2’si
semptomlar1 olan ancak tiiberkiiloz hastas1 olduklar1 mikrobiyolojik olarak kanitlanamayan

gruptadir).

Kolsuz ve ark. (81) yaptiklar1 caligmada, 223 tiiberkiiloz temasl bireyin 6 aylik takibi
sonucunda bunlarin 4’tinde (%1,8) hastalig1 tespit etmislerdir. Geri kalan 219 temaslidan
137’sine (%61,5) profilaktik tedavi verilmistir. Profilaktik tedavi verilmeyen 82 temaslinin 6
aylik izlemi sonucunda, 3. ayda 1 kiside(%1,2), 6. ayda 3 kiside (%4,2) olmak {izere izlem
sonunda 4 kiside (%4,9) tiiberkiiloz hastalig1 saptanmistir. Profilaksi alan 137 temaslinin
hi¢birinde aktif hastalik saptanmamus, tiim temaslilar degerlendirildiginde ise ilk 6 ayda 8

(%3,6) olguda tiiberkiiloz hastaligi bulunmustur.

Arslan (82) ¢alismasinda, profilaktik tedavi vererek takip ettikleri 380 olgunun 6’sinda
(%1,6) aktif tliberkiiloz hastalig1 gelismistir. Tiiberkiiloz hastaligi gelisen bu 6 temaslinin
2’sinde (%33,3) TDT pozitifken, RDI-ELISPOT testi 5’inde (%83,3) pozitif bulunmustur.

Pathan ve ark. (83) yaptiklar1 ¢alismada, temaslilarin ESAT—6 spesifik CD4 T hiicre

cevaplariin, kiiltiir negatif tliberkiiloz hastalarininkinden anlamli olarak yiiksek (p=0.009),
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kiiltiir pozitif TB hastalarininkinden ise daha az olsa da anlamli olarak yiiksek (p=0.044)
bulmuslardir. “Kiiltiir negatif akciger TB hastalarinin, CD4 T hiicre sayisinin diisiikligi,
hastalik iliskili nonspesifik immun baskilanmaya bagli olsa, tedavi ile spesifik T hiicre
frekanslarinda yiikselis beklenir” hipotezi ortaya atilarak, caligmaya katilan tiiberkiiloz
hastalarinin 12’sini takip etmisler. Ortalama 18.6 haftalik tedavi siiresi sonrasinda, ESAT—6
proteinine spesifik yanit veren T hiicre frekanslarinda, % 95 giiven araliginda (CI) 0,62
oraninda (0,37-0,76) azalma tespit edilmistir. Bu azalma baslangi¢ degerinin %38’ine esittir.
Haftalik azalma orani ortalamasi; %5,5°tir (%95 Cl, 2,4-8.,4). Boylece; bu hipotezin yanlis
oldugu, 4 ESAT—6 spesifik T hiicreler sayisinin, bu kisilerdeki, M. tuberculosis basilinin

invivo varlig ile iligkili oldugu varsayimi dogrular bir sonuca varmiglardir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler, diger ¢alismalarda da oldugu gibi; LTBI tanisinda
T-SPOT™.TB testi TDT’ den anlamli derecede daha duyarli ve 6zgiil olarak saptandi. TDT’
nin duyarlilign %78.6 saptanirken T-SPOT™.7B’ nin duyarliligi %92.9 olarak saptandi.
TDT’ nin 6zgilligi %46.4, T-SPOT™.TB’ nin 6zgilligi %89.3 olarak bulunmustur. Hasta
grubu disinda kalan tiim gruplarda BCG ile TDT arasindaki uyum, BCG ile T-SPOT™.TB
arasindaki uyumda daha yiiksek bulundu (Grup 2: %60.7-%28.6, Grup 3: %54.5-%%24.2,
Grup 4: %75.0%46.4,).

BCQG ile testler arasindaki toplam uyum; TDT ile %59.0, T-SPOT™.7B ile %33.1
olarak saptandi. Farkliligin, asili olgulardaki pozitif BCG&TDT (%41.6) uyumun, pozitif
BCG&T-SPOT™.7B uyumundan (%16.3) olmasindan kaynaklandig1 sonucuna varildi. Her
iki testin BCG ile negatif uyumlari; TDT ile %17.4, T-SPOT™.T7B %16.9 olarak birbirine

yakin oranlarda saptandi.

Testler ile BCG asilanmasi arasindaki uyum; yalmizca yiiksek riskli gruplar
alindiginda (Grup 2 ve Grup 3), TDT ile orta diizeyde uyum saptanirken (%65.4), T-
SPOT™.TB ile uyum diisiik diizeyde (%27) saptanmistir. Yine riskli gruplarda TDT ile BCG
arasindaki pozitif uyum (%41.0), T-SPOT™.7B ile BCG arasindaki pozitif uyumun (%13.9)
yaklasik ti¢ kati kadarken; negatif uyum oranlar1 birbirine yakin (TDT ile %16.4, T-
SPOT™.TB ile %13.1) bulunmustur.

Sonu¢ olarak; LTBI tanisinin dogru konmasinda, kimlere tedavi verilmesi
gerektiginin saptanmasinda, T-SPOT™.T7B testinin TDT’ den daha faydali oldugu

saptanmistir. Testin maliyetinin yliksekligi, ileri diizey laboratuvar ve yetismis personele
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ihtiya¢ duyulmasi rutin olarak kullanilmasina engel gibi goriinmektedir. Ancak LTBI
tanisinda yliz yili askin siiredir kullanilan TDT; sonuglarinin subjektif olmasi, test yapilan
kisilere 2-3.’lincii gilinlerde tekrar ulasilmasi gerekliligi, as1 yapilan bdlgede ikincil
nedenlerle reaksiyon olusabilmesi, kisilerin immun durumlari, asili olmalar1 ve tiiberkiiloz
dis1 mikobakteri infeksiyonlar1 nedeniyle, yanlis pozitif veya negatif sonuglar vermektedir.

Buna gore:

1. Yiiksek risk gruplarinda TDT ile BCG arasindaki pozitif uyumun (%41.0)
yiiksek olmas1 nedeniyle, T-SPOT™.TB testinin yapilmasinin uygun olacagi,

2. Ulkemizde oldugu gibi asilamanin rutin olarak yapildig1 iilkelerde; T-
SPOT™.TB testinin TDT ile birlikte ve/veya TDT’ nin dogrulanmasi amaciyla
uygulanabilecegi, bununla ilgili olarak da; T-SPOT™.TB testinin, TDT sonuglarinin
dogrulanmasi amaciyla kullanilirken bir takim kriterlerin gelistirilmesi i¢in yeni ¢calismalara
ihtiya¢ oldugu,

3. T-SPOT™.TB testinin, LTBI tanis1 disinda, 6zellikle materyale ulagsmanin zor
oldugu, klinik olarak tiiberkiiloz diisiiniilen ancak direk mikrobiyolojik yontemlerle ( Direkt
mikroskobi, kiiltiir) tan1 konulamayan vakalarda yiiksek duyarliligi ve 6zgiilliigli nedeniyle

tanida faydalanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
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OZET

Tiiberkiiloz infeksiyonun epidemiyolojisinde, LTBI’ nun 6nemi ¢ok biiyiiktiir ¢linkii
LTBI’ lularin yaklasik %10’unda hayatlarimin bir déneminde aktif tiiberkiiloz hastalig
gelismektedir. Ancak; LTBI” nun tanisinda, yiizyili askin bir siiredir kayda deger bir gelisme
meydana gelmemistir. Tanida duyarlilii, 6zgilliigii ve yorumlanmasi halen daha tartismali
olan TDT kullanilmaktadir. Yakin zamanda tanimlanan, M. tuberculosis’in RDI1 gen
bolgesinde kodlanan spesfik antijenlere karsi olusan immun yanit ile ilgili calismalarda umut

verici sonuglar elde edilmektedir.

Calismamizda; RD1 gen bolgesinden elde edilen ESAT-6, CFP-10 proteinlerine karsi
immun yanitla olusan IFNy, ELISPOT yontemiyle arastirilmistir. Bu amagla, “T-SPOT™
.TB” (Oxford Immunotec Ltd. Oxon/England) ticari kitleri kullanilmistir. Elde edilen

sonuglar ayn1 deneklere uygulanan TDT sonuglariyla kiyaslanmstir.

Calismamizda tliberkiiloz infeksiyonu tanisinda, T-SPOT™.TB testinin TDT’ den
anlamli olarak, daha duyarli (%92.9, %78.6) ve 6zgiil (%89.3, %46.4) oldugu saptandi. Risk
gruplarinda BCG ile TDT arasindaki uyum (%57.4), BCG ile T-SPOT™.TB arasindaki
uyumdan (%27.0) daha yiliksek bulundu. Testler arasindaki en yliksek uyum, aktif akciger
tiiberkiilozlu olgularin bulundugu Grup 1°de %85.7 (K= 0.681, p<0.001)) olarak saptandi.
Grup 3’te her iki testin arasinda, diisiik oranda (%63.6(K= 0.305, p=0.006)) uyum olmasina
ragmen, Grup 2’den (%53.6 (K= 0.011, p>0.05)) anlamli olarak daha yiiksek olarak

saptandi.

Sonug olarak; iilkemizde oldugu gibi asilamanin rutin olarak yapildig: tilkelerde; TDT
ile birlikte ve/veya TDT’ nin dogrulanmasi amaciyla uygulanabilecegi, yiiksek risk
gruplarinda TDT ile BCG arasindaki pozitif uyumun (%41.0) yiiksek olmas1 nedeniyle, T-
SPOT™.TB testinin yapilmasinin uygun olacagi, klinik olarak tiiberkiiloz diisiintilen ancak
direk mikrobiyolojik yontemlerle (Direkt mikroskobi, kiiltiir) tan1 konulamayan vakalarda

yiiksek duyarliligi ve 6zgiilliigii nedeniyle tanida faydalanilabilecegi, diistiniilmiistiir.
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SUMMARY

LTBI is very important in the tuberculosis infection epidemiology because 10% of
LTBI have an active tuberculosis infection in a period of their life. There has been no
improvement in the diagnosis of LTBI for more than a century. TDT whichs’ specificity
sensitivity and explication is contentious is used in the diagnosis. The result of the studies
that the immune response to RD1 gene region spesific antigens to M. tuberculosis is hopeful

and has been identified newly.

IFNy which occurs by an immune response to RD1 gene region proteins ESAT-6,CFP-
10 is analyzed with ELISPOT in our study. For this aim, “T-SPOT™ .7B” (Oxford
Immunotec Ltd. Oxon/England) commercial kits were used. The derivated results were

compared with the TDT results of the same subjects.

In this study, we determined that T-SPOT test is significantly more sensitive (92.9%,
78.6%) and more spesific (89.3%,46.4%) than TDT in diagnosis of tuberculosis infection.
Among the risk groups, the concordance rate detected between BCG and TDT (57.4%) was
higher than the one between BCG and T-SPOT(27%). The highest concordence rate among
the tests was detected as 85.7% (K= 0.681 (p 0.001)) in Group 1 which was including active
pulmonary tuberculosis cases. Despite, the low concordance rate between the two tests in
Group 3 (63.3% (K=0.305 (p=0.006)), this rate was significantly higher than the rate in
Group 2 .(53.6 % (K=0.011 p 0.05)).

Consequently, among the countries like us where the vaccination is routinly applied,
this test may be used with TDT or to confirm TDT results, because of the high positive
concordance rate (41.0%) between the TDT and BCG among the high risk groups, the
application of T-SPOT™.TB test is appropriate and when the diagnosis is clinically
predicted but could not be diagnosed by microbiological assays (direct microscopy, culture)

it is thought that the application is useful because of high sensitivity and specifity.
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