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OZET

Tiberkiiloz (TB) plorezi, Mycobacterium tuberculosis (MTB) infeksiyonunun en
sik goriilen ekstrapulmoner tutulumudur. Tim TB vakalarmmin ortalama %37.4linde
bulunur. Ulkemizin pek ¢ok yerinde eksudatif plorezinin sebepleri arasinda TB ilk sirada
yer alir. Ancak TB plorezi tanisinda giicliikler vardir. Standart tanisal yontemlerle plevral
sivt analizi yaparak TB plorezi tanis1 koymak zordur. TB plorezi diisiiniilen hastalarin
tanisinda daha az invaziv, hizli, duyarli ve 6zgill immunolojik tani yOntemlerine
gereksinim vardir.

Bu arastirmada, plevral s1vi, plevral doku kiiltiirii veya histolojik olarak TB plorezi
tanis1 konmus hastalarm plevral sivilarinda ve kanlarinda ELISPOT yontemiyle T
SPOT.TB testi calisarak, testin TB plorezideki tan1 degeri arastirildi. Bu amacla, TB
plorezi tanili (n=10) ve konjestif kalp yetmezligine bagl transiidatif plevral eflizyonu olan
(n=20) toplam 30 olgunun dahil edildigi prospektif bir caligma yliriitiildii.

Transtidatif eflizyonu olan hastalarin ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine spesifik T-
lenfositleri cevabinda serum ve plevral sivida fark izlenmedi. Ancak TB plorezili
hastalarda plevra ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine verilen cevabin serum ESAT-6 ve CFP-
10 antijenlerine verilen cevaba gore anlamli olarak yiiksek oldugu izlendi (p<0.05).

Toplam hiicre sayisinda, transiidatif efiizyonu olan hastalarin serum ve plevra
arasinda fark saptanmazken TB plorezide serum ve plevral sivida kontrol grubuna gore
anlaml ytikseklik saptandi (p<0.05).

Sonuglarimiz, TB plorezide T-SPOT.TB testinin serum ve plevrada
uygulanarak MTB-spesifik T-lenfositlerin plevral sividaki sayilarinin
serumdaki sayilarina gore daha yuksek oldugunun godsterilmesinin TB
plorezi tanisina katki saglayacagini desteklemektedir. Ancak olgu sayisinin
azhigi goéz onune alindiginda bu konuyla ilgili yapilacak genis c¢apl

calismalara ihtiya¢ duyuldugu soylenebilir.

Anahtar kelimeler: Tiberkiiloz plorezi, ESAT-6 ve CFP-10 spesifik T lenfositler,
ELISPOT,



INGILIiZCE OZET

Diagnostic value of Early Secreted Antigenic Target 6 (ESAT—6) and Culture Filtrate
Protein 10 (CFP-10) specific T lymphocytes analysis in pleural effusion and serum
for tuberculous pleurisy.

Tuberculous (TB) pleurisy is the most common extrapulmonary manifestation of
the Mycobacterium tuberculosis (MTB) infection, accounting for up to 37.4 percent of
tuberculosis cases. In our country it is the most frequent cause of exudative pleural
effusions. Although there are difficulties for the diagnosis of TB pleurisy. Because the
diagnosis of TB pleurisy by the analysis of pleural effusions with standard diagnostic tools
is difficult. The sensitivity for the detection of active TB infection is higher in pleural
biopsies compared to pleural fluid, although the procedure is invasive. When the frequency
and diagnostic difficulties of TB pleurisy are considered, its certain that a more sensitive,
specific and less invasive test for detection of TB pleurisy infection is required.

In this study our objective is to determine antigen specific T cells by using
ELISPOT assay on peripheral blood mononuclear and pleural effusion mononuclear cells
in patients with diagnosed TB pleurisy . We conducted a prospective study enrolling a total
of 30 participants with diagnosed TB pleurisy (n=10) and patients with transudative pleural
effusions due to congestive heart failure (n=20).

There was no difference between the specific T lymphocyte answers of serum and
pleural ESAT-6 and CFP-10 antigens in patients with transudative pleural effusions.
Although the answers of pleural ESAT-6 and CFP-10 antigens were higher then the
answers of serum ESAT-6 and CFP-10 antigens in patients with diagnosed TB pleurisy
(p<0.05).

The difference between total cell counts were not determined in serum and pleural
effusion in patients with transudative pleural effusions although it was significantly higher
in serum and pleural effusion in patients with diagnosed TB pleurisy (p<0.05).

The results of our study supports that enumerating effector T cells by ELISPOT at
the site of pleural effusion should enable more specific diagnosis of TB pleurisy than
enumerating effector T cells in the blood alone. However larger, prospective studies are

required to confirm these results.



Keywords: Tuberculous pleurisy, ESAT-6 and CFP-10 specific T lymphoyctes,
ELISPOT

ICINDEKILER
Sayfa
LG KaPaK . . e 1
OZEL. e iii
INGIHZEE OZEt. ... o i iv
TOINACKILET. ..., v
SOKILIET ...t e vii
Tablolar. ... ..o viil
NS 4 T X
Simgeler ve Kisaltmalar. ... X
L. GITIS V& AINIAC. ...ttt ittt ettt ettt et e e et et e et e e et e eeaeeens 1
2. Genel Bilgiler. ... .o e 3
2.1. Tiberkiiloz Epidemiyolojisi......oviuieiii it e 3
2.2, Tuberkiloz Basilinin Genel
(07 2| 1 [=Y 4
2.3. Tiibekiilozda Bulagsma Yollart..............oooiiii e, 5
2.4. Tiiberkiilozda Immiin Yanit ve Patogenez...............c.oeuuvvniiniiiieiiiineinnn. 6
2.4.1. Patogenezin Evreleri
2.5. Tberklilloz Patolojist ...c.uveneieite e 12
2.6. Tiiberkiiloz Tant YOntemleri...........o.oiiiiiiiii i 13
2.6.1. Bakteriyolojik Tan1 Y0ontemleri
2.6.2. Molekiiler Biyolojik Yontemler
2.7. Latent Tuberkiiloz Enfeksiyon
TaANISI e 16
2.7.1. Tiberkiilin Cilt Testi
2.7.2. Serum Interferon-y Testleri
2.8, TUberklloz PIOT@ZI. .. ... 24
2.8.1. Patogenez
2.8.2. Klinik Bulgular ve Tani
R € o (e o I €011 0] s F SR 28
G 70 R O P 29



R TR0 ) 11 1</ 29
B33 T-SPOT.TB. ..o e 29
3.3.1. Gerekli Malzeme ve Geregler

Sayfa
3.3.2. Diger Gerecler
3.3.3. Testin Yapilist
3.3.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi
3.4. Plevral S1tv1 Analizi ve T.SPOT.TB... ..ot 32
3.4.1. Gerekli Malzeme ve Geregler
3.4.2. Plevral Sivida Testin Yapilisi

3.5. Istatistiksel ANALZ. ... ......oonienei e, 33
4. BUIGUIAT. ... e 34
4.1. Transiidatif Plevral Eftizyonu Olan Hastalar (Grup I)...................ooiaant. 39
4.2. TB Plorezi Tanili Hastalar (Grup II).........coooiiiii e, 40
S Tt ISIMA. . .o 42
LN 03 11 (S 46
7. KaynaKIar. .. ... e 47



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

SEKILLER

Sayfa
Mikobakterileri hiicre duvart............c.ooiiiiiiii i 5
EZN ile boyanmis preparatta M.tuberculosis basilleri............................ 14
MantouX dert tEStI. ... euuene ittt 17
TST, T-SPOT.TB ve ELISA ¢alisma prensipler (45)........cccoevvviiiiiinninn. 21
Anti-IFN-y monoklonal antikorlari ile kapli 96 kuyucuktan olusan
test plagi, ESAT-6 ve CFP-10 antijen solusyonlari, pozitif kontroller
icin PHA solusyonu. T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Oxford, UK)........... 30
Ust panelde pozitif, alt panelde negatif bir test sonucu izlenmektedir.......... 32



TABLOLAR

Sayfa
Tablo 2.1. T-hiicrelerinde IFN-y arastirmasina dayanan testler ve ozellikleri (46)...... 22

Tablo 2.2. TCT ve IFN-y arastirmasina dayanan testlerin performans ve islevsel

ozellikleri (47)
......................................................................................................................... 22
Tablo 4.1. Sosyodemografik 6zellikler...............oooiiiiiiiiii e, 34
Tablo 4.2. Gruplara gore serum TCT sonuglart...............coooiiiiiiiiiiiiii .. 35

Tablo 4.3. Grup genelinde TCT ve serum T-SPOT.TB test sonuglarinin karsilastiriimasi 35
Tablo 4.4. Grup genelinde TCT ve plevra T-SPOT.TB test sonuglarmin karsilastirilmasi 35

Tablo 4.5. Gruplara gore serum T-SPOT.7B test sonuglart...............ccoevvvnnn.nn. 36
Tablo 4.6. Gruplara gore plevra T-SPOT.TB test sonuglart..............cccooveiiiniinni, 36
Tablo 4.7. Gruplara gore serum ve plevra ESAT-6 ve CFP-10 sonuglarinin

Kargillagtirilmasi.......ccooiiiii 37
Tablo 4.8. Gruplara gore serum ve plevra ESAT-6 ve CFP-10 panellerinde
olusan

spot sayilarinin

kargilagtirilmasi.........ccoooiiiiiiiiii 37
Tablo 4.9. Gruplara gore plevral SIvI ADA
sonugGlart.........coeeviiiiiiiiii 38
Tablo 4.10. Cinsiyete gore serum T-SPOT.TB test
sonuglart..........ccccveiiiiininnn. 38
Tablo 4.11. Gruplarin biyokimyasal analizlerinin
kargilagtirlimasi....................... 39

Tablo 4.12. Transiidatif eflizyonlu hastalarda serum T-SPOT. 7B test sonuclari-
CINSIYEt THSKIST. . .ut et e 39
Tablo 4.13. Transiidatif efiizyonlu hastalarda plevral sivi ve serum T-SPOT.TB test



SOMUGIATT. ...t 40
Tablo 4.14. TB plorezili hastalarda serum T-SPOT. 7B test sonuglari- cinsiyet iligkisi 40
Tablo 4.15. TB plorezili hastalarda plevral sivi ve serum T-SPOT.7B test sonuglari.. 41
Tablo 4.16. TB plorezide ADA ve T-SPOT.TB sonuglarinin karsilastirilmasi.......... 41

TESEKKUR

Gogiis Hastaliklar ihtisasimi en 1yi sekilde tamamlamami saglamam igin gerekli
imkanlar1 saglayan Sayin Rektoriimiiz Prof. Dr. Mehmet Haberal’a;

Uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim Sayin Hocam
Prof. Dr. Fiisun Oner Eyiiboglu’na; azimli ve ¢aliskan kisiligiyle her zaman 6rnek aldigim
degerli Tez Hocam Dog. Dr. Sule Akcay’a; degerli bilgi ve tecriibelerini paylasan Sayin
Hocam Dog¢. Dr. Gaye Ulubay’a; tezimin her asamasinda destek veren sevgili Dr. Asli
Gorek’e, laboratuvar ¢aligmalarinda her zaman yanimda olan ve kiymetli emegini
esirgemeyen laboratuvar teknisyeni sevgili Elif Erdem’e; istatistiksel analiz asamasindaki
yardimlar1 nedeniyle Yrd. Do¢.Dr. Canan Yazici’ya , birlikte calistigim tiim arastirma
gorevlisi arkadaslarima ve Baskent Hastanesi calisanlarina;

Calismamiza sagladiklar1 destek nedeniyle TUBITAK Saglik Bilimleri Arastirma
Grubu’na;

Veri toplanmasi agamasindaki katkilarindan dolay1 Atatiirk G6glis Hastaliklar1 ve
Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi hekimlerinden Sayin Dog. Dr. Nermin
Capan, Sayin Dr.Miijgan Giiler ve Dr. Abdullah Simsek’e;

Hayatim boyunca sahip olmaktan dolay1 kendimi ¢ok sansl hissettigim aileme, her
zaman yanimda olan, sevgisi ve emegiyle destefini esirgemeyen sevgili esime en derin

saygi1 ve tesekkiirlerimi sunarim.



SIMGELER VE KISALTMALAR

ADA:Adenozin deaminaz

ARB: Aside direngli basil

BCG: Bacille Calmette Guerin

CFP-10: Culture filtrate protein

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

ELISPOT: Enzyme linked immunospot

ESAT-6: Early Secreted Antigenic Target 6kDa protein
GM-CSF: Graniilosit makrofaj-koloni stimiile edici faktor
IFN-y: Interferon gama

LTBI: Latent tiiberkiiloz enfeksiyonu

NAP: p-nitro-o-asetil-amino—3-hidroksipropifenon

NTM: Tiiberkiiloz dig1 mikobakteriler

PPD: Purified Protein Derivative=Saflastirilmis protein tiirevi
RD: Region of difference

TB: Tiiberkiiloz

TCT: Tiberkiilin cilt testi

TGF-B: Transforming growth factor-beta

TN F-a.: Ttimor Nekroz Faktor alfa

PHA: Phitohemagliitinin
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VSD: Verem Savag Dispanserleri

1. GIRIS ve AMAC

Tiberkiiloz (TB), diinyada infeksiyon hastaliklarma bagli oOlimlerin en sik
nedenidir. Genellikle 15-49 yaglar arasindaki geng¢ popiilasyonu etkiler ve tedavi edilebilir
Olim nedenlerinden biridir. M. tuberculosis basili (MTB) ile infekte bireylerde pek c¢ok
inflamatuvar hiicrenin yer aldigi giiclii bir immiin yanit geligir. Hiicresel immiinite ve
gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonlari TB patogenezinin esasini olusturur. Gelisen
immiin yanit sonucu infekte kisilerin %95’inde olay sessiz olarak kalir. Bu klinik tablo
“latent tiiberkiiloz infeksiyonu” (LTBI) olarak tanimlanir. Fakat ¢esitli nedenlerle immiin
sistemi baskilanmis kisilerde basile maruz kalmay1 takiben klinik hastalik tablosu ortaya
cikabilir. Basili olan bireylerin %5’inde goriilen bu tabloya primer TB hastaligi
denmektedir.

Tiiberkiilin cilt testi (TCT), MTB ile olusan infeksiyonun varligini gostermede uzun
yillardir kullanilmaktadir. Test, basille karsilasan kisilerde gelisen asmr1 duyarlilik
reaksiyonunun ortaya ¢ikarilmasina dayanir. Ancak Bacille Calmette Guerin (BCGQG)
asillamasinin yapildigi durumlar ve TB dis1 mikobakterilere maruziyet TCT pozitifligine
neden olabilecegi i¢cin 6zgiilliigii azalir.

Glintimiizde, LTBI tanis1 koymak i¢in kullanilabilecek TCT den daha duyarli, BCG
asis1 ve cevresel mikobakteriyel maruziyetinden etkilenmeyen, tiim popiilasyonlarda
yiiksek 6zgiilliik gosterebilen, ‘pozitif” olarak yorumlanmasi i¢in objektif kriterleri olan ve
kolay uygulanabilir testlere gerek duyulmaktadir. Son yillarda bu 6zelliklere sahip bir test
gelistirilmesi i¢in pek ¢ok arastirma yapilmaktadir. Bunlar arasinda belki de en 6nemli ve
giincel olani interferon-gama (IFN-y) arastirmasia dayanan testlerdir (1).

MTB infeksiyonu ile hiicresel bagisiklik yanitlari indiiklenmektedir. Bu cevap;
makrofajlar, T helper hiicreleri ve bu hiicreler tarafindan salgilanan IFN-y, timor nekroz
faktor-alfa (TNF-a) ile yiriitiilmektedir. Yeni pek c¢ok arastrma MTB antijenlerine
spesifik T-lenfositlerin saptanmasi temeline dayanmaktadir. Early Secreted Antigenic
Target-6 kD (ESAT-6) ve Culture Filtrate Protein-10kD (CFP-10) gibi MTB kompleksi

tarafindan salgilanan, ancak M. Bovis, BCG suslar1 ve ¢evresel mikobakteriler tarafindan
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salgilanmayan antijenlerin kullanilmasi ile, daha 6zgiil tan1 yontemleri gelistirilebilmistir.
MTB basili ile infekte bireylerin T lenfositleri in vivo ortamda ESAT-6 ve CFP-10 antijeni
ile tanigsmistir. Ayni bireyin T lenfositleri bu antijenle ex vivo ortamda karsilastiginda IFN-
y treterek yanit verir (2). Enzim bagli immiinospot assay (ELISPOT) yontemi, M.
tuberculosis kompleksine 6zgiil antijenler ile T hiicrelerinin uyarilmasi sonucu salgilanan
0zgiil IFN-y diizeyinin belirlenmesi ilkesine dayanan IFN-y bazli bir serum testidir.

Bugiin calisma amach kullanilan fark 1 bdlgesi (region of difference-RD1)
tarafindan kodlanan antijen karisimlarmin kullanildigi IFN-y testleri, gelecekte LTBI ve
aktif TB’nin tanisinda kullanilacak potansiyel testler olarak bildirilmektedir. Bu testlerin,
bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde, ¢ocuklarda, akciger dist TB olgularinda ve
infeksiyonun endemik oldugu {ilkelerde kullanimi ve giivenilirligi ile ilgili bilgiler
yetersizdir. Bu konuda yapilacak uzun donemli ¢aligmalara gereksinim vardir.

TB infeksiyonu agisindan endemik bir durumda olan tilkemizde TB plorezi, MTB
infeksiyonunun en sik akciger dist tutulum bdlgesidir. Plevral sivi mikrobiyolojik
analiziyle TB plorezi tanist koymanmn zor oldugu, kesin tani i¢in plevral biyopsi
orneklenmesinin gerekliligi géz Oniine alindiginda, TB plorezi disiiniilen hastalarin
tanisinda plevral biyopsi 6rneklenmesine gore daha az invaziv, hizli, duyarlh ve 6zgiil
immunolojik tan1 yontemlerinin kullanilabilirliginin arastirilmasina gereksinim vardir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, c¢alismamizda, son yillarda Avrupa iilkelerinde
kullanima girmis, TCT ye alternatif olarak gelistirilmis olan MTB antijenlerine spesifik T
lenfositlerin tespit edilmesi esasina dayanan ELISPOT testinin, TB plorezi tanist konan
hastalarda 6zgiilliik ve duyarliliginin arastirilmasi planlandi. Plevral sivi, plevral doku
kiiltiirii veya histolojik olarak TB plorezi tanis1 kesinlesmis hastalarin plevral sivilarinda ve
kanlarinda ELISPOT yontemiyle T-SPOT.7B testi calisarak, testin TB plorezideki tani
degerinin saptanmasi amaglandi. Plevral siv1 analiziyle, TB nedeniyle inflame olan plevral
bosluga ESAT-6 ve CFP-10 spesifik T lenfositleri gogiiniin gdsterilmesi ve bunun
sonucunda TB plorezinin invaziv girisimlere gerek kalmadan, plevral sivi analiziyle tani
konulabilirliginin aragtirilmasi planlandi.

Calismadan beklentimiz, TB plorezi tanisinda daha giivenilir ve duyarli olan

ELISPOT testinin rutin uygulamadaki degerinin ortaya ¢ikarilmasidir.

12



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gdre 2007 yilinda tiim diinyada 9,27 milyon
(139/100.000) yeni vaka ve yaklasik 1,3 milyon (20/100.000) 6liim bildirilmistir.

TB, 1993°de DSO tarafindan ‘acil bir global saglik sorunu’ olarak ilan edilen ilk
infeksiyon hastaligidir (3). Tedavi edilebilir 6liim nedenlerinden biri olan TB nedeniyle
diinyada her giin 5000 kisi 6lmektedir. TB 6limlerinin %98’1 gelismekte olan iilkelerde,
geng erigkinlerde meydana gelmektedir. Bu hastalar tan1 alana kadar gecen siire i¢inde,
indeks olgu olmalar1 nedeniyle yakin temaslilarinda TB basiliyle infeksiyon sorununa yol
acabilirler. TB infeksiyonunun uzun bir latent infeksiyon donemi olmas1 ve TB basiliyle
her gecen giin artan sayida infekte bireyler nedeniyle, TB hastaligina aday bireylerin
sayisiin gelecekte daha da artmasi beklenmektedir (2). 2005 Diinya Saglik Kongresi’'nde
bildirilen TB kontroliine yonelik hedef, varolan TB infeksiyonlarinin %70’inin taninmas1
(giinimiizde ancak %45’1 taninabilmektedir) ve bu vakalarin %85’inin basariyla tedavi
edilmesidir (4).

TB infeksiyonunun toplumda gidisini izlemekte kullanilan en 1iy1 6lgiit ‘infeksiyon
riskinin yillik degisimi’dir. Yillik infeksiyon riski toplumda TB basili ile infekte olmamais
kisilerin bir yil i¢inde infekte olma olasilig1 olarak tanimlanir. Bir toplumda TB’ye kars1
miicadele basari ile yiiriitiiliiyorsa her yil, yillik infeksiyon riski %10°dan fazla azalacak,
eger miicadele basarisiz ise bu azalma %S5’den az olacaktir. Ulkemizde hastalik
insidansinda izlenen bu diisiise ragmen, 1970°den sonra ulusal TB miicadelesinde bir
gerileme goriilmektedir. Yillik infeksiyon riskinde hedeflenen diisiisler izlenememektedir
(5).

Tirkiye'de TB gelisme hizi gliniimiizde yliz binde 30'un altindadir. Fakat hasta
bildiriminde yasanan sorunlar nedeniyle insidansin bu rakamlarin iizerinde oldugu tahmin
edilmektedir. Tiirkiye'de 12—-15 milyon bireyin TB basili ile infekte oldugu
diistiniilmektedir ve her yil bu havuzdaki insanlarin %]1-3'inde TB hastalig1 gelismektedir.

MTB infeksiyonunun en sik goriilen akciger disi tutulumu olan TB plorezi insidansi
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toplumdaki TB insidanst ile benzerlik gosterir. Verem savasi dispanserlerine 2006’da
kayitl akciger dist TB hastalarina bakildiginda toplam 2560 tane TB plorezi olgusu
bildirilmistir (6). Ulkemizde ¢oklu ilag direnci olan TB hastalarmin sayis1 yiiksektir. Bu
durum ve veriler 1518inda diinya genelinde ve Tiirkiye'de TB infeksiyonunun daha uzun
siire problem olmay siirdiirecegi sanilmaktadir (7). Bu nedenle erken ve dogru tani, TB

kontroliinde ve tedavisinde vazgecilmezdir (4).

2.2. Tiiberkiiloz Basilinin Genel Ozellikleri

TB’ye neden olan mikroorganizma Actinomycetales takimi ig¢inde yer alan
Mycobacteriaceae ailesinden Mycobacterium’dur. Genellikle hiicre ici yerlesim gosterip,
hiicresel immiin cevap ve gec tipte hipersensitivite reaksiyonu sonucu graniilomatoz tipte
infeksiyonlara neden olurlar. Benzer biyokimyasal, serolojik, patojenik karakteri olan
bakteriler ayni grupta toplanarak kompleks olarak isimlendirilmistir. M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum ve M microtti “M. tuberculosis kompleksi” olarak
isimlendirilmektedir. Insanlarda hastalik olusturan esas mikobakteri M. tuberculosis 'tir.
Bunlarin disinda kalan bakterilere atipik mikobakteriler, TB dis1 mikobakteriler (NTM)
gibi isimler verilmistir. Atipik mikobakteriler ¢evrede saprofit olarak bulunurlar.

M. tuberculosis aerop, hareketsiz, spor olusturmayan 1-4 pum uzunlugunda ve 0.3-
0.6 um capinda bir bakteridir. Ikilenme siiresi 15-24 saattir, kiiltiir ortaminda iireme siiresi
ortalama 4-6 haftadwr. Gram ve diger bir¢ok laboratuvar boyasi ile boyanmaz. Cilinkii
mikobakterilerin duvar yapis1 diger bakterilerden farklidir. Hiicre duvarmin ana iskeleti
peptidoglikan ve arabinogalaktan molekiillerinin fosfodiester baglari ile baglanmasiyla
olusur. Ayrica lipoarabinomannan ve fenolik glikolipidler duvar yapisinin 6nemli bir
boliimiinii olusturur. Arabinogalaktan ve glikolipid molekiilleri arasinda mikolik asitler yer
alir. Total lipid miktarmin %11°1 mikolik asit olup hiicre duvar kalinlhigi ve asit
rezistansindan sorumludur.

Bu 06zellik aside direngli basil (ARB) tanimlamasini ortaya ¢ikarmistir. Fakat bu
ozellik sadece mikobakterilere 6zgii degildir. Nocardia ve baz1 Corynebacterium tiirleri de

aside direngli boyanma 6zelligi gostermektedir (8).
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Sekil 2.1. Mikobakteri hiicre duvar.

2.3. Tiiberkiilozda Bulasma Yollar
TB’de bulagma esas olarak solunum yolu ile olusur. En bulastirict olan hastalar
balgam mikroskobisinde ARB pozitif olan akciger ve larinks tiiberkiilozlulardir. Saglam
kisiye bulasma M. tuberculosis basilini igeren 1-5 pm boyutlarindaki damlacik
¢ekirdeklerinin solunum yoluyla inhale edilmesi ile olmaktadir.
TB bulasini etkileyen faktorler sunlardir (9):
1. Kaynak olgunun 6zellikleri
e Aside direngli basil pozitif balgam ¢ikarma miktar1
e Aecrosol olusturma potansiyeli (6ksiiriik, aksirik, konugma vb)
e TB’nin klinik formu
e TB tedavisi alip almadig1
2. Cevresel faktorler
e Havalandirma, ultraviyole, giines 15181
3. Karsilagsma siiresi ve basil yogunlugu
4. Mikroorganizmanin ozellikleri
5. Hedef kisinin 6zellikleri
e Gegirilmis TB Oykiisii
e Riski arttiran faktorlerin varligi (HIV pozitifligi, silikozis, kortikosteroid kullanimu,
diabetes mellitus vb.)

e BCG agsis1 varligi
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2.4. Tiiberkiilozda Iimmiin Yanit ve Patogenez

TB basili ile daha 6nce hi¢ karsilasmamis kiside 1-3 basil igeren damlacik

cekirdeginin inhalasyon yolu ile alt solunum yollarma gelisi ile birlikte basille konake1

arasindaki etkilesim baslamaktadir. Konagin lokal savunma mekanizmalarmi gecerek

alveoler diizeye kadar ulagsmis bir tiiberkiiloz basilinin neden oldugu olaylar zincirinde

asagidaki olasiliklar s6z konusudur:

Alveoler makrofajlar inhale edilen basili herhangi bir lezyon olusturmadan elimine
edebilirler.

Basil baglangicta ¢cogalabilir, fakat immiin yanitla birkag milimetre ¢apinda kiigiik
kazedz lezyonlar olusturur ve koruyucu immiinite gelisir. Bu durumda klinik ve
radyolojik hi¢bir bulgu olmaksizin, TCT pozitifleserek primer infeksiyon olusur.
Az sayida basil de dorman halde kalarak latent infeksiyonu olusturabilir.

Inhale edilen basiller, alveoler makrofajlar iginde ¢ogalabilirler ve kazedz bir odak
olustururlar. Olusan bu kaze6z odak;

1. lyilesebilir,

2. Radyolojik bir goriintii vermeden stabilize olarak kalabilir ya da,

3. Progresyon gostererek, daha biiyiikk odaklar olusturabilir. Daha biiyiik kazedz
odaklar da;

a) lyilesebilir,

b) Stabilize olarak kalabilir ya da,

c) Lokal olarak giderek biiyiir, kan ve lenf dolasimina karigarak yayilir. Cesitli
patogenetik siirecler sonucunda (gecikmis tip asir1 duyarlilik ve hiicresel
immiinite gelismesi) olusan biiylik kazedz odaklar likefaksiyona ugrayarak
iclerindeki kazedz materyali ve basilleri bronsiyal agaca bosaltarak brong
yolu ile yayilima neden olurlar. Primer TB ya da erken hastalik olarak
isimlendirilen tabloyu olusturur (10).

d) Primer infeksiyon sonrasi dorman halde kalan basillerin c¢ogalmaya

baslamasi ile ge¢ reaktivasyon hastaligi gelisir (11).

Doku hasar1 ve kazedz nekroz olusumunda cesitli faktorler rol oynamaktadir (12):

Sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicreleri (basil yiiklii makrofajlar1 dldiiriirken komsu
dokuda da hasar olusturur)

Anoksi (makrofajlardan salman pihtilasma faktorlerine baglh gelisen trombozis
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sonucu)

e Toksik hiicre triinleri (reaktif oksijen ve nitrojen tirtinleri, TNF-a vb sitokinler,
hidrolitik enzimler, kompleman)

e Toksik basil iirlinleri (TB basili toksik degildir, ancak parcalandiginda “kord
faktor” gibi toksik tirtinler ortaya ¢ikar)

TB hastalig1 gelisiminde, doku hasarlayict immun yanit ile makrofaj aktive edici
immiin yanit arasinda gelisen olaylar rol oynamaktadir. Her iki immiin yanit da T
lenfositlerle iliskilidir. CD4 + T lenfositlerin rol oynadigi hiicresel immiinite makrofaj
aktivasyonunu saglar. CD8 + T lenfositlerin rol oynadigi gecikmis tip asir1 duyarlilik ise
basil yiiklii aktive olmamis makrofajlarin yikimmdan ve kaze6z nekroz olusumundan
sorumludur (13, 14).

M.tuberculosis’e karsi olusturulan immiin yanitta T lenfositlerle birlikte sitokinler
(IFN-y, IL-12, TNF-a ve IL-6) ve makrofajlar gibi immiin bilesenler de rol almaktadir.
Makrofajlar anahtar rol oynayan hiicrelerdir. Alveollere ulasan M. tuberculosis basili
makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Basil virulan ise makrofaj icinde c¢ogalir. T
lenfositler tarafindan salinan IFN-y makrofajlarda fagozomal matiirasyona, reaktif oksijen
ve nitrojen ara lrlinlerinin olusmasma neden olmaktadwr. IFN-y makrofajlardaki 1-a
hidroksilaz enzimini uyararak aktif D3 vitamininin yapimini arttirir. D3 vitamini basillerin
makrofaj i¢i ¢ogalmasmi dnlemede yardimcidir ve bu hiicrelerden TNF-a gibi sitokinlerin
salinimii arttirir. Ortamda bulunan TNF-o da IFN-y ile sinerjistik etki gostererek
graniilom olusumu ve infeksiyonun yayilmasmnin kontrol altma alimmasinda rol
oynamaktadir (12). Makrofajlarda TNF-a salinimini arttiran bir faktér de TB basilinin
kendisi ve basil duvarinda bulunan lipoarabinomannan-B (LAM)’dur.

Tuberkiiloz basili, baz1 0Ozellikleri nedeniyle, makrofajlarin antibakteriyel
mekanizmalarindan kacabilmektedirler. Bunlar;

e Amonyak iiretimi: Tiberkiiloz basili cok biiyilk miktarda amonyak tiretmektedir.
Amonyum kloridin lizozomlarin hareketlerini etkiledigi gosterilmistir. Bu sayede
bakteriyel parcalanma i¢in gerekli olan fagozom ve lizozom fiizyonunu bloke
ederek, lizozom igindeki pH y1 alkali hale getirip reaktif nitrik oksitlerin etkinligini
azaltmaktadir. Bdylece basiller lizozomlarin yarattigi toksik ortamdan
etkilenmeden kalabilmektedir.

e Sulfatidler: Mikobakteriler sulfatidler iiretmektedir. Bu sulfatidler, lizozom
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hareketinde rol alan hidrokolloidlerin olusumunu engelleyerek yine lizozom-
fagozom flizyonunu bloke etmektedir.

e Lipoarabinomannan (LAM) ve fenolik glikolipid I (PGL-I): Mikobakterilerin
komponentleri olan bu bilesikler makrofajlarin antibakteriyel olarak salgiladiklar1
radikalleri temizleyerek, TB basilinin hasarlanmasini1 6nlerler. LAM ayrica, toksik
oksijen radikallerinin olusmasmnda 6nemli bir enzim olan protein kinaz C'yi de
inaktive ederek radikal olusumu engellemektedir.

e Demir metabolizmasi: Tiiberkiiloz basilleri bir grup demir baglayan selator
molekiile sahiptir. Demir bir ¢ok hiicre i¢i antimikrobiyal aktivite i¢in gereklidir.

e Tiberkiiloz basilleri, makrofajla baglanirken Fc reseptorleri gibi oksidatif tiriinlerin
salmmasin1 uyaran yollar yerine, bu iirlinlerin salinmasma yol agmayan CR1 ve
CR3 kompleman reseptorlerini kullanirlar. Bu sekilde de toksik ortamdan

korunmus olurlar (15).

Aktive olan makrofajlar biiylir, mitokondri ve lizozomlarin sayis1 ve siiperoksit
dretimi artar. Yiiksek diizeyde biriken litik enzimler ve reaktif oksijen ve nitrojen
metabolitleri (6zellikle NO) mikrobisidal yetenegi arttirir. Fagositoz sonrasi birgok sitokin
makrofajlardan salgilanir. Bunlardan IL-1, IL-8, TNF-a ve GM-CSF proinflamatuar
molekiillerdir. Lenfosit ve monositlerin lezyon bolgesinde toplanmasini kolaylastirir. 1L-1,
pirojendir ve tiiberkiiloza 6zgii atesin olusumuna katkida bulunur. IL-6, aktive B
lenfositlerden immiiglobulin salinimini arttirarak tiiberkiilozlu hastalarda sik¢a goriilen
hiperglobulinemiye neden olur. TNF-a ise IFN-y ile birlikte bakterisidal nitrik oksit
metabolitlerinin liretimini arttirr ve graniilom olusumuna katkida bulunur. Ayrica TNF,
ates, kilo kaybi1 ve tiiberkiiloza 6zgii doku nekrozlar1 gibi birgcok immiinopatolojik olaya
neden olur. Immiinsupresif etkili IL-10 lenfosit ve monositlerden sitokin salinimini inhibe
ederken, transforming growth factor-beta (TGF-B) ise T hiicre proliferasyonunu ve
makrofaj fonksiyonlarini inhibe eder. Bu iki sitokin kontrol edilemeyen inflamatuar
yanitta asir1 inflamasyon ve doku nekrozunu onleyebilir (16).

Sitotoksik T lenfositler ve NK hiicreleri antikora bagimli sitotoksik etkilesimler
kadar kazedz nekroz gelisiminde de rol alabilirler. Doku yikimina pihtilasma olaylari,
makrofajlardan salman reaktif oksijen ve nitrojen metabolitleri, TNF-a ve TNF-f3 gibi
sitokinler katkida bulunmaktadir. y/8 T lenfositler mikobakteriyel antijenlere karsi gelisen

erken primer yanitta etkindirler. Bu hiicreler TNF, IL-2, 4, 5, 10 gibi sitokinler iiretir ve
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infekte hedef hiicreleri lizise ugratir. Bu hiicrelerin de graniilom olusumuna katkisi
olabilecegi diistiniilmiistiir (17, 18).

Canli basillerden salinan antijenlerin koruyucu immiinite gelisiminden sorumlu
olduklar1 ve T lenfositlerin oncelikli hedeflerinin bu antijenler oldugu diistiniilmiistiir.
Otoimmiin yanitin da kaze6z nekroz ve erime gelisiminde katkisi olabilir. Ciinkii makrofaj
icinde stres altindaki basiller antijenik olarak memeli hiicrelerinden salinan proteinlere
benzer bir 1s1 sok proteini (65-kDa hsp) salgilamaktadir. Konak¢1 immiin yanit1 bu
antijenik benzerlikten dolay1 kendi dokularma yonelebilir.

TB infeksiyonu sirasinda aktive lenfosit toplulugu belirli bir biiyiikliige ulasinca
doku asir1 duyarliligi veya TCT pozitifligi olusur (infeksiyonun baslangicindan 3-9 hafta

sonra). Ayni1 donemde hiicre aracili immiin yanit da ortaya cikar.

2.4.1. Patogenezin Evreleri
Evre 1: Baslangic

Bu evre; infeksiydz hasta tarafindan ¢ikarilan basil igeren damlaciklarin, saglam
kisi tarafindan inhale edilip alveollere ulagsmasi ile patogenetik siireclerin baglamasini ifade
eder. Daha Once de belirtildigi gibi, alveollere ulasan basiller alveol makrofajlar ya da kan
kaynakli monositler tarafindan nonspesifik olarak fagosite edilmektedirler. Makrofajlarin
bakterisidal giicii ve fagosite edilen basilin genetik ve fenotipik virulansma gore, basiller
elimine edilebilirler. Virulan bir basil, genetik olarak zayif bir makrofaj tarafindan fagosite
edilirse hastalik baslayabilir. Alveoler makrofajlarin alveole ulasan ¢esitli partikiilleri ve
damar disma ¢ikan eritrositleri fagosite etme yetenekleri bulunmaktadir. Alveole ulasan
TB basili, oncelikle nonspesifik olarak fagosite edilir. Bu kadar az sayidaki basil antijenik
uyarimi baglatacak kadar etkili olamayabilir. Fagosite edilen basiller elimine edilir ve
herhangi bir patolojik siire¢ gelismeyebilir. TB hastaligi gelisimine karsi direncin genetik
kontrol altinda oldugu diistiniilmektedir. Baz1 bireylerdeki alveoler makrofajlar1 daha etkin
olabilmektedir. Ayn1 oranda TB basiline maruz kalan zencilerde, beyazlardan daha fazla
tiiberkiilin konversiyonu olmaktadir. Zencilerdeki alveoler makrofajlarin TB basilini yok
etme yeteneginin daha az oldugu disiiniilmektedir (14). Fagosite edilen basiller yok

edilemezse bir seri olaylar zinciri baslar.

Evre 2: Basillerin Cogalma ve Yayilma Evresi
Bu evrede, alveoler makrofaj tarafindan fagosite edilen basiller yok edilemezlerse,

basiller makrofajin i¢inde ¢ogalirlar ve bu siire¢ makrofajin parcalanmasma yol agar.
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Ortama sagilan basiller ve hiicre debrisleri, ¢esitli konak¢1 kaynakli kemotaktik faktorler
araciligiyla kan kaynakli monositleri ve aktive olmamis makrofajlar1 bu bolgeye ceker.
Yeni gelen aktive olmamis makrofajlar ortamdaki basilleri fagosite eder. Burada basrolii
oynayanlar, kan kokenli makrofajlardir ve heniiz aktive olmamislardir. Boylece fagosite
edilen basiller, makrofaj i¢inde ¢ogalmaya devam ederler. Bu evrede ne konakg¢i basile, ne
de basil konakgiya zarar verebilir. Basiller makrofajlar icinde ¢ogalmaya baslar. Olayin
basladig1 bdlgeye de makrofaj migrasyonu devam eder. Iginde cok sayida cogalan basil
olan makrofajlar parcalanir, etrafa sacilan basiller diger makrofajlar taratindan fagosite
edilirler. Bu siire¢ sirasinda ¢esitli sitokinler ve kemokinler araciligi ile dendritik hiicreler,
monositler, lenfositler ve notrofiller olay bolgesine toplanirlar. Bu evrede hiicresel immiin
yanit heniiz gelismemistir. Bu evre, maruziyetin 7 ile 21. giinleri arasinda

gerceklesmektedir.

Evre 3: Kazeoz Odak Olusumu

M. tuberculosis’in inhalasyonundan sonraki 2-6 hafta icinde, etkene karsi 6zgiil
hiicresel immiin yanit gelisir. Lezyon bdlgesinde ¢ogalan basillerin tiiberkiilin benzeri
proteinleri, doku hasar1 yapan gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonuna yol acar. Gecikmis
tip asir1 duyarlilik yaniti, TCT pozitifligine ve TB’de goriilen kazeifikasyon, likefaksiyon
ve kavitasyona neden olur. Konagin bu yaniti, basil iceren makrofajlar ile ¢evre dokular1
harap ederek, inaktif makrofajlar icindeki basillerin ¢ogalmasini durdurur ve graniilom
merkezinde kazedz nekroz igeren dokular olusturur. Makrofaj ve polimorf niiveli 16kosit
kaynakl1 hidrolitik enzimler ile toksik oksijen radikallerinin etkisiyle doku harabiyeti artar.
Olusan kazedz nekroz ortamimda basiller, anoksik kosullar nedeniyle ¢ogalamazlar,
yillarca hatta yasam boyu dorman halde kalirlar. Primer infeksiyon ve primer odaklarin

(Ghon odagi) olustugu bu evrede TCT pozitiftir.

Evre 4: Doku Hasarlayic1 ve Makrofaj Aktive Edici Immiin Yanit
Bu siire¢ daha 6nce TB basili ile karsilasmamais kisilerde, immunsiiprese hastalarda,
daha oOnce basille karsilagsmig, immun sistemi saglam olan kisilerde birbirinden farkli

seyretmektedir.

4a (Duvarh konakeci)

Bu evrede lezyonlar 4-5 haftalik bir siirece erigmislerdir. Lezyon c¢evresine

siralanmig aktive olmamis makrofajlar, ortamdan kacan basilleri fagosite ederler. Bu
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makrofajlar da doku hasarlayict immiin yanit tarafindan Sldiiriiliirler ve kazedz merkez
daha da genisler. Sonugta, konak¢i kendi dokularmi yok ederek, basil c¢ogalmasini
durdurmaya c¢alismaktadir. Doku yikimi devam ederken basiller dolasima gecerler.
Makrofajlarin bir kismi aktive olmustur ve zayif bir hiicresel immiinite bulunmaktadir.
Basillerin dolasima nasil gectikleri tam olarak bilinmemekle beraber, birkag¢ mekanizma
diistiniilmektedir.
a) Serbest basiller mediastinal lenfatikler ve duktus torasikus ile sol subklavian ven
aracilig1 ile sistemik dolasima gecebilir.
b) Primer infeksiyon bdlgesinde kiigiik damarlar ve kapillerlerden dogrudan dolagima
karisabilir.
c) Basil fagosite etmis monositlerin dolasima karigmasi ile hematojen yayilim
gerceklesebilir.
Dolasima gegen basiller sonucu gelisen metastatik lezyonlar viicudun her tarafinda
gelisimlerini siirdiirebilirler. Miliyer TB’de bu sekilde bir yayilim s6z konusudur. Bu

siirecler infantlar, immiinstiprese ve AIDS'li hastalarda gelismektedir.

4b ( Direncli Konak)

Bu durum saglikli, immun sisteminde bir bozukluk olmayan hastalarda
gelismektedir. T hiicreler ve onlarin salgiladiklar1 lenfokinler araciligi ile hiicresel
immiinite yliksek derecede aktive olmustur. Bu sayede lezyonun etrafina aktive olmus
makrofajlar dizilmistir ve kacan basilleri hizla fagosite edip yok edebilmektedir. Boylece
kazedz odak kiigiik olarak kalir. Eger kazedz nekroz solid olarak kalir ve likefiye olmazsa,

hiicresel immiinite patolojik siireci bu asamada durdurmus olur.

Evre 5: Likefaksiyon ve Kavite Olusumu

Hiicresel immiinite giiclii olsa bile bazen hastalik progresyon gosterebilir ve kazedz
odak likefiye olur. Likefiye olan materyal, TB basili i¢in olduk¢a iy1 bir ortamdir ve ¢cok
yiiksek hizlarda ¢ogalmaya baslar. Bu asamada, konake tiiberkiilin benzeri maddelere ¢ok
duyarhdir ve ortamda ¢ok sayida basil olmasi nedeniyle dokuda toksik reaksiyonlar gelisir.
Yakinda bulunan bronsta nekroz gelisir ve likefiye materyal brons yolu ile dis ortama ve
akcigerin diger kisimlarma atilir. Boylece kavite olusur. Immiin sistemi baskilanmis

bireylerde ve infantlarda likefaksiyon ve kavitasyon olmamaktadir (19).
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2.5. Tiiberkiiloz Patolojisi

TB’de gozlenen patolojik degisimler biliyllkk oranda yerel basil antijen
konsantrasyonuna ve asiri duyarlilik reaksiyonunun derecesine baghdir. Yerel antijen
yiikiiniin ya da doku hasarlayic1 immiin yanitin fazla oldugu durumlarda eksiidatif
lezyonlar, antijen yiikiiniin ve doku hasarlayict yanitin az oldugu durumlarda proliferatif
lezyonlar ortaya ¢ikar. Cogu olguda bu iki lezyon tipinin bir arada oldugu karisik lezyonlar
daha yaygindir. Yerel antijen yiikiine gore lezyonlar ilerleyebilir, tip degistirebilir, stabil
kalabilir hatta gerileyebilir. Tek bir lezyonun bir kismi ilerlerken diger bir kismi
gerileyebilir.

Proliferatif veya prodiiktif lezyonlar, TB graniilasyon dokusu ile karakterizedir.
Akcigerlerde lenfohematojen yayilim odaklarinda olusan ilk lezyonlarm yayilimini
onlemek icin konak¢i tarafindan bu lezyonlarin etrafina inaktif makrofajlarin
toplanmasiyla TB’ye 6zgii graniilomlar (tiiberkiiller) olusturulur. Boylece lezyonlu bolge
saglam olan komsu dokudan ayrilarak hem basillerin ¢ogalmas: hem de yayilmasi 6nlenir.
Burada merkezde yan yana dizilen makrofajlar ve bunlar1 ¢evreleyen fibroz doku ve
lenfositler bulunur. Zamanla makrofajlar epiteloid hiicreye doniisiirken, iki veya daha fazla
makrofaji birlesmesiyle Langhans tipi dev hiicreler olusur. Basillerin yok edilme giiciline
bagl olarak graniilom merkezinde degisik biiyiikliikte kazeifikasyon nekrozu gelisebilir
(yumusak tiiberkiil) veya gelismeyebilir (sert tiiberkiil). Tipik bir tiiberkiil, merkezde
bulunan (veya bulunmayan) bir kazeifikasyon alani, bunu ¢evreleyen epiteloid hiicreler ve
Langhans tipi dev hiicrelere sahiptir. Daha dista monosit ve lenfositler, en dista da
fibroblastlar bulunur. Epiteloid hiicreler, mononiikleer hiicreler ve fibroblastlardan olusan
bu ii¢ tabakali yapiya graniilasyon dokusu ad1 verilir.

Proliferatif lezyonlarin tipik 6rnegi olan sert tiiberkiillerde bag doku hiicreleri de
yer alir ve bu lezyonlar siklikla fibrozis veya skar gelisimi ile 1yilesirler. Eger
lezyonlardaki basil yiikii ve asir1 duyarhilik reaksiyonu fazla ise, kazeifikasyon nekrozu
giderek genisleyecektir. Sonucgta ya genellikle birbirleriyle birlesen kiigiik, gevsek bir
organizasyon gosteren, yumusak tiiberkiiller ortaya ¢ikacak (miliyer veya dissemine
tiiberkiiloz) ya da kiiciik ve genis TB pnomonisi odaklar1 gelisecektir. Olusan bu eksiidatif
lezyonlarda, gevsek bir durumda yerlesmis lenfositler, makrofajlar ve graniilositler
goriiliirken, epiteloid hiicreler ve dev hiicreler ya seyrek olarak goriilecek ya da hig
goriilmeyecektir. Bu lezyonlarda yaygin eksiidasyon ve doku nekrozu olacak, eriyen doku

nekrozlar1 sonucunda kavite gelisecektir.
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2.6. Tiiberkiiloz Tam1 Yontemleri
2.6.1. Bakteriyolojik Tan1 Yontemleri

TB’de o6n tam1 klinik verilere dayanmakla birlikte, kesin tam1 laboratuvar
yontemleriyle konmaktadir. Kesin laboratuvar tani, etkenin hasta 6rneklerinde gosterilmesi
ve izolasyonu ile saglanir. Etkenin izolasyonu hastaligin tanis1 yaninda epidemiyolojik
degerlendirmeye ve etkenin duyarliliginin belirlenmesine de olanak saglamaktadir.

TB tanmis1 ig¢in rutin ¢alisan laboratuvarlarm yapilanmast DSO tarafindan
belirlenmistir. Ug asamadan olusan bu yapilanmanimn ilk asamasindaki laboratuvarlar, hasta
orneklerinde sadece mikroskopik inceleme ile ARB varligini arastirmaktan sorumlu iken,
ikinci asama laboratuarlarda bu isleme kiiltir ve M. tuberculosis kompleks’in diger
mikobakterilerden ayirt edilmesi eklenmistir. En iist diizey laboratuvarlar ise diger
laboratuvarlarin islemlerine ek olarak, M. tuberculosis kompleks disindaki mikobakterilerin
tir diizeyinde identifikasyonu ve TB ilaclarma duyarhiliklarinin ¢aligilmasi ile

gorevlendirilmistir (20).

a. Direkt Mikroskopik Inceleme: Mikroskop ile hasta 6rnegindeki TB basillerinin
saptanmasi, TB hastaligmin tanisin1 koymak i¢in en hizli, en ucuz ve pratik yontemdir.
Hasta orneklerinden hazirlanan preparatlara, degisik boyama yontemleri uygulanmakta ve
mikroskop ile degerlendirilmektedir. En yaygin kullanilan boyama yontemi Ehrlich- Ziehl-
Neelsen (EZN) boyama yontemidir. EZN ile boyanmis preparatta en az 300 mikroskop
sahas1 tarandiktan sonra negatif olduguna karar verilmelidir. 300 mikroskop alaninda
saptanan 1-2 basil siipheli olarak degerlendirilirken 100 alanda 1-9 basil goriilmesi (+), 10
alanda 1-9 basil goriilmesi (++), her alanda 1-9 basil goriilmesi (+++), her alanda 10°dan
fazla basil goriilmesi (++++) olarak yorumlanmalidir. Kinyoun boyama ve fluorokrom
yontemi ile boyama diger boyama yontemleridir. Direk balgam mikroskopisinde en
onemli sorunlar yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar ile farkli okuyucularm ayni

ornekte farkli sonuclar bildirmesidir (21).
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Sekil 2.2. EZN ile boyanmis preparatta M.tuberculosis basilleri

b. Kiiltiir Yontemleri: TB tanis1 i¢in laboratuvara gelen drneklerin bazilar1 steril 6rnekler
olup bu orneklerin santrifiij edildikten sonra olusan ¢okeltisi uygun kiiltiir ortamina
aktarilir. Steril olmayan ornekler Oncelikle homojenizasyon ve dekontaminasyon
asamalarindan gegirilerek (tercihen N asetil L-sistein ve NaOH ile) yine bakterinin
yogunlagmasini saglamak amaci ile sogutmali santrifiijde ¢oktiirme yapilir. Olusan ¢okelti
mikobakterinin izolasyonunu saglamak ic¢in uygun kiiltir ortamma aktarilir. DSO,
mikobakterilerin izolasyonu amaciyla sivi ve kati 6zellikte iki ayri1 besiyerinin beraber
kullanilmasmi oOnermektedir. Sivi besiyerlerine Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween
albumin siv1 besiyeri 6rnek verilebilir. Kat1 6zellikteki besiyerleri ise yumurta bazli ve agar
bazli besiyerleri olmak lizere ikiye ayrilabilir. Yumurta bazli besiyerlerine, Lowenstein-
Jensen besiyeri, Petragnani besiyeri ve American Trudeau Society besiyeri, agar bazl
besiyerlerine ise Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 6rnek verilebilir.

Gliniimiizde, TB basilinin daha hizli iremesini ve liremenin erken donemde tespit
edilmesini saglamayr amaglayan, ‘hizli sonu¢ veren kiiltlir sistemleri’ kullaniimaya
baslanmistir. Bu sistemlerde kullanilan besiyerlerinin igerikleri olduk¢a zengindir ve
mikobakterilerin {ireme sansmi artirmak amag¢lanmaktadir. Hizli kiiltiir sistemlerinde
agirlikli olarak sivi besiyerleri kullanilmakla beraber, bifazik ve kati besiyerlerinin de
kullanildig1 sistemler mevcuttur. Bu sistemler arasinda; BACTEC 460 TB sistemi
(radyometrik esasli sistem), BACTEC Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) 960
Sistemi (floresan esasli sistem), BACTEC 9000 mb Sistemi (flouresan esasli sistem),
BacT/ALERT MB (MB/BacT) Sistemi (kolorimetrik esasli sistem), Dio-TK Scan Kiiltiir

Sistemi (kat1 6zellikte kolorimetrik esasli sistem) dir (22).
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Direkt mikroskopik incelemenin pozitif ve kiiltiirde tiremenin olmadigi durumlarda;
e Uzamis dekontaminasyon basamagi
e Kiiltiirde kisa inkiibasyon
¢ Yaymalarm ¢apraz-kontaminasyonu
¢ Su ve kullanilan boyalarn aside direng¢li mikroorganizmalarla kontaminasyonu

e NTM varlig: diisliniilmelidir.

c. Identifikasyon: Mikobakteri tip belirlenmesi biyokimyasal yontemlerle ve niikleik asit
amplifikasyon teknikleri ile yapilabilmektedir. Kord faktor olusumu, MacConcey agarda,
kanli agarda lireme testi, NAP (paranitro-alfa-asetilamin-hidroksipropiofenon) testi gibi
testlerin yani swra katalaz testi, niasin testi, pirazinamidaz testi, thiofen-2 karboksilik
asithidraliz testi gibi bir¢ok biyokimyasal test kullanilmaktadir. Bu biyokimyasal testlerin
bir arada kullanilmasi ile saglanacak identifikasyon oldukca zor ve zaman alicidir. Hizli
kiiltiir sistemlerinin ¢cogunda, mikobakterilerin izolasyonunun yani swra, tiir diizeyinde
tanimlamalar1 da yapilabilmektedir. BACTEC 460TB’de NAP testi ile M. tuberculosis
kompleks ve NTM ayirimi yapilabilmektedir (11).

2.6.2. Molekiiler Biyolojik Yontemler

Klasik laboratuvar tani yontemlerinden mikroskopinin 6zgiilliik ve duyarliliginin
diisiik olmas, kiiltlir yontemlerinin ise uzun zaman almasi nedeniyle molekiiler yontemler
TB laboratuvarlarma ¢ok hizli bir sekilde girmis ve farkli uygulama alanlar1 bulmustur.
Molekiiler yontemler klinik Orneklerde bulunabilecek etkenin kisa siirede gdsterilmesi,
tanimlanmasi, alt tipleme ve ila¢ direncinin saptanmasinda kullanilmaktadir.

Tanida kullanilan molekiiler yontemlerin basinda polimeraz zincir reaksiyon (PZR)
gelmektedir. Gelistirilen ticari kitlerle orneklerin islenmesi, amplifikasyon ve sonug
gozleme islemleri standardize edilerek laboratuvarlar arast uyumsuzluklar giderilmeye
calisilmistir. PZR yonteminin ticari olarak iiretilmis sekli (COBAS AMPLICOR PCR)
solunum yolu 6rnekleri icin dnerilmekte ve genel olarak duyarlilik %66.7-85.2, 6zgiillitkk
%98.8-99.7 olarak bulunmakta; mikroskopi pozitif olan o6rneklerde duyarlilik 9%92.6-
96.1’e ¢ikmakta, negatif olanlarda ise %48-71.7’ye diismektedir (23-25). Ayni kitin beyin
omurilik sivilarinda uygulanmasi halinde duyarlilik %60 (26), solunum yolu disindaki

diger 6rneklerde %61-100 olmaktadir (24).
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Solunum yolu 6rneklerinde kullanilmak {izere tiretilmis diger bir kit “Gen- Probe
Amplified Mycobacterium Direct Test” (Gen-Probe)’tir. Bu testte, hedef molekiil olarak
her hiicrede yaklasik 2000 kadar bulunabilen rRNA secilerek, duyarliligi artirmak
hedeflenmistir. Kiiltiir pozitif solunum yolu 6rneklerinde yontemin duyarliligi %91-98.4
iken, ozgiilliikk %98.5-98.9 olarak saptanmustir (27, 28). Solunum yolu disindaki drneklerde
duyarlilik %20-100, 6zgiillik %95-96.4 olarak belirlenmistir (27).

Diger bir molekiiler ydntem olan zincir ayristirma amplifikasyon (strand
displacement amplification=SDA) ile solunum yolu 6rneklerinden tiiberkiiloz basillerinin
arastirilmasinda; kiiltiir ve mikroskopi pozitif 6rneklerin tamamindan pozitif sonug¢ alinmis,
testin Ozgllligli %85-94 arasinda bulunmustur (29). Yontemin bir versiyonu olan
“BDProbeTec-SDA” ile kiiltiir pozitif 6rneklerin %94.7’sinden pozitif sonu¢ alinirken,
ozgiilliik %99.8 olarak saptanmistir (30).

TB’nin tanisinda alternatif bir DNA amplifikasyon yontemi olan Ligaz zincir
reaksiyon (Ligase chain reaction=LCR) ticari kit halinde iiretilmistir. Bu yontemle yapilan
calismalarda; klinik orneklere gore de§ismekle birlikte duyarlilik %84-97.5, 6zgiilliik
%95.8-100 olarak bulunmaktadir (31-33).

TB laboratuvarlarinda fazla sayida degisik molekiiler tan1 yontemleri denenmis
olmakla birlikte, bu yontemlerin hi¢ biri heniiz mikroskopi ve kiiltiir gibi konvansiyonel
yontemlerin yerini alamamiglardir. Bunun nedenleri; amplifikasyona dayali yontemlerin
genel pozitiflik oranlarmin ve duyarliliginm kiiltiirden anlamli derecede yiiksek olmayisi,
amplikon veya pozitif klinik Orneklerin birbirine karigsmasma bagli olarak hatali
pozitiflikler goriilebilmesi, her klinik 6rnek i¢in kullanilabilecek, standardize edilmis ticari
kitin heniiz bulunmayisi, tedavi gérmiis olan hastalarda, klinik 6rnekte 6lii basil varliginda

bile DNA yontemleriyle pozitif sonu¢ alinabilmesidir.

2.7. LTBI Tansi

TB ile miicadelede en dnemli basamak, LTBI’nin tanmip, tedavi edilmesidir. TB
basili viicuda girdikten sonra aylarca-yillarca hastalik olusturmadan kalabilir. Bu donemde
viicut tarafindan olusturulan savunma yanitlari, basillerin aktivite gostermeden
canliliklarmi siirdiirmelerini saglar. Buna “TB infeksiyonu” denir. LTBI tedavisi ile aktif
TB gelisimi biiylik 6lciide Onlenebilmektedir. Esas problem LTBI bulunan bireylerin
saptanmasidir (2). Izoniazid ile 6-9 ay siireyle yapilan LTBI tedavisinin etkinligi %25 ile
%92 arasinda degismektedir. Tedavi uyumunun iyi oldugu bireylerde koruyucu etkinlik

genellikle %90 diizeyindedir (34). M. tuberculosis basiline karsi hiicresel immiinite
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gelisimi genellikle TCT pozitifligine neden olmaktadir. Gilinlimiizde M. tuberculosis ile

infekte bireylerin taranmas1 TCT ile yapilmaktadir (35).

2.7.1. Tiiberkiilin Cilt Testi

M. tuberculosis infeksiyonunun belirlenmesinde en yaygin kullanilan testtir.
Mikroorganizmanin bazi antijenik bilesenlerine karsi olusan gecikmis tipte asir1 duyarlilik
reaksiyonunu belirler (36). TCT’nin uygulanmasinda kullanilan standart test metodu
Mantoux yontemidir. TCT hem giivenli hem de gebelik doneminde kullanilabilen bir
testtir. Mantoux deri testi intradermal olarak 0.1 ml PPD’nin 6n kolun i¢ ylizeyine
uygulanmasi ile yapilir. Enjeksiyon tek kullanimlik tiiberkiilin enjektorii ile yapilmalidir ve
ignenin aciklig1 yukar1 bakacak sekilde deri icine girilmelidir. Uygulama sonrasinda deride
yuvarlak, keskin smirl, soluk 6-10 mm capinda mercimek biiyiikliigiinde kabariklik
olugsmalidir. Bu, testin dogru yapildigini gosterir. Eger test dogru olarak uygulanmamuis ise
ilk yerden birka¢c cm uzaga tekrar uygulanmalidir. Deri testi egitimli saglik calisanlari
tarafindan 48-72 saat sonrasinda degerlendirilmelidir. Eger 48-72 saat iginde deri testi
degerlendirilemezse, pozitif reaksiyonlar 1 hafta icerisinde degerlendirilebilir, negatif

sonuglar i¢in tekrar test yapilmasi gerekir (37).

Sekil 2.3. Mantoux deri testi

a) TCT Degerlendirilmesi

BCG skarn olmayan bireyler:

0-5 mm ise: Negatif olarak kabul edilir.

6-9 mm ise: Siipheli kabul edilir, 1 hafta sonra test tekrarlanir, yine 6-9 mm bulunursa
negatif kabul edilir; 10 mm ve lizeri pozitif kabul edilir.

10 mm ve tizeri: Pozitif kabul edilir.

Bagisiklig1 baskilanmis kisilerde 5 mm ve {izeri pozitif kabul edilir.

BCG skar1 bulunan bireyler:

0-5 mm: Negatif kabul edilir.
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6-14 mm: BCG’ye bagl kabul edilir.

15 mm ve lizeri: Pozitif kabul edilir, infeksiyon olarak degerlendirilir.

TCT’nin yalanc pozitif reaksiyon verdigi durumlar
Yalanc1 pozitif yanit genellikle PPD antijeni ile paylasilan diger mikobakteri
antijenlerinden kaynaklanmaktadir. Bu da NTM ile infeksiyona bagli ¢apraz reaksiyon
veya BCG asilamasma bagl olarak ortaya c¢ikmaktadir (38). Bu capraz reaksiyonlarin
hangi mikobakteri tiirtine bagli oldugunun ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. Bunun
yaninda endiirasyon ¢ap1 ne kadar biiyiikse bunun M. tuberculosis’e bagli olma olasilig1 da
o kadar ytiksektir. Ayn1 sekilde BCG asisina bagli capraz reaksiyonun ayirt edilebilmesi de
zordur.
Su durumlarda reaksiyonun M. tuberculosis infeksiyonuna bagli olabilecegi
disiiniilmektedir (39):
e Endiirasyon ¢apinim biiyiik olmasi
e TB’li birey ile temasin olmasi
e Ailede TB hastaligi Oykiisii olmast veya iilkede TB infeksiyonu prevalansinin
yiiksek olmasi
e Agiile test arasinda uzun bir siire olmasi
Asiya bagh tiiberkiilin yanit1 zamanla azalma gosterir ve 10 yildan daha uzun
siirmesi beklenmez (39). BCG ile asilanmis ¢ocuklarda TCT yanitlar1 3 mm ile 19 mm
arasinda degiskenlik gosterebilmektedir. As1 sonrasinda olusan TCT reaksiyonu asmin
koruyuculugunu gostermez (40) ve BCG asisindan sonra gecen siireye bagli olarak

tiiberkiilin yanitinda azalma goriilebilir.

Tiiberkiilin cilt testinin yalanci negatif reaksiyon verdigi durumlar:
1. Test edilen bireye bagl faktorler
e infeksiyonlar
a) Viral (kizamik, kabakulak, sucicegi, HIV)
b) Bakteriyel (tifo, brusella, lepra, bogmaca, yaygin TB, TB plorezi)
c) Fungal (Gliney Afrika blastomikozu)
e Canli virts ile asilanma (kizamik, kabakulak, polio, su ¢i¢egi)
e Metabolik dengesizlikler (kronik bobrek hastaligi)

e Diisiik protein durumlari (afibrinojenemi, ciddi protein kayiplari)
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e Lenfoid organlar: etkileyen hastaliklar (Hodgkin hastaligi, lenfoma, kronik 16semi,
sarkoidoz)

e llaglar (kortikosteroidler, immiinosupresif ilaglar)

¢ Yas (yenidoganlar, yasllar)

e Stres (cerrahi, yanik, mental hastaliklar, graft-versus-host hastaligi)
2. Kullanilan tiiberkiiline bagli olarak

e Uygun olmayan depolama (1s1 ve 1518a maruz kalma)

e Uygun olmayan sulandirma

e Kimyasal denatiirasyon

e Kontaminasyon

e Enjektor tarafindan emilme
3. Uygulama metoduna bagli olarak

e Diisiik doz antijenin enjekte edilmesi

e (ilt altma enjeksiyon

e Enjektorde fazla bekletilmis antijen enjeksiyonu

e Diger deri testlerinin ¢ok yakinina enjeksiyon yapilmasi
4. Testin degerlendirilmesine bagl

e Deneyimsiz kisilerce testin degerlendirilmesi

e Kayit sirasinda hatalar

TB basili ile infekte olan bazi bireylerde gecikmis tipte asir1 duyarlilik reaksiyonu
yillar icinde giderek azalabilir. Bu bireyler infeksiyondan yillar sonra tekrar test
edildiklerinde negatif yanit verebilirler. Fakat TCT 1-3 hafta sonra tekrarlandiginda tip 4
asir1 duyarlilik reaksiyonunu uyarabilir (booster fenomeni). Bu etki her yas grubunda
goriilebilir, insidans1 yas arttikca artar ve yaslilarda daha sik goriiliir. Booster etkisi NTM
ile infekte olmus bireylerde veya BCG asis1 ile asilanmis bireylerde de goriilebilir. Iki
asamali TCT, booster etkisini ortadan kaldirmak i¢in yapilir. Eger yapilan ilk deri testi
negatif olarak degerlendirilmis ise, ikinci test 1 hafta sonrasinda yapilmalidir. ikinci teste
alman pozitif yanit olasilikla “booster” yanitidir (eski infeksiyon veya BCG asilanmasi).
Bu test sonucuna gore bireyin daha dnceden infekte oldugu kabul edilmeli ve ona gore
degerlendirilmelidir. Bu sonug, test konversiyonu olarak degerlendirilmemelidir. Eger

ikinci test sonucu negatif ise birey infekte olmamis anlamina gelir. Bu bireyde takip eden
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diger testler pozitif olarak ortaya ¢ikarsa deri testi konversiyonu olarak kabul edilir ve yeni

bir infeksiyonu gosterebilir (41).

2.7.2. Serum Interferon-y Testleri

TCT bir ¢ok durumda yalanci negatif ve yalanci pozitif sonu¢ verebilmekte ve
testin TB infeksiyonu i¢in prediktif degeri, incelenen popiilasyonun infeksiyon prevalansi,
BCG asilamasi ve NTM infeksiyonu prevelansina gore degiskenlik gostermektedir. Bu
nedenlerden dolay1 TCT’ den daha duyarl ve 6zgiil olan, sayilan nedenlerden etkilenmeyen
daha giivenilir testlere ihtiyag vardwr. Son yillarda M. bovis, BCG suslar1 ve bircok
NTM’de bulunmayan, sadece M. tuberculosis genomunda yer alan RD1 gen segmentinin
saptanmas1 ve bu gen segmenti iirlinlerine 6zgiin immiin yanitlarin 6lgiilebiliyor olmasi,
TB infeksiyonunun saptanmasinda yeni bir testin gelistirilebilecegi fikrini dogurmustur
(42). Bu nedenle giintimiizde bu 6zelliklere sahip bir test gelistirilmesi i¢in pek ¢ok
arastirma yapilmaktadir. Bunlar arasinda belki de en 6nemli ve giincel olani interferon-
gama (IFN-y) arastirmasima dayanan testlerdir (2).

Bu testlerde, ELISA ve ELISPOT yontemleri kullanilmaktadir. Bu testler M.
tuberculosis’e spesifik antijenler olan ESAT-6, CFP-10 ve antijen 7.7 (RV2645) ile
stimiilasyona yanit olarak mononiikleer hiicreler tarafindan salgilanan IFN-y tespitine
dayalidir. Bu antijenleri kodlayan genler, M. bovis BCG suslar1 ve NTM’lerin ¢cogunda
(M.kansasii, M. marinum ve M. szulgari hari¢) bulunmamaktadir. Bu nedenle, testin teorik

olarak BCG asis1 ile ¢arpraz reaksiyon vermeyecegi diisiiniilmektedir (43).
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Sekil 2.4. TST, T-SPOT.TB ve ELISA calisma prensipleri (44)

Son 10 yilda yapilan arastirmalarla dort ticari IFN-y arastirmasma dayanan test
gelistirilmistir (42):
1. QuantiFERON-TB assay (Cellestis Limited, Carnegie, Victoria, Australia),
2. T SPOT-TB assay (Oxford Immunotec, Oxford, UK),
3. QuantiFERON-TB Gold (Cellestis Limited, Carnegie, Victoria, Australia),
4. QuantiFERON-TB Gold (In-Tube metod).

Her dort test de, TB antijenleri ile uyariya yanit olarak T hiicrelerinden salinan

IFN-y’y1 Olcerek hiicre aracili bagisikligi degerlendirmektedir. Bu testlerde, ELISA ve
ELISPOT yontemleri kullanilmaktadir.
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Tablo 2.1 T hiicrelerinde IFN-y arastirmasina dayanan testler ve ozellikleri (45)

.. - inkiibasyon Stimiilan Calisma
T hiicre kaynag periyodu (saat) antijenler yontemi
QuantiFERON-TB Tam kan 24-48 PPD ELISA
Periferik kan
T SPOT-TB mononiikleer 16-24 ESAT-6, CFP-10 | ELISPOT
hiicreleri
. ELISA
QuantiFERON-TB Tam kan 16-24 ESAT-6, CFP-10
Gold
QuantiFERON-TB Tam kan 1624 ESAT-6, CFP-10, ELISA
Gold (In Tube Metod) Antijen 7.7

Tablo 2.2 TCT ve IFN-y arastirmasina dayanan testlerin performans ve islevsel 6zellikleri

(46)
Performans ve arastirmasina TCT IFN-y arastirmasina
islevsel ozellikler dayanan testleri
Duyarlilik %75-90 2,80-95
Ozgiilliik %70-95 %95-100
BCG ile Var Daha az
capraz reaksiyon
Var Daha az

NTM’ler ile ¢apraz reaksiyon

Test pozitifligi ile izlem siirecinde
aktif TB gelisim riski iligkisi

Orta-giiglii 1ligki

Yetersiz veri

TB ile temas iliskisi Var Var
Giivenilirlik Var Kanit yok
Booster etkisi Var Yok
Yan etki Nadir Nadir
Hasta viziti Iki Bir
Maliyet Diisiik Yiiksek
Laboratuvar alt yapist Gerekmez Gerekli
Testin sonuglanma hizi 2-3 giin 1-2 giin
Var Var

Personel ihtiyact

RD1-temelli IFN-y arastirmasma dayali testlerin, PPD-temelli testlere oranla daha

Ozgiil olduklar1 diistiniilmektedir (42, 46). Baslangicta bu konuda yapilan arastirmalar
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biiyiik 6lctide latent tiiberkiilozun tanisina odaklandiysa da giliniimiizde bu testlerin bir¢ok
uygulama alani vardir. Bunlar (45);

e Aktif tiiberkiilozun tanisi,

o Aktif tiiberkiilozun 6ngoriilebilmesi,

o M. tuberculosis infeksiyonu ile dnceden yapilmis BCG asis1 arasindaki ayrimin

yapilmasi,

e LTBI olanlarda aktivasyonun 6ngoriilebilmesi,

e Tedaviye yanitin izlenmesi

Ozgiil RD1 antijenleri kullanan IFN-y arastirmasina dayanan testlerin daha yiiksek
ozgiilliik, M. tuberculosis temasi ile daha iyi iligski, 6nceki BCG asis1 ve NTM ile goreceli
daha diisiik ¢apraz reaksiyon gosterme gibi TCT’ye oranla bazi iistiinliikleri olabilir.
Antijen karigimlar1 kullanan IFN-y arastirmasma dayali testler, 6zgiillik ve duyarlilik
acisindan en 1iyi bilesenler gibi goriinmektedir. Bu durum klinik olarak, TB infeksiyonu
icin duyarli olan bu yeni testlerin, ozellikle yanlis negatif TCT sonuclarina egilimli
gruplara (bagisikligi baskilanmis bireyler, cocuklar, akciger dis1 tiiberkiiloz olgulari,
malniitrisyonlu hastalar)  tan1 koymaya yardimci olacagi anlamina gelir. IFN-y
arastirmasina dayal1 testler yanlis pozitif sonuclar1 azaltarak gereksiz tedavileri ve yan
etkileri azaltabilir (42). Ancak bu konu ile ilgili veriler yetersizdir. Bu donemde yapilacak
uzun donemli ve iyi planlanmig ¢calismalara ihtiyag vardir.

ELISPOT tek hiicre diizeyinde, hiicre aktivasyonunu degerlendiren yiiksek
duyarliliga sahip ve basit bir tetkikdir. Antijen ve peptidlere 6zgiin bagisiklik yanitlarmin
Olgiilmesi i¢in kullanilir. Tiim hastalardan 20 ml vendz kan 6rnegi alinir ve periferik kan
mononiikleer hiicreler aywrilir. Bu tetkik icin 96 kuyucuklu monoklonal anti-IFN-y
antikoru ile kaplanmis plakalar kullanilmaktadir. Her kuyucuga 2 x10° hiicre ekilir. iki
kuyucuga ESAT-6 ve CFP-10 proteinleri eklenir, bir kuyucuga antijen 6zgiin olmayan
fitohemagliitinin eklenerek pozitif kontrol, bir kuyucuga da antijen eklenmeyerek negatif
kontrol olusturulur. Bir gece 37° C’de %35 CO; ile inkiibe edilir, bdylece T hiicrelerinin
antijeni tanimalar1 saglanir. Daha sonra plakalar yikanarak antijenler ortamdan
uzaklastirilir. Enzimle konjuge sekonder antikor ve daha sonra kromojenik substrat eklenir.
ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerine spesifik T lenfositlerin olusturdugu siyah noktalar, bir
mikroskop veya bir biyiite¢ araciligiyla sayilir. Negatif ve pozitif kontrollerle

karsilastirilarak, test sonucu degerlendirilir.
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2.8. Tiiberkiiloz Plorezi
TB plorezi, MTB infeksiyonunun en sik goriilen ekstrapulmoner tutulumudur.
Tiim TB vakalarmin ortalama %37.4’iinde bulunur (47). Ulkemizin pek cok yerinde

ekstidatif plorezinin sebepleri arasinda TB ilk sirada yer alir.

2.8.1. Patogenez

TB plorezi, siklikla primer infeksiyonun erken bir komplikasyonu olarak
gelisebilecegi gibi, postprimer TB’nin ilerlemesi seklinde de gelisebilir. TB basilinin
plevral araliga ulagmasi, primer infeksiyon sirasinda lenfo-hemotojen yayilim, akciger
TB’nin seyri esnasinda lokal lenf bezlerindeki basillerin geri akimla plevraya ulagmasi,
bronko-plevral fistiill veya pnomotoraks komplikasyonu seklinde dogrudan yolla
olabilecegi gibi, daha siklikla akciger parankimindeki subplevral yerlesimli kaze6z odagin
riiptiirii ile TB antijenlerinin plevral bosluga ulasmasi1 ve bunun sonucunda duyarli CD4 +
T-lenfositler tarafindan yonetilen gecikmis tip asir1 duyarlhilik reaksiyonu sonucu ortaya
cikar (49). Gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonuna bagli olarak plevradaki kapillerin
permeabilitesinde artis oldugu ve bu durumun plevrada sivi toplanmasina neden oldugu
ileri stirtilmektedir. TB plorezinin gecikmis tip aswr1 duyarlhilik reaksiyonuna bagl
oldugunu destekleyen en Onemli bulgu plevra sivi kiiltliriinde ¢ok az hastada basil
iiretilebilmesidir (49).

Plevral bosluga yayilan mikobakteri antijenlerine ilk yanit veren hiicreler
notrofillerdir. Notrofiller, mononiikleer hiicrelerin plevral bosluga go¢ etmelerine neden
olur. Sivida 2-5. giinler arasinda baskin hiicreler makrofajlardir. Inflamasyonun 3.
gilinlinden itibaren lenfositler goriilmeye baslar. Lenfositlerin ¢cogu CD4 + T-lenfositlerdir.
Plevral sivida mikobakteri ve mikobakteri antijenlerini fagosite eden makrofajlar, bu
antijenleri hiicre membranlarmmda MHC II antijeni ile CD4 + T-lenfositlere sunarlar ve IL-1
ile IL-2 salgilayarak T- lenfositleri stimiile ederler. Aktive T lenfositler de baslica IFN-y
olmak iizere sitokinler salgilayarak makrofajlarm mikobakteri 6ldiirme kapasitelerini
artirirlar.  Plevra boslugundaki mikobakteri antijenlerinin duyarli T-lenfositleri ile
karsilagmas1 gecikmis tip asir1 duyarhilik reaksiyonu ve sivi toplanmasi ile sonuglanir (43,

49).
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2.8.2 Klinik Bulgular ve Tam

TB plorezi, baslangicta kendi kendine sinirli bir hastalik olmasina ragmen, tedavi
edilmeyen hastalarin %65’inde 5 yil i¢cinde aktif pulmoner veya ekstrapulmoner TB
gelistigi bildirilmistir (50). Semptomlar ¢cogunlukla yavas baslar. Klasik TB semptomlar1
(ates, gece terlemesi, istahsizlik, halsizlik, zayiflama) yaninda ploritik agri, kuru okstirtik
(prodiiktif de olabilir), nefes darligi da goriilebilir. Parankimal tutulum direk grafilere
yanstyandan ¢oktur. Toraks BT de %50, patolojik caligmalarda %80 akciger parankiminin
de tutuldugu bildirilmektedir.

TB plorezide sivi, saman sarist renginde, berrak veya hafif bulanik olur. Daima
ekstidadir. Glukozun diisiik oldugu goriilse de cogunlukla 60 mg/dI’nin {izerindedir.
Basilin plevraya ulagmasiyla olusan ilk yanit nétrofillerden gelir. Bu nedenle baslangicta
stvida polimorf niiveli 16kositler artmis bulunabilir. Uciincii giinden itibaren hakim hiicre
lenfositlerdir. Bu sebeple slipheli durumda torasentezin yinelenmesi 6nerilir.

TCT’nin pozitif olmasi eksiidatif plevral eflizyonlu hastada tanty1 destekler, negatif
olmasi ise taniy1 ekarte ettiremez. TB plorezisi olan hastalarin yaklasik %30 ‘unda test
negatif cikabilir. Bu hastalarda TCT negatifligi kanda bulunan supresor hiicrelerin T
lenfositlerin aktivitesini baskilamasi ile agiklanmaktadir. Ancak TCT negatif olan olan bazi
hastalarin kaninda supresor hiicrelerin varhigi gosterilememistir. Bu durumda TCT
negatiflifinin CD4 + T lenfositlerin plevral sivida toplanmasi sonucu ortaya ciktigi
disiiniilmektedir (49).

Adenozin deaminaz (ADA), adenozinin inozine doniisiimiinii katalizleyen bir
enzimdir. Aktive lenfositler, makrofajlar ve noétrofillerden salgilanan bir nonspesifik
inflamasyon belirtecidir. TB plorezilerinde diizeyi artmaktadir (51). Plevral sivi ADA
diizeyi 40 U/L’nin altindaysa TB plorezi tanisindan uzaklasilirken, ADA diizeyi 70
U/L’nin {istiindeyse Oncelikle TB diistiniilmesi gerektigi bildirilmektedir (52). TB
prevalansi yiiksek olan tilkelerde, 35 yas alt1 kisilerde ADA diizeyi 47 U/L’nin iizerindeyse
plevra biyopsisine gerek olmadigi, ancak ADA diizeyi 47 U/L’nin altindaysa plevra
biyopsisi yapilmas1 gerektigi belirtilmektadir (6). ADA’nin ADA 1 ve ADA 2 olmak {izere
iki 1zoenzimi mevcuttur ve plevral sivida ADA izoenzim diizeylerinin belirlenmesi ile
ADA’nin tanisal degerinin artabilecegi bildirilmektedir. ADA1 en fazla lenfosit ve
monositlerde olmak tizere tim hiicrelerde bulunurken, ADA 2 esas olarak monosit ve
makrofaj aktivasyonunu gosterir. TB plorezide ADA 2 artarken, bazi malign sivilar,

ampiyem ve parapndmonik sivilarda ADA 1 artmaktadir (43).
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Hem ¢abuk, hem de kesin taniy1 koyduracak bir tetkik olan plevral stvida ARB
aranmasi ihmal edilmemelidir. Ancak ¢ok az sayida pozitif sonug verir. Ulkemizde yapilan
calismalarda plevral sivida %2-10 diizeylerinde basil saptanabildigi gosterilmistir (48).
Plevral sivida ¢alisilan MTB kiiltiirii pozitifligi ise %12-70 arasindadir. MTB kiiltiirii i¢in
kapali biyopsi ile alman plevral biyopsi kiiltliriiniin sensitivitesi %39-80, histopatolojik
olarak kazeifiye graniilomlarin gosterilmesinin sensitivitesi %50-97 olarak saptanmistir
(50). Sonug olarak plevral sivinin tetkikleriyle kesin taniya ulagsmanin zor oldugu, plevral
dokunun histopatolojik incelemesinin daha yiiksek tani degeri oldugu gézlenmektedir.

Medikal torakoskopi (ploroskopi), plevra sivi incelemesi ve yapilmis ise kapali
plevral biyopsi ile taniya ulagilamadigi durumlarda endikedir. Plevral efiizyonlarin
yaklasik beste birinde torakoskopi endikasyonu vardir. TB plorezide plevranin en yogun
hastalik tutulumunun oldugu yerlerin ploroskopi ile goriliip, yeterli doku Orneklerinin
almmasiyla %100 histopatolojik tani, %78 MTB Kkiiltiir pozitifligi tanis1 elde edilmektedir.
Diger yontemlerle nedeni aydinlatilamayan eksudatif plorezide ploroskopi bugiin kabul
edilen kesin tani yontemidir (51). Goreceli olarak invaziv bir islem olmasina karsin
oldukga giivenli ve tani orami yiiksek bir girisimsel yontemdir. Islemin tek kesin
kontrendikasyonu plevral boslugun olmamasidir. Ploroskopi yapilabilmesi i¢in plevra
yapraklar1 arasinda 6-10 cm’lik bir bosluga ihtiya¢ vardir. Eger hastanin plevral efiizyonu
yoksa bir giin once yapay pnomotoraks olusturularak ploroskopi yapilabilir. Diger
kontrendikasyonlar hastanin genel durumunun kotii olmasi, kardiyovaskiiler bulgularin
dengesiz olmasi, plevral eflizyona bagli olmayan hipoksemi, ates, kontrol edilemeyen
oksiiriik ve diizeltilememis kanama diyatezidir. Siralanan bu sakincali durumlar diger
invaziv islemler i¢in de gecerli olup, ploroskopiye dzgii kisitlamalar degildir. islem oncesi
solunum fonksiyon testleri, arter kan gazlari, EKG, tam kan sayimi ve kanama tesleri ile
hasta degerlendirilmelidir. Torakoskopi i¢in en uygun giris yerini saptamak iizere en yakin
tarihli direkt akciger grafileri ve toraks bilgisayarli tomografisi islemden Once
incelenmelidir (53).

Son yillarda LTBI tanisinda T lenfosit kaynakli IFN-y arastirmasina dayali in vitro
baz1 testler gelistirilmistir. Bu testler =~ TB antijenleri ile uyariya yanit olarak T
lenfositlerden  salman  IFN-y’y1  Glgerek  hiicre  aracili  bagisiklik  yanitini
degerlendirmektedir. Normalde bu testler periferik kan mononiikleer hiicreleri kullanilarak
yapilirken, plevral sivi mononiikleer hiicreleri de kullanilabilmektedir (43). Losi ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada klinik olarak TB plorezi diisiiniilen 20 hasta ve

tiiberkiiloz dis1 tanili 21 hastada periferik kan mononiikleer hiicrelerinde T-SPOT.TB testi
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degerlendirilmis ve testin sensitivitesinin periferik kan i¢in %90, plevra sivist icin %95,
spesifitesinin periferik kan i¢in %67, plevra sivisi i¢in %76 oldugu saptanmistir (54).
Eksiidatif plevral eflizyonu olan, klinik olarak TB ploreziden siliphelenilen
hastalarda kesin taniya ulasabilmek i¢in plevral s1v1 analizi yaninda, plevra biyopsisine de
siklikla gerek duyulmaktadir. Plevral biyopsinin invaziv bir islem oldugu goz Oniinde
bulunduruldugunda kesin TB plorezi tanisini koyabilmak i¢in daha az invaziv, hizl,

duyarl ve 6zgiil immunolojik tan1 yontemlerinin kullanilabilirligini arastirmak gereklidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu arastirma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastrma Kurumu (TUBITAK)
Arastirma ve Gelistirme Projesi Destekleme Programi kapsaminda (Projesi No: 108S117),
Baskent Universitesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda yiiriitiilmiistiir.

KA07/199 no’lu projenin 10 Ocak 2008 tarihinde Baskent Univesitesi T1p Fakiiltesi
Arastrma ve FEtik Kurulu onaylari alinmistir. Calismada planlanan olgu sayisina
ulagabilmek amciyla referans bir merkezden de olgu elde etmemiz gerekmekteydi. Bu
nedenle Atatiirk Gogiis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Yerel Etik Kurul onaylar1 da ayni tarihlerde alimmustir.

Calisma amaci, TB plorezi tanisinda T-SPOT. 7B testinin kullanilabilirligi ve tanisal
degerinin tiiberkiilozun endemik goriildiigii, BCG asilamasmin rutin yapildigi iilkemizde
arastirilmasidir. Diger tan1 yontemleriyle kesin TB plorezi tanist konmus referans hasta
gruplarinda, T-SPOT.7B testinin yliksek tanisal degerinin saptanmasi ve diger tanisal
testlerle ELISPOT yonteminin karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Plevral efiizyonun yani sira, serumda da ELISPOT testinin ¢alisilmasi ile ESAT-6
ve CFP-10 spesifik T lenfositlerin inflame dokuya gociiniin gdsterilmesi planlanmistir.
Boylece, plevral sivida ARB basili saptanamayan TB plorezili hastalarda, kiiltiirlerin
sonuclanmasi i¢in gereken uzun siire beklenmeden, plevral biyopsiye gerek kalmadan,
alternatif ve hizli bir tan1 yonteminin rutin kullanilabilirligi ve algoritmalardaki tanisal
degerinin belirlenebilecegi ongoriilmiistiir.

Kasim 2008 ve Mayis 2009 tarihleri arasindaki 6 aylik donemde, kesin TB plorezi
tanis1 konmus hastalar ile kontrol grubu olarak kalp yetmezligine bagh transiidatif plevral
eflizyonu olan hastalar arastirmaya dahil edildi. Tiim katilimcilardan yazili onam formu
alda.

Klinik bulgularla kalp yetmezligi tanis1 konan, transtidatif eflizyonlu 20 hasta (grup
I), mikrobiyolojik veya histopatolojik olarak TB plorezi tanis1 teyit edilen ve TB
tedavisinin ilk ay1 i¢erisinde bulunan 10 hasta (grup II) ¢aligmaya alindi.

Arastirmaya dahil edilen tiim hastalarin detayli tibbi Oykiileri alindi, BCG as1
durumlar1 sorgulandi, direkt akciger grafileri degerlendirildi. Plevral efiizyon
orneklerinden ADA gonderildi. TB plorezi tanisi olan bireylerin 3 kez balgam ARB
yaymalar1 degerlendirildi. Tiim olgulara TCT yapildi. Serum T-SPOT.7B testi i¢in 8 cc
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vendz kan ornegi, plevral sivi T-SPOT.TB testi i¢in yaklasik 20 cc plevral sivi 6rnegi
alda.
3.1. TCT

Tuberkiilin cilt testi icin 5 [U PPD (Tuberculin PPD RT 23 SSI, Statens Serum
Institut, Denmark, 5 PPD- S tiiberkiilin aktivitesinde) kullanildi. PPD tiim olgularin
kollarinin i¢ yiizeyine intadermal olarak yapildi ve test 48—72 saat sonra TCT konusunda
deneyimli bir hekim tarafindan degerlendirildi. TCT sonuglari, “Tirkiye Cumhuriyeti
Saglik Bakanligr Verem Savas Daire Baskanligit TCT Yorumlama Kriterleri” baz almarak
yorumlandi (55).

3.2. Torasentez

Torasentez Oncesi yapilacak islem hastaya anlatildi ve yazili onam formu alindi.
Hasta islem masasinin kenarinda sirt1 hekime doniik olarak dik oturtuldu. Stvinin yerlesimi
taktil fremitusun kayboldugu, perkiisyon ile matite alindig1 diizey olarak belirlendi.
Torasentezin bu diizeyin bir altindaki interkostal araliktan, vertebral ¢izginin 5-10 cm
lateralinden yapilmasi planlandi. Girisim yeri belirlendikten sonra se¢ilen alan ve g¢evresi
genis olarak antiseptik soliisyon ile temizlendi. Interkostal damarlar ve sinirlerin yaralanma
olasiligini en aza indirmek i¢in belirlenen interkostal araligin alt smirini olusturan kostanin

iist kenarindan ponksiyon yapildi. T-SPOT.7B testi i¢in yaklasik 20 cc plevral sivi alind1.

3.3. T.SPOT-TB

3.3.1. Gerekli Malzeme ve Gerecler

Ticari Kitin Sagladiklan (T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Oxford, UK))

1. Anti-IFN-y monoklonal antikorlar1 ile kapli 96 kuyucuktan olusan T-SPOT.TB plaklar:
CFP-10 antijeni (Panel A)

ESAT-6 antijeni (Panel B)

Pozitif kontrol i¢in Phitohemaglutinin (PHA)

Alkaline-phosphatase ile konjuge edilmis konjugat solusyonu

Substrat soliisyonu (BCIP/NBT P'*%)

A T
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Sekil 3.1. Anti-IFN-y monoklonal antikorlar1 ile kapli 96 kuyucuktan olusan test plagi,

ESAT-6 ve CFP-10 antijen solusyonlari, pozitif kontroller i¢in PHA solusyonu. T-
SPOT.TB (Oxford Immunotec, Oxford, UK)

3.3.2. Diger Geregler

1.

o N kWD

N T S O =
A W N = O

BD Vacutainer, CPT™ Tiipler, (Becton-Dickinson, USA)

Sogutmali Santrifiij ( ALC, PK 120r,Milan, Italy)

Thoma Lami

%35 CO;’ li ortam saglayacak inkubator (MCO-5AC CO; incubator, Sanyo, Japan)
Laminar flow steril kabin

Otomatik pipetler ve pipet uclar1 (Eppendort Research, Eppendorf, Germany)
Phosphate buffered saline (PBS)

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, USA)

Distile su

. Testlerin degerlendirilmesi i¢in biiyliteg

. Hiicre kiiltiir vasat1 GIBCO™ AIM-V (Invitrogen, USA)
. Falcon tiip 15 cc (Becton-Dickinson, USA)

. Falcon tiip 50 cc (Becton-Dickinson, USA)

. Ependorf tiip 1,5 ml (Qiagen, Japan)

3.3.3. Testin Yapihs1

1.

Testin uygulanacagi hastadan 8 cc periferik vendz kan icerisinde Ficoll-Hypaque
bulunan test kitinde saglanan tiiplere alindu.

Alinan kan 6rneginden daha sonra ficoll-santrifiij yontemi ile periferik mononiikleer
hiicreleri ayrildi.

Ayrilan mononiikleer hiicreler Thoma laminda sayildi.

40



X =N oW

10.
11.
12.
13.

T-SPOT.TB plaklarinda ilk ¢ukurcuk negatif kontrol, ikinci ¢gukurcuk Panel A (ESAT-6
antijeni), tigiincii gukurcuk Panel B (CFP-10 antijeni) ve dordiincii ¢ukurcuk ise pozitif
kontrol i¢indir. Anti-IFN-y monoklonal antikorlar1 ile kapli T-SPOT.7B plagindaki her
bir kuyucuga 250.000 hiicre eklendi. Negatif kontrol kuyucuguna sadece hiicre konuldu
ve lizerine herhangi bir antijen eklenmedi, pozitif kontrol ¢ukurcuguna ise hiicre
konuldu ve hiicreler daha sonra genel bir T-hiicre uyaricis1 olan fitohemaglutinin
(PHA) ile uyarildi, diger iki antijen ¢ukurcuklarina Panel A ve Panel B olarak ¢aligma
kiti igcinden ¢ikan antijen soliisyonlar1 eklendi.

Daha sonra T-SPOT.TB plagi 37°C ‘de % 5 CO, “li etiiv 16-20 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklar 4 kez 200ul PBS ile yikand.

50 ul konjugat solusyonu tiim kuyucuklara eklendi.

4 °C de 60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklar 4 kez 200ul PBS ile yikand.

50 ul substrat soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi.

7 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Kuyucuklar distile suyla yikandi.

Daha sonra ¢ukurcuklarin zemininde olusan spot (noktalar) tarafimizdan gozle sayildi.

3.3.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi

1.

3.

Testin gegerli sayilabilmesi i¢in pozitif kontrol kuyucugunda en az 20 noktanin olmasi
ve negatif kontrolde 10°dan az sayida nokta olmasi gerekmektedir. Bu kosullar
saglamayan test sonuglar1 “belirsiz” olarak degerlendirildi.

Bu kriterleri saglayan test panelinde negatif kontrol kuyucugundaki spot sayis1 0-5
arasinda ise, her hangi bir antijen kuyucuklarindaki spot sayis1 negatif kontroldekinden
6 veya daha fazla ise test pozitif olarak kabul edildi.

Negatif kontrol kuyucugunda saptanan spot sayisinin 6 ve daha fazla oldugu
durumlarda, antijen kuyucuklarinda spot sayisi negatif kontroldekinin iki kat1

oldugunda test pozitif olarak kabul edildi.
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Negatif kontrol Panel A Panel B Pozitif kontrol

Reaktif
Ornek

Nonreaktif
Ornek

Sekil 3.2. Ust panelde pozitif, alt panelde negatif bir test sonucu izlenmektedir.

3.4. Plevral Siv1 Analizi ve T-SPOT. TB
3.4.1. Gerekli Malzeme ve Geregler

1.

Sogutmali Santrifiij ( ALC, PK 120r, Milan, Italy)

. Thoma Lami
. %5 COy’ li ortam saglayacak inkubator (MCO-5AC CO; incubator, Sanyo, Japan)
. Laminar flow steril kabin

2
3
4
5.
6
7
8
9

Otomatik pipetler ve pipet uglar1 (Eppendorf Research, Eppendorf, Germany)

. Phosphate buffered saline (PBS)
. RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, USA)
. Distile su

. Testlerin degerlendirilmesi i¢in biiyiiteg

10. Hiicre kiiltiir vasat1 GIBCO™ AIM-V (Invitrogen, USA)
11. Falcon tiip 50 cc (Becton-Dickinson, USA)

12. Ependorf'tiip 1,5 ml (Qiagen, Japan)

3.4.2. Plevral Sivida Testin Yapihsi

1.
2.
3.

Alnan plevral sivi 6rnegi en kisa zamanda laboratuvara ulastirilarak analize baslandi.
Plevral s1vi mononiikleer hiicreleri Ficoll- Hypaque kullanilarak ayristirildi.

Anti-IFN-y monoklonal antikorlar1 ile kapli T-SPOT.7B plagindaki her bir kuyucuga
250.000 plevral stvi monontikleer hiicresi eklendi.

Serumda calisilan yontemle T-SPOT.7B testine devam edildi.
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3.5. Istatistiksel Analiz

Bu arastirmada degiskenlerin normal dagilima uyumu Shapira-Wilk testi ile kontrol
edildi. Siirekli gozlem degerlerinden olusan degiskenler bakimindan gruplar Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildi. Sonucglar ortalama + standart sapma ve ortanca deger
olarak ifade edildi. Kategorik verilerin analizinde Fisher-Exact test, Pearson ki-kare testi
ve frekansin diisiik oldugu hiicreler i¢in G testi kullanildi. Sonuglar n ve Yo olarak ifade
edildi. p< 0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veri setinin analizinde SPSS
13.0 istatistik paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Kalp yetmezligine bagh plevral eflizyonu olan hastalar (grup I, n:20) ve TB plorezi
tanis1 konan hastalardan (grup II, n:10) olusan toplam 30 olgu arastrmaya dahil edildi.
Tiim olgularin TCT leri, serum ve plevral stvi ELISPOT (T-SPOT.TB) testleri yapild1.

Grup genelinde yas ortalamast 65.3 + 18.7 ve kadin/erkek orani 12/18 idi
(p=0.253). 9%56.7 olgunun BCG asis1 vardi. Gruplar arasinda BCG asil1 olma durumlari
arasinda fark yoktu (p=0.0119). Kontrol grubunda olan 20 hastanin 6’sinda sigara dykiisii
varken, TB plorezili 10 hastanin 7’sinde sigara Oykiisii mevcuttu (p>0.05). Arastirmaya

alinan olgularin demografik 6zellikleri Tablo 4.1°de izlenmektedir.

Tablo 4.1. Sosyodemografik 6zellikler

Degiskenler Grup I Grup 11 Toplam
Yas 73.2 £12.12 49,6+20.1 65.3 +18.7
Cinsiyet( K/E) 10/10 2/8 12/18
BCG asis1 (var, %) 45 80 56,7 (%)
TCT (mm) 51+£73 154+32 85+7.9
Sigara oykiisii (var/yok) 6/14 7/3 43.3:56.7 (%)
Say1 (n) 20 10 30

Degerler ortalama+SS veya n(%) olarak verilmistir. K:kadn, E:erkek, BCG: Bacille Calmette-Guérin, TCT:

tiberkiilin cilt tesi

Arastirmaya alinan olgularin TCT sonuglar1 (T.C. Saglik Bakanlig1 Verem Savas

Daire Bagkanligi’nin BCG Asili Bireylerde TCT yorumlama kriterlerine gore) ve gruplara

gore dagilimi Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Gruplara gore serum TCT sonuglar1

TCT Grup I Grup 11 Toplam
TCT (+) 3(15) 7 (70) 10
TCT (-) 17(85) 3 (30) 20
Say1 (n) 20 10 30

Degerler n(%) olarak verilmistir. TCT: Tiiberkiilin Cilt Testi

T.C. Saghk Bakanligi Verem Savas Daire Baskanligi’nin BCG Asili Bireylerde
TCT yorumlama kriterlerine gére TCT’nin 15 mm ve ilizerinde oldugu, BCG asisiz
bireylerde 10 mm ve iizerinde oldugu durumlar “tiiberkiiloz infeksiyonu™ olarak kabul
edilmektedir. Transiidatif eflizyonu olan hastalarin olusturdugu Grup I’deki 20 hastanin
3’tinde (%15) TCT pozitifligi saptanirken, TB plorezili olgularda TCT 10 olgunun 7’sinde
(%70) pozitif izlendi (p<0.05).

Tablo 4.3. Grup genelinde TCT ve serum T-SPOT. 7B test sonuglarmin karsilastirilmasi

T-SPOT.TB TCT pozitif TCT negatif Toplam
T-SPOT.TB (+) 8(80) 3 (15) 11
T-SPOT.TB (-) 2(20) 16 (80) 18
T-SPOT.TB (tanimsiz) - 1(5) 1
Say1 (n) 10 20 30

Degerler n(%) olarak verilmistir. TCT: Tiiberkiilin Cilt Testi

Tablo 4.4. Grup genelinde TCT ve plevra T-SPOT.TB test sonuglarinin karsilastirilmasi

T-SPOT.TB TCT pozitif TCT negatif Toplam
T-SPOT.TB (+) 8(80) 3 (15) 11
T-SPOT.TB (-) - 14(70) 14
T-SPOT.TB (tanimsiz) 2(20) 3 (15) 5
Say1 (n) 10 20 30

Degerler n(%) olarak verilmistir
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Grup genelinde TCT ve serum-plevra T-SPOT.TB test sonuclar1 Tablo 4.3 ve
4.4°de izlenmektedir. Serum T-SPOT.TB testi pozitif saptanan 11 hastanin 8’inde (%73)
TCT pozitif saptanirken, serum T-SPOT.TB testi negatif saptanan 18 hastanin 16’sinda
(%88) TCT negatif saptandi. Plevra T-SPOT.TB testi pozitif saptanan 11 olgunun ise
8’inde (%73) TCT pozitifligi saptandi.

Tablo 4.5. Gruplara gore serum T-SPOT.7B test sonuglari

T-SPOT.TB Grup I Grup I1 Toplam
T-SPOT.TB (+) 3(15) 8 (80) 11
T-SPOT.TB (-) 17(85) 1 (10) 18
T-SPOT.TB (tanimsiz) - 1(10) 1
Say1 (n) 20 10 30

Degerler n(%) olarak verilmistir

Tablo 4.5’de arastirmaya katilan tiim olgular T-SPOT.7B sonuglariyla
karsilagtirmali olarak izlenmektedir. Kontrol grubundaki 20 hastanin 3’iinde (%15) ve TB
plorezili grubundaki 10 hastanin 8’inde (%80) serum T-SPOT.7B sonuglar1 pozitif
saptandi (p<0.05). Gruplar arasinda TB temas Oykiileri agisindan fark izlenmedi (p>0.05).

Tablo 4.6. Gruplara gore plevra T-SPOT.TB test sonuglar1

T-SPOT.TB Grup I Grup I1 Toplam
T-SPOT.TB () 3(15) 8 (80) 11
T-SPOT.TB (-) 15(75) - 15
T-SPOT.TB (tanimsiz) 2 (10) 2 (20) 4
Say1 (n) 20 10 30

Degerler n(%) olarak verilmistir

Tablo 4.6’de arastirmaya katilan tiim olgular plevra T-SPOT.TB sonuglariyla
karsilagtirmali olarak izlenmektedir. Kontrol grubundaki 20 hastanin 3’iinde (%15) ve TB
plorezili grubundaki 10 hastanin 8’inde (%80) serum T-SPOT.7B sonuclar1 pozitif
saptandi (p<0.05).
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Tablo 4.7. Gruplara gore serum ve plevra ESAT-6 ve CFP-10 sonuglarinin

karsilagtirilmasi

Serum ESAT-6 Serum CFP-10 Plevra ESAT-6 Plevra CFP-10
T-SPOT.TB

pozitif negatif pozitif negatif pozitif negatif pozitif negatif

Grup I 1 19 4 16 2 18 3 16
Grup 11 7 3 8 2 10 - 8 1
Say1 (n) 8 22 12 18 12 18 11 17

ESAT-6: Early Secreted Antigenic Target 6kDa protein CFP-10: Culture filtrate protein

Tablo 4.7°de gruplarin serum ve plevra ESAT-6 ve CFP-10 sonuglarinin
karsilastirilmasi izlenmektedir. Gruplar arasinda T-SPOT.7B sonuglar1 arasindaki fark goz
oniine alindiginda T-lenfositlerin ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine verdikleri cevap
arasinda anlaml fark izlendi (p<0.05). Ancak T-SPOT.7B pozitif olgularin serum ve
plevral sivilarinda ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine verdikleri cevap pozitif-negatif olarak

degerlendirildiginde, sonuclar arasinda fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.8. Gruplara gore serum ve plevra ESAT-6 ve CFP-10 panellerinde olusan spot

sayilarmin karsilastirilmasi

ESAT-6 CFP-10
T-SPOT.TB
serum plevra serum plevra
Grup I 1.8 3 3.3 3.6
Grup I1 10.2 18.2 12.5 17.8

Tablo 4.8°’de ise panellerde olusan spot sayilarina gére ESAT-6 ve CFP-10
sonuglar1 karsilastirilmistir. Grup I’de serum ve plevral sivi ESAT-6 ve CFP-10
panellerinde olusan spot sayilar1 arasinda fark izlenmedi (p=0.430, p=0.751). TB plorezi
gubunun olusturdugu Grup II’de ise serum ve plevral stvi ESAT-6 spot sayilar1 arasindaki
fark (p=0.01), yine serum ve plevral sivi CFP-10 spot sayilar1 arasindaki fark (p=0.008)

istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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Tablo 4.9. Gruplara gore plevral sivi ADA sonuglari

ADA (U/L) Grup I Grup I1 Toplam
<40 20(100) 6 (60) 26
40-70 - 3(30) 3
>70 - 1 (10) 1
Say1 (n) 20 10 30

Degerler n(%) olarak verilmistir. ADA: Adenozin deaminaz

Transiidatif plevral eflizyonu olan hastalarin plevral sivi ADA sonuglar1 40 U/L’nin
altinda bulundu. TB plorezili 10 hastanin 6’sinda (%60) ADA degeri <40 U/L, 3’linde
(%30) 40-70 U/L arasinda saptanirken sadece 1 hastada (%10) >70 U/L oldugu izlendi.

Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Tablo 4.10. Cinsiyete gore serum T-SPOT.7B test sonuglari

Cinsiyet
T-SPOT.TB
Kadin Erkek Toplam
T-SPOT.TB () 1(8.3) 10 (55.6) 11(36.7)
T-SPOT.TB (-) 11(91.7) 7 (38.9) 18(60)
T-SPOT.TB (tanimsiz) - 1(5.6) 13.3)
Say1 (n) 12 18 30

Degerler n(%) olarak verilmistir

Grup genelinde cinsiyet agisindan anlamli fark izlenmezken T-SPOT.TB testi

pozitif sonu¢lanan 11 hastanin 10 unun erkek oldugu izlendi ve bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0.05).
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Tablo 4.11. Gruplarin biyokimyasal analizlerinin karsilastiriimasi

TCC Serum x 10° TCC Plevra x 10° Plevra lenfosit Serum beyaz Serum

(ortanca) (ortanca) (%) kiire lenfosit
(UL) (UL)
Grup I 22.5 29.4 27.8 7256 1221
Grup 11 26.3 81.1 76.1 7281 1430

TCC: Toplam hiicre sayisi

Gruplarin biyokimyasal analizleri Tablo 4.11°de izlenmektedir. Translidatif
eflizyonlu hastalar ve TB plorezi tanili hastalarin serum toplam hiicre sayilari, serum beyaz
kiire ve serum lenfosit sayilar1 arasinda anlamli fark izlenmezken plevral sivi toplam hiicre
sayilar1 ve plevral sivi lenfosit yiizdeleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd:

(p<0.05).

4.1. Transiidatif plevral efiizyonu olan hastalar (Grup 1)

Konjestif kalp yetmezligi ve transiidatif plevral efiizyonu olan toplam 20 hasta bu
gruba dahil edildi. Tiim hastalarin TCT ile serum ve plevral sivi T-SPOT.TB testleri
yapildi. 20 hastanin 3’tinde (%15) TCT pozitif saptandi. TCT pozitif saptanan bir hastada
hem serum T-SPOT.TB hem plevral stvi T-SPOT.TB testinin pozitif oldugu izlendi. Diger
iki hastanin birinin serum T-SPOT. 7B testi pozitif, plevral sivi T-SPOT.7B testi sonucu
tanimsiz iken, U¢iincii hastanin serum T-SPOT. 7B testi negatif, plevral sivi T-SPOT. 7B
testi sonucu pozitif saptandi. Bu gruptaki 20 hastanm plevral sivi TB Kkiiltiir sonuglar1

negatif idi.

Tablo 4.12. Transiidatif eflizyonlu hastalarda serum T-SPOT. 7B test sonuglari- cinsiyet

iligkisi
Cinsiyet
T-SPOT.TB
Kadin Erkek Toplam
T-SPOT.TB (+) - 3 (30) 3(15)
T-SPOT.TB (-) 10(100) 7 (70) 17(85)
T-SPOT.TB (tanimsiz) - - -
Say1 (n) 10 10 20
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Degerler n (%) olarak verilmistir
Transiidatif eflizyonlu hastalardan T-SPOT.7B testi pozitif saptanan 3 olgunun 3’1

de erkekti ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4.13. Transiidatif eflizyonlu hastalarda plevral sivi ve serum T-SPOT.7B test

sonuglari
Plevral sivt
T-SPOT.TB (+) T-SPOT.TB (-) 1-SPOT.TB Toplam
(tanimsiz)

Serum T-SPOT.TB (+) 1 1 1 3
Serum T-SPOT.TB (-) - 17 - 17
Serum T-SPOT.TB (tammsiz)

Toplam 1 18 1 20

Degerler n (%) olarak verilmistir

4.2. TB plorezi tanih hastalar (Grup II)

TB plorezi tanili toplam 10 hasta gruba dahil edildi. Tiim hastalarin TCT ile serum
ve plevral stvi T-SPOT.TB testleri yapildi. 7 hastanin (%70) TCT sonucu pozitif saptandi.
TCT pozitif saptanan 7 hastanin 6’sinda serum T-SPOT.7B testi pozitif saptanirken bir
hastanin test sonucu pozitif kontrol panelinde < 20 spot oldugu i¢in negatif (anerjik) olarak
yorumlandi. Gruptaki toplam 8 hastada serum T-SPOT.TB testi pozitif idi. Bir hastanin test

sonucu negatif, bir hastanin ise tanimsiz saptandi.

Tablo 4.14. TB plorezili hastalarda serum T-SPOT. TB test sonuglari- cinsiyet iliskisi

Cinsiyet
T-SPOT.TB
Kadin Erkek Toplam
T-SPOT.TB () 1(10) 7(70) 8(80)
T-SPOT.TB () 1(10) - 1(10)
T-SPOT.TB (tanimsiz) - 1(10) 1(10)
Say1 (n) 2 8 10

Degerler n(%) olarak verilmistir
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TB plorezili 10 hastanin 8’inde (%80) serum T-SPOT.TB testi pozitif saptanirken,

bu hastalarin 6’smin (%75) plevral siwvilarinda T-SPOT.7B testi pozitifligi izlendi. Tiim

grupta plevral sivi T-SPOT.TB testi pozitifligi ise toplam 8 hastada (%80) saptandu.

Tablo 4.15. TB plorezili hastalarda plevral sivi ve serum T-SPOT.7B test sonuglar1

Plevral sivt
T-SPOT.TB
T-SPOT.TB (+) | T-SPOT.TB (-) Toplam
(tanimsiz)
Serum T-SPOT.TB (+) 6 2 8
Serum T-SPOT.TB (-) 1 1
Serum T-SPOT.TB (tammsiz) 1 1
Toplam 8 - 2 10

Degerler n (%) olarak verilmistir

TB plorezi tanist olan 10 hastanin 6’sinda akciger TB birlikteligi mevcuttu. 4 hasta

ise izole TB plorezi tanisiyla takip edilmekteydi. Hastalarin %90’mda plevral sivi wright

boyamalarinda lenfosit hakimiyeti izlendi. Tiim hastalarin plevral sivi ARB incelemesi

negatif saptandi. 2 hastanin (%20) plevral sivi TB kiiltiirtinde M.tuberculosis liremesi

mevcuttu. 5 hastanin (%50) kapali plevra biyopsi sonucu ise TB ile uyumlu idi. Akciger

TB ve TB plorezi birlikteligi olan 4 hastaya ise plevra biyopsisi yapilmadi.

Tablo 4.16. TB plorezide ADA ve T-SPOT.TB sonuglarinin karsilastirilmasi

Plevral T.SPOT.7B
ADA (U/L) T-SPOT.TB (+) T-SPOT.TB (tammsiz) Toplam
<40 5(50) 1(10) 6(60)
40-70 2 (20) 1(10) 3 (30)
>70 1(10) 1(10)
Toplam 8 (80) 2 (20) 10

Degerler n (%) olarak verilmistir. ADA: Adenozin deaminaz

TB plorezide T-SPOT.TB pozitifligi saptanan 8 hastanin 5’inde (%62.5) plevral s1v1
ADA degerinin <40 U/L oldugu izlendi.
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5. TARTISMA

MTB infeksiyonunda hiicresel immiinite O©Onemli rol oynamaktadir (56).
Giiniimiizde LTBI tanisinda altin standart bir test bulunmamaktadir. Ulkemizde BCG asis1
rutin olarak uygulanmaktadir. Bu nedenle LTBI tanisinda TCT nin giivenilirligi ilkemizde
disiiktiir. TCT’nin BCG asili bireylerde ve NTM ile maruziyette yanlis sonuglar
verebilmesi nedeniyle yeni testlerin gelistirilmesine ihtiyag duyulmustur. Son yillarda
LTBI tanisinda T-lenfosit kaynakli IFN-y arastirmasmna dayali in vitro bazi testler
gelistirilmistir. Bu testler TB antijenleri ile uyariya yanit olarak T-lenfositlerden salinan
IFN-y’y1 6lgerek hiicre aracili bagisiklik yanitin1 degerlendirmektedir (43). LTBI tanisinda
altin standart bir tan1 yontemi bulunmadigi i¢in yeni gelistirilen tani1 yontemlerinin
performanslarmin degerlendirilmesinde giigliikler yasanmaktadir. Aktif TB tanisinda
mikrobiyolojik kiiltiirler altin standart testleri olusturmaktadir. Yeni gelistirilen testlerin
duyarhiligi, aktif TB hastalarinda LTBI’nin var oldugu diisiintilerek degerlendirilmektedir
(57).

Ekstrapulmoner TB’de basil sayis1 az ve ulasilmasi zor yerlerde oldugu igin
bakteriyolojik tani ¢ogunlukla konulamamaktadir. Bu arastirmaya dahil edilen 10 TB
plorezi olgusunun plevral sivi ARB degerlendirmeleri negatif saptanmis ve sadece 2
hastanin plevral siv1 kiiltiirlerinde tireme olmustur. TCT; BCG asis1 ve NTM infeksiyonlar1
nedeniyle yaniltici sonuglar verebilmektedir ve ¢ogu zaman tani i¢in invaziv yontemlere
basvurmak gerekmektedir. Aktif TB’de IFN-y salgilanmasina dayali testlerin TCT ile
karsilastirildiginda duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin daha yiiksek olmasina karsin, serumdaki
sonuclar aktif TB ve LTBI’da aymrim yapamamaktadir (58). Aktif TB’de antijen spesifik
efektor T lenfositleri, inflamasyonun oldugu bdlgeye go¢ ederler ve periferik kanda sadece
kii¢iik bir yiizdeleri bulunur. Inflame dokudaki ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine spesifik
T-lenfositlerinin artmis birikimlerinin ~ gosterilmesinin, aktif TB ve LTBI’nin ayirict
tanisinda onemli oldugu disiintilmektedir (59,60). Caligmamizda MTB spesifik T-
SPOT.TB testi kullanilarak antijen spesifik monontikleer hiicrelerin periferik kan ve plevral
stvida gosterilmesinin TB plorezide hizli tamiya katkida bulunabilecegi diistiniilmiistiir.
Transtidatif plevral efiizyonu olan bireyler ile kesin TB plorezi tanist konmus bireylerin
serum ve plevral sivi T-SPOT.TB testlerinin sonuglarinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.
Calismamizda T-SPOT.TB testinin ve TCT’nin duyarlilik ve 06zgiillik hesaplar1 olgu

sayisi az oldugu icin degerlendirilememistir. Ancak serum T-SPOT.TB testi pozitif
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saptanan 11 hastanin 8’inde (%73) TCT pozitifligi, serum T-SPOT.TB testi negatif
saptanan 18 hastanin 16’smnda (%88) TCT negatifligi saptanmis ve iki test arasinda
tutarlilik oldugu diistiniilmistiir. IFN-y salgilanmasma dayali testlerin ekstrapulmoner TB
tanisina ek katki saglayabilecegi diisiincesinden yola c¢ikarak Munk ve ark. 22’si
ekstrapulmoner TB’li 43 yeni tan1 almis TB olgusunda T-SPOT.7B testini kullanmiglardir.
22 ekstrapulmoner TB olgusunun 18’inde ve 21 aktif pulmoner TB olgusunun 16’sinda
pozitif test sonucu elde etmisler ve her iki TB formunda da bu testin yiliksek duyarliliga
sahip oldugunu belirlemiglerdir (61). Kim ve ark. da 32 ekstrapulmoner TB olgusunda
TCT’nin %47.0 duyarliligr varken, T-SPOT.7B testinin %94.0 duyarliligi oldugunu
saptamislardir (62). TB plorezili olgularda T-SPOT.TB testini arastiran en genis seri ERS
2007°de yaymlanmistir (54) ve bu ¢alismadaki olgu sayisi1 sadece 20’°dir. Calismamizda 6
aylik donemde, referans merkezden olgu bulma konusunda destek alinmasma karsin 10
olguya ulasilabilmistir. Bildirilen bazi olgulara, plevra biyopsisi sirasinda plevral sivi tam
bosaltildig1 i¢in sonrasinda tekrar torasentez yapilamamis, dolayisiyla hastalar calismaya
dahil edilememistir. Kesin tam1 konmasi zorunlulugu nedeniyle olgu sec¢imi oldukga
smirlanmistir.  Ancak plevra biyopsisi ile es zamanli T-SPOT.TB testi calisilmasi
durumunda, TB’nin endemik oldugu iilkemizde, daha fazla sayida TB plorezi olgusuna
ulasilabilecegini dngdrmekteyiz.

TB plorezide plevral sivinin mikroskobik incelemesi ve kiiltlirii taniya nadiren
yardimc1 olmaktadir. Tani i¢in genellikle plevra biyopsisinin ve bazen de torakoskopik
veya torakotomik biyopsilerin alinmasi gerekmektedir. Calismamizda da TB plorezili
olgularm 6’sma plevra biyopsisi uygulanmig ve bu hastalarin 5’inde TB plorezi tanisi
konmustur. Ancak bu yontemin invaziv bir yontem oldugu g6z oniine alindiginda, daha az
invaziv tani yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. IFN-y salgilanmasma dayali testlerin
tantya katki saglayabilecegi gibi (61, 62), plevral sivida IFN-y diizeyinin 6l¢iilmesi de
siklikla tan1 koymada kullanilmistir. Plevral sivida IFN-y salgilamasina dayali testlerin
kullanilmasina yonelik yeterli veri yoktur. Losi ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada, klinik
olarak TB plorezi diisiiniilen 20 hasta ve TB dis1 tanili 21 hastada periferik kan
mononiikleer hiicreleri ve plevral sivi mononiikleer hiicrelerinde T-SPOT.7B testi
degerlendirilmis ve testin sensitivitesinin periferik kan i¢in %90, plevra sivist i¢in %95,
spesifitesinin periferik kan i¢in %67, plevral sivisi icin %76 oldugu saptanmistir (54).
Wilkinson ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada da TB plorezi olan hastalarin plevral sivilarinda
ESAT-6 antijenine karsi olusmus T-lenfositleri sayisinin, serumdaki ESAT-6 antijenine

karst1 olusmus T-lenfositleri sayismdan 15 kat fazla oldugu gosterilmistir (60).
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Calismamizda TB plorezi tanisi konan olgularin  %80’inde serum ve plevral sivida T-
SPOT.TB testinin pozitifligi literature bilgilerine parallel bulunmustur.

IFN-y salinim temelli testler ile, lilkemiz gibi TB’nin endemik oldugu bdlgelerde,
endeminin olmadig: {ilkelere oranla daha diisiik duyarlilik ve ozgiilliik degerleri elde
edildigi bilinmektedir. Bu bolgelerdeki farkli TB prevalans oranlar1 ve NTM dagiliminin
bolgesel farklilik gostermesi, testin 6zgillik ve duyarhilik sonuglarmmi etkilemektedir.
Diisiik endemik bolgelerde testin 0zgiillik ve duyarliligi tama yakinken, iilkemiz gibi
endemik bolgelerde testin Ozgiilliigii daha diisiik saptanmaktadir. Bu nedenle, endemik
bolgelerde daha 6zgiin ve duyarli tan1 yontemlerine gerek oldugu aciktir.

Tim calisma grubunun %36.6’sinda serum T-SPOT.TB testine, %33.3’linde
TCT’ye pozitif yanit saptandi. Serum ve plevral sivi T-SPOT.TB testlerine pozitif yanit
ayni oranlarda izlendi. Olgularn %60°1 serum T-SPOT.7B testine negatif yanit verirken
%66’sinda TCT’ye negatif yanit saptandi. TCT ye yanitin beklenenden diisiik olmasmin
nedeninin, BCG asilamasinin rutin yapildigi tilkemizde olgularimizin ancak %56.7’sinde
BCG agisinin saptanmasi olabilecegi diisiintildii. Ttim ¢alisma grubunda T-SPOT.TB testi
pozitif saptanan 11 hastadan 10’unun (%90.9) erkek hasta olmas1 istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p=0.008). Ancak bu farkin TB plorezi grubunu olusturan gruptaki erkek
hasta fazlaligina atfedilebilecegi diisiiniildii (erkek/kadin: 8/2).

Calismamizda kesin TB plorezi tanis1 olan 10 hastanin 6’sinda (%60) hem serum
T-SPOT.TB hem de plevra T-SPOT.TB testi pozitif saptandi. 2 hastanin ise plevra T-
SPOT.TB testi pozitif iken bir hastanin serum T-SPOT.7B testi tanimsiz, diger hastanin ise
pozitif kontrolde <20 spot olustugu i¢in negatif kabul edildi. 2 (%20) hastanin serum T-
SPOT.TB sonucu pozitif saptanmasina ragmen plevral T-SPOT.TB sonucu negatif
kontrolde >10 spot olustugu i¢in tanimsiz olarak kabul edildi. Ancak bu durumun yogun
antijen cevabma bagl oldugu diisiiniildii. Kontrol grubunda ise bu oran serum ve plevral
siv1 i¢in %15 olarak izlendi. Transiidatif eflizyonu olan 20 hastanin 2’sinde (%10) hem
serum T-SPOT.7B hem de plevra T-SPOT.TB testi pozitif saptandi. Yine 1 (%35) hastanin
serum T-SPOT.7B sonucu pozitif saptanirken plevral T-SPOT.7TB sonucu tanimsiz olarak
izlendi. 1 (%5) hastanin ise plevra T-SPOT.7B sonucu pozitif izlenirken serum T-
SPOT.TB sonucu negatif saptandi. Bu dort hastanin 3 {intin TCT’si pozitif saptandi, 1’inin
ise anerjik oldugu izlendi ve kontrol grubundaki pozitif T-SPOT.7B cevaplarinin LTBI’ya
bagli oldugu diisiiniildii.

Kontrol grubunda ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine spesifik T lenfositleri

cevabinda serum ve plevral sivida fark izlenmedi. Ancak TB plorezili hastalarda literatiirle

54



uyumlu olarak plevra ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine verilen cevabmn serum ESAT-6 ve
CFP-10 antijenlerine verilen cevaba gore anlamli olarak yiliksek oldugu izlendi. Yine
toplam hiicre sayisinda, kontrol grubunda serum ve plevra arasinda fark saptanmazken TB
plorezide serum ve plevral sivida kontrol grubuna gore anlamli yiikseklik saptandi. Bu
durumun kontrol grubunun transiidatif efiizyonlu hastalardan olusmasina bagli oldugu
disiiniildii. Ancak TB plorezili gruba baktigimizda istatistiksel olarak anlamli olmasa da
plevral sivi toplam hiicre sayisinin serum total hiicre sayisina gore yaklasik 3.5 kat yiiksek
oldugu izlenmistir. Klinik ¢aligmalarda da MTB- spesifik T lenfositlerin serum ve
plevradaki sayilarinin tek basma degerlendirilmesi yerine, serum ve plevral sivilardaki
sayllarinin karsilastirilmasinin aktif TB plorezi ve LTBI ayirict tanisinda daha yararl
olabilecegi diisliniilmektedir.

Literatiirde plevral sivi ADA diizeyinin 70 U/L’nin {izerinde olmas1 yiiksek
olasilikla tiiberkiilozu diistindiiriirken, 40 U/L’nin altinda olmasinm tiiberkiilozu neredeyse
ekarte ettirdigi ancak bunun kesin bir ekartasyon olmadig: bildirilmektedir (52). Ferrer ve
ark.’1 bes yil siireyle takip ettigi 40 idiyopatik eksiidatif plevral sivili ve ADA’nin 43
U/L’nin  lzerine ¢ikmayan hastalarin takibinde higbirinde TB saptamadiklarini
bildirmiglerdir (63). TB plorezi tanisinda ADA’nin degeri iilke kosullarna ve TB
prevalansina gore degisir. Greco ve ark.’nin meta-analizinde prevalansin diisiik veya orta
oldugu iilkelerde negatif prediktif degerin yeterli, pozitif prediktif degerin ise diisiik
oldugu, buna karsin prevalansin yiiksek oldugu iilkelerde pozitif prediktif degerin %99 lara
ulastig1 bildirilmistir (64). Calismamizda TB plorezi grubundaki hastalarin %60’1inda
ADA degeri < 40 U/L saptandi. Bu sonug, plevral sivi ADA diizeyleri diisiik oldugunda,

tanisal yorumlardan kaginilmasi gerektigini diistindtirdii.

55



6. SONUC

T-SPOT.TB testinin 6ncelikli kullanim alan1 LTBI tanisinin konulmasidir. Aktif TB
tanisinda da son zamanlarda arastirilmaya baslanmustir. Invaziv olmayan yontemlerle
tanisal zorluklarin yasandigi TB plorezide de T-SPOT.7B testinin serum ve plevrada
uygulanarak, MTB-spesifik T lenfositlerin plevral sividaki sayilarmin daha yiiksek
oldugunun gosterilmesinin, TB plorezi tanisina katki saglayacagi diistiniilmiistiir.

Bu arastirma, TB plorezili olgu sayis1 az olmasina ragmen, toplam hiicre sayis1 ve
antijen spesifik T lenfositleri sayisinin, plevral sivida seruma gore yliksek saptanmasinin
tanisal anlam1 oldugunu desteklemistir.

TB’de ekstrapulmoner tutulumun daha az oranda karsilasilan bir sorun olmasi
nedeniyle, T-SPOT.TB testinin plevral sivilarda degerini arastirabilmek i¢in endemik
bolgelerde bile, ¢ok merkezli ve yeterli siirede yapilan ¢aligmalarla yiiksek olgu sayilarina

ulagilabilecegi, ¢alismamizdan ¢ikardigimiz diger bir sonugtur.
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