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Oz

Amacg: T-Spot.TB testi tiiberkiilozun tanisinda kullanilan ve interferon gamma salinimina dayanan bir testtir. Bu test-
te hastanin lenfositlerinin tiiberkiiloz spesifik antijenlerle (ESAT-6 ve CFP10) uyarimini takiben T-lenfositlerinden
interferon gamma tretimi Ol¢lilmektedir. Calismamizda Tiiberkiiloz Laboratuvarina géonderilmis olan serum 6rnek-
lerinde T.Spot.TB sonuglarinin incelenmesi amaglanmastir.

Gerec ve Yontemler: Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tiiberkiiloz Laboratuvarina Aralik
2013-Mart 2015 yillar1 arasinda gonderilmis olan klinik 6rnekler retrospektif olarak incelenmistir. Serum 6rnekleri
heparinli tiipe 6 ml olacak sekilde alinmig ve laboratuvarimiza gonderilmis ve iiretici firma onerileri dogrultusun-
da calisilmistir. Bu testte yikanmig ve sayilmis periferal monontikleer hiicrelerde, tiiberkiiloz spesifik antijenlerle
(ESAT-6 ve CFP10) uyarimini takiben interferon gamma iiretimi Slgiilmektedir. Spotlar sayilmakta, 6 ve lizeri
pozitif olarak kabul edilmektedir.

Bulgular: Toplam 141 hastanin serum 6rnegi ¢alisilmistir, serum 6rnegi gonderilmis olan hastalarin yas ortalama-
st 33.03 (9 aylik-83 yas) olarak saptanmistir. Bu 6rneklerden 28 hasta 6érneginde T-Spot. TB pozitifligi gorilmiistiir.
T-Spot. TB pozitifligi goriilen hastalardan 18 (%64,2) hastada EZN boyama, tiiberkiiloz kiiltiirii ve polimeraz zincir re-
aksiyonu (PZR) testleri istenmemis olup sadece T-Spot. TB calisilmistir. T-Spot. TB ¢alisiimis olan 141 6rnegin 3 (%2,1)
tanesinde kiiltiir pozitifligi saptanmis olup, hem kiiltiir hem T-Spot. TB pozitifligi sadece 2 (%]1,4) hastada saptanmustir.

Sonug: T-Spot.TB testinde BCG agilanmasi ve gevresel mikobakterilerle maruziyete bagh yalanci pozitiflik goriilmemesi
bu testi, tiiberkiilin deri testiyle kiyaslandiginda 6n plana ¢ikartmaktadir. Ayrica latent tiiberkiiloz infeksiyonu tanisinda daha
0zgiil ve duyarli oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle bu testin ilerleyen donemlerde daha 6n plana gikacagim diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Latent tiiberkiiloz enfeksiyonu, tani, T-Spot. TB, IGRA
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Abstract

Aim: T-Spot. TB test is a test used for the diagnosis of tuberculosis and based on interferon gamma release. In this
test, with following stimulation of tuberculosis specific antigens of the patient's lymphocytes (ESAT-6 and CFP10)
interferon gamma production from T-lymphocytes is measured. In our study, it is aimed to investigate the T-Spot.
TB result in serum samples which were sent to the Tuberculosis Laboratory.

Materials and Methods: Clinical specimens which were sent to Ondokuz Mayis University Medical Faculty Hos-
pital tuberculosis laboratory between December 2013- March 2015 were analyzed retrospectively. Serum samples
were taken to be 6 ml heparin tubes and sent to our laboratory and has been tested in accordance with manufacturer
recommendations. This assay used, early secreted antigenic target 6-kDa protein (ESAT-6) and culture filtrate pro-
tein 10 (CFP10), to stimulate interferon-production in washed and enumerated peripheral blood mononuclear cells.
Spots were counted and assays with 6 or more spots were considered positive.

Results: A total of 141 patient’s serum samples were studied, the average age of patients whose serum samples were sent
is detected 33.03 (9 months-83 yearsold). Twentyeight patients in the case of this example, the T-Spot. TB positivity was
observed. In 18 patients (64.2%) who has positivity of T-Spot. TB, EZN staining, tuberculosis culture and polymerase
chain reaction (PCR) were not tested, only the T-Spot. TB has been studied. Three (2.1%) of 141 samples which was stud-
ied is detected culture positive, both culture posivity and the T-Spot. TB positivity was detected in only 2 (1.4%) patients.
Conclusion: In T-Spot. TB test, false posivite results is not seen like BCG vaccination and exposure to enviromental mycobacte-
rias and forefront this test when compared with the tuberculin skin test. Also it is indicated to be more independent and responsive
in the diagnosis of latent tuberculosis infection. Therefore we think that this test will be more forefront in the forthcoming years.

Keywords: Latent tuberculosis infection, diagnosis, T-Spot.TB, IGRA

Giris TB riski yiliksek oldugu icin LTE’un belirlenmesi ve
profilaksi uygulanmasi énemlidir [5]. Tiiberkiiloz basilinin
saflagtirllmis protein tirevi (PPD), M. tuberculosis,

Mycobacterium tuberculosis zorunlu aerob, aside direncli
basildir. Basil aktif hastaliga neden olmakla beraber latent

de kalabilmektedir [1]. Diinya Saglik Orgiiti'niin (DSO) Mycobacterium bovis, Bacillus-Calmette-Guerin (BCQG)
susu ve pek cok tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerce (non-

tuberculosis mycobacteria (NTM)) paylasilan kaba bir

2014 verilerine gore diinyada dokuz milyon tiiberkiiloz
(TB) hastas1 ve iki milyardan fazla latent tiiberkiiloz - B
enfeksiyonlu (LTE) kisi vardir [2]. LTE ‘li semptomsuz antijen karisimidir [6]. Kullanilan antijenin NTM ve

bireylerin %10’unda aktif tiiberkiiloz gelisebilmektedir BCG’de bulunmast PPD’nin 6zgiilligiint distirmektedir.

[3]. Koruyucu ilag tedavisi ile LTE’li bireylerden aktif mminsupresyon, malnutrisyon, miliyer tiberkiiloz,
viral enfeksiyon, viral agilar, ileri yas gibi durumlar
testin duyarliligimi disiirmektedir. Ayrica hastanin test
icin hastanin iki kez cagirilmasi gerekliligi, hem testin
uygulama asamasimin hem de degerlendirme agamasinin
subjektif olmasi testi olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle
son yillarda LTE tespiti i¢in farkli test arayislari icine

girilmistir. Bu testler T-Spot testi ve interferon gama

hastalik gelisme riski %75-90 oraninda azalmaktadir
[4]. Bu sebepten dolayr LTE’li bireylerin tanist ve
tedavisi biiyliik dnem tasimaktadir. TNF-alfa antagonisti
ilaglar bir¢cok inflamatuar hastalikta son secenek tedavi
olarak kullanilmaktadir. TNF-alfa antagonisti ilaglarin
kullaniminda tiiberkiiloz riski 6n plandadir. Ulkemizde
2002’de Romatoloji Arastirma ve Egitim Dernegi

(RAED) ve Gogiis hastaliklari uzmanlari ile istanbul’da salimim testleridir. Son 20 yil i¢inde M. tuberculosis
genomunda olan, Region of Difference-1 (RD-1) bdlgesi

tanimlanmigtir [7]. Bu DNA bdlgesinde iki protein
kodlanmaktadir;“Early Secretory Antigenic Target-6”
(ESAT-6) ve “Culture Filtrate Protein-10” (CFP-10). Bu
antijenler M. marinum, M. kansasii, M. szulgai ve M.
flavescens disindaki tiiberkiiloz disi mikobakterilerin
¢ogunda ve BCG as1 kdkeninde bulunmamaktadir [8].

olusturulan kilavuzda anti-TNF tedavisi baslanmasi
diistiniilen her hastada, anamnez, akciger grafisi ve TCT
(PPD) ile latent TB varlig1 arastirilmali ve diglanmalidir
karar1 yer almistir. Giinlimiizde TB hastaligin1 dislamakta
sorun olmamasina karsilik LTE’yi belirlemek o&zellikle
de immiinsiipresif kisilerde zordur. Bu grup hastalarda
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T-Spot.TB testinde hastanin lenfositlerinin tiiberkiiloz
spesifik antijenlerle (ESAT-6 ve CFP10) uyarimini takiben
T-lenfositlerinden interferon gamma {iretimi Ol¢iilmektedir.
Bu antijenlerin NTM ve BCG’de bulunmamasi T-Spot. TB
testinin 0zgiilliigiinti artirmaktadir. T-Spot. TB testine benzer
IFN-gama 6l¢timiine dayali bagka testlerde bulunmaktadir.

Cahsmamizda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi, Tiiberkiiloz Laboratuvarma génderilmis olan serum
orneklerinde T-Spot. TB sonuglarinin incelenmesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontemler

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tiiberkiiloz Laboratuvari’na Aralik 2013- Mart 2015 yillar1
arasinda gonderilmis olan klinik ornekler retrospektif
olarak incelenmistir. Analiz i¢in T.Spot.TB (Oxford,
Immunotec, ingiltere) kiti kullanilmistir. Testte heparinli
tiiplere almmis serum &rnekleri calisilmaktadir. Ornek
laboratuvarda isleme alindiginda, serum steril plastik bir
kaba alinarak iizerine 150 pl T-cellxtend eklenir ve oda
isisinda bir siire beklendikten sonra bir dizi santrifiij
isleminden gecirilerek mononiikleer hiicreler serumdan
izole edilir. Elde edilen siispansiyon antijen kapli 4
kuyucuklu plagina alinir. Bu kuyucuklarda pozitif kontrol,
negatif kontrol, Panel A ve Panel B bakilir. Hazirlanan
plak 37 C’de %5’lik CO2 etiivde 16-20 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra bir dizi yikama, konjugat ve substrat
ekleme isleminden sonra kamera yardimiyla spotlar
incelenir. Alt1 veya daha fazla spot goriilmesi T-Spot.TB
pozitifligi olarak degerlendirilir.

Bulgular

Toplam 141 hastaya ait serum 6rnegi ¢alisilmistir, serum
ornegi gonderilmis olan hastalarin yas ortalamasi 33.03
(9 aylik-83 yas) olarak saptanmistir. Bu oOrneklerden
28’inde (%19,8)  T-Spot.TB pozitifligi goriilmiistiir.
T-Spot.TB pozitifligi goriilen hastalardan 18 (%64,2)
hastada EZN boyama, tiiberkiiloz kiiltiirii ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) testleri istenmemis olup sadece
T-Spot. TB ¢alisilmistir. T-Spot.TB ¢alisilmis olan 141
ornegin 3 (%2,1)linde kiiltiir pozitifligi saptanmis olup,
hem kiiltlir hem T-Spot.TB pozitifligi sadece 2 (%]1,4)
hastada saptanmigtir. Calisilan serum orneklerinin pozitif
ve negatifliklerine gore servis dagilimlart Tablo 1°de
verilmistir. Kiiltiir pozitifligi ve negatifligine gére T-Spot
TB test sonuclari ise Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 1. T-Spot. TB ¢alisilmis hasta 6rneklerinin kliniklere
gore dagilimlart.
Klinik Pozitif Toplam
Romatoloji 14 67
Pediatri 4 31
Nefroloji 2 11
Enfeksiyon 2 9
Genel Cer. 1 7
Gastroloji 1 5
Goglis Has. 2 3
Onkoloji 0 2
Uroloji 0 2
Noroloji 0 1
Koroner 1 1
Hematoloji 0 1
Dahiliye 1 1
Toplam 28 141
Tablo 2. Kiiltiir pozitifligi ve negatifligine gore T-Spot. TB
test sonug¢larmin degerlendirilmesi

Kiiltiir(+) Kiiltiir(-)
Tspot TB(+) 2 8
T spot TB(-) 1 32
Toplam 3 40

T-Spot. TB calisilmast i¢in en fazla ornek, romatoloji
servisinden (n:67, %47,5) gonderilirken, romatolojiyi
pediatri (n:31, %21,9) ve nefroloji (n:11, %7,8) servisleri
takip etmistir. Pozitif 28 drnegin 14’1 (%50) romatoloji
servisinden gelmistir.

T-Spot.TB testi pozitif saptanmis olan 28 hastadan; 15
romatoloji hastasinin 13’iinde, 1 kardiyoloji hastasinda ve
2 nefroloji hastasinda immiinsupresif tedavi dncesi latent
tiiberkiilozii ekarte etmek igin T-Spot.TB testi istendigi
saptanmistir. Cocuk enfeksiyon hastaliklar1 servisinden
bir hastada enfeksiyon odagi bulunamadig: ve tiiberkiiloz
aile 0ykiisii oldugu i¢in T-Spot.TB istendigi goriilmiistiir.
Geriye kalan 11 hastada tiiberkiiloz semptomlari gorildigii
icin T-Spot.TB testi istenmistir.

T-Spot. TB pozitifligi goriilen 28 hastanin 15’ine PPD
testi yapilmistir. Dort hastada PPD 5 mm’nin altinda
iken 6 hastada 6-14 mm arasi, 5 hastada ise 15 mm’nin
tizerinde oldugu saptanmigtir. PPD’si 15 mm’nin istiinde
olan 3 hastanin, immiinsupresif tedavi alacak olan
romatoloji hastasi, bobrek nakli yapilacak nefroloji hastasi
ve tlberkiilloz tanist almis olan pediatri hastasi oldugu
goriilmiistiir. T-Spot.TB pozitifligi goriilen 28 hastadan
5’ine aktif tiiberkiiloz tanisi konmus ve tedavi baslanmustir.
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T-Spot.TB test, LTE tamisinda kullanilan periferik kan

mononiikleer hiicrelerin, in vitro kosullarda, 0zgiil
antijenlerle uyarildigima IFN-gama salan T-hiicrelerin
sayisiin ¢ift sandvig¢ ELISA yontemi ile belirlenmesine
dayali bir yontemdir. Bu test ve bu testin bir diger alternatifi
olan Quantiferon Gold-Tb testi son yillarda LTE tanisinda
tiiberkiilin cilt testi (PPD)’nin alternatifi olup, duyarlilik

ve Ozgiilltikleri PPD cilt testinden daha ytiksektir [5].

Sundugumuz c¢alismada kiiltiir pozitiligi saptanan 3
hastanin  2’sinde T-Spot.TB pozitifligi saptanmuistir.
T-Spot.TB pozitifligi goriilen 28 hastadan 5’ine aktif
tiiberkiiloz tanis1 konmusgtur. Meier ve arkadaglarinin
yaptig1 calismada, 72 akciger ve akciger dis1 TB hastalarin
70’inde T-Spot.TB pozitifligi saptandigr goriilmiistiir
[9]. Cruz ve arkadaslarinin yaptig1r calismada kiiltiir ile
dogrulanmis tiiberkiiloz hastalig1 olan g¢ocuklarda PPD
ve T-Spot. TB duyarliligin sirastyla %77 ve %92 oldugu
ve T-Spot. TB testinin BCG yapilmis olan hastalarda daha
spesifik oldugu goriilmiistiir [10].

Chapman ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢calismada T-Spot.
TB testinin HIV negatif hastalarda %100 duyarliliga,
HIV pozitif hastalarda %90 duyarliliga sahip oldugu
[11],
calismada, asisizlarda RD1’e dayali testler igin %100

gorilmiistlr Brock ve arkadaslarmin yaptigi

ozgilliik, asililarda ise %89 6zgiilliik saptamiglardir [12].

IFN-gama salinimima dayali T-Spot. TB testi RD1 genindeki
antijene 6zgl oldugundan bircok NTM ve BCG antijeni ile
capraz reaksiyon vermeyeceginden dolayi testin 6zgiilliigii
yiiksektir. Boylece gereksiz tedavi, ilag yan etkileri ve
maliyet azaltlmis olacaktir. Immiinsupresif hastalik,
malnutrisyon, ileri TB, yaglilik, viral enfeksiyon, viral asilar,
TNF-alfa 6ncesi immiinsiipresif tedaviden az etkilenmesi
testin duyarliligmi arttirir. Bu gibi durumlarda LTE’nunu
saptamasi tedaviyi yonlendirir veya ilerde bu hastanin TB
olma ihtimalini gii¢lendirir. Hastanin bir kez gelmesi, daha
kisa siirede sonuglanmasi da testin avantajlarindandir.
Maliyetin daha yiiksek olmasi ise testin dezavantajidir.

Sonug olarak, T-Spot.TB testi tiiberkiilin cilt testine gore
duyarlilik ve ozgiilliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle
0zel hasta gruplarinda (TNF-alfa blokorii kullanacaklar,
immiinsupresif hastalar vb.) kullanilmasi uygun olacaktir.
Cikar Catismasi: Calismay1 maddi olarak destekleyen kisi/kurulug
yoktur ve yazarlarin herhangi bir ¢ikar dayal iligkisi yoktur.
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