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ESAT-6/CFP-10 BAZLI ELISPOT TEKN‹⁄‹N‹N TUBERKÜLOZ

TANISINDAK‹ YER‹
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Marmara Üniversitesi T›p Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal›, ‹stanbul

Dünya Sa¤l›k Örgütü 2002 y›l› raporunda , 2000 y›l› için tuberküloz basiliyle

infekte 3.6 milyon yeni olgu bildirmektedir ve olgular›n 1.5 milyonu yayma

pozitiftir, yani çevrelerindeki di¤er kiflileri infekte etme ihtimalleri yüksektir(1).

Dünyada tüberküloz hastalar›n›n %80’ i 22 ülkede bar›nmaktad›r ve insidans›n

en yüksek oldu¤u ülkeler Hindistan, Çin, Bangladefl, Filipinler ve Güney Afrika’

d›r (2). Dünya nüfüsunun üçte birini infekte eden bu bakteri , y›lda yaklafl›k 2

milyon insan›n ölümüne neden olmaktad›r. Hastal›k insidans› Avrupa ülkelerinin

ço¤unda yüzbinde 20’ den az iken , Türkiye’ deki hastal›k insidans› 2000 y›l›nda

Verem Savafl Dispanserlerine kay›tl› hastalara göre hesaplan›ld›¤›nda yüzbinde

27’ dir(2).  Tüberkülozla infekte hastadan sa¤lam kiflilere M. tuberculosis hava

arac›l›¤›yla yay›lmaktad›r ve hasta ile yak›n ve uzun süreli temas› olanlarda daha

yüksek oranda bulaflma görülmektedir. Kesin tan› için uygun mikrobiyolojik

yöntemlerle etkeni saptamak gerekir. Tan›da en h›zl›, en ucuz yöntem basilin

mikroskop ile saptanmas›, alt›n standart ise kültürde üretilmesidir. M. tuberculosis

ile infekte bireylerin ço¤unda infeksiyonun latent kald›¤› ve bu bireylerin %10

‘unda aktif hastal›k geliflebilece¤i bilinmektedir(3). Dünya nüfusunun üçte birinin

latent olarak infekte oldu¤u düflünülürse , bu durumun yeni olgular için ne

büyüklükte bir kaynak oluflturabilece¤i tahmin edilebilir. Bu bireylerin hangilerinin

ve ne zaman hastal›k gelifltirece¤inin tahmini ise güçtür. Robert Koch’un 1800’lü

y›llarda M. tuberculosis kültür filtrat›n› ›s› ile inaktive ederek elde etti¤i tuberkülini

deri içine uygulayarak gelifltirdi¤i PPD(purified protein derivatives) deri testi

halen infeksiyonun belirlenmesinde yayg›n olarak kullan›lan tek testtir. PPD

içinde yer alan proteinler molekül a¤›rl›¤› 10.000 daltonu geçmeyen düflük

molekül a¤›rl›kl› proteinler olup, mikobakteri ile infekte olmayan bireylerde

reaksiyon oluflmamaktad›r. PPD antijenlerinin verilmesi gecikmifl tipte afl›r›

duyarl›l›k reaksiyonuna neden olmaktad›r. Yo¤unlu¤u 0.1mg / 0.1 ml, 5 standart

tuberkülin ünitesinin deri içine injeksiyonu sonras›, önceden duyarl›laflm›fl T

lenfositleri varl›¤›nda enjeksiyon yerinde sal›nan lenfokinler, antijen enjekte
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edilmesinden en erken 24 saat sonra zirve yapan endürasyon, vezikülasyon ile

karakterize deri reaksiyonuna neden olurlar. Deri testi e¤itimli sa¤l›k çal›flanlar›

taraf›ndan 48 - 72 saat sonra de¤erlendirilerek reaksiyon yerinde oluflan endürasyon

ölçülür. Maliyetin düflüklü¤ü ve özel ekipman gerektirmemesi nedeniyle PPD

testi epidemiyolojik olarak latent M. tuberculosis infeksiyonunun taranmas› ve

kliniklerde aktif tuberküloz infeksiyonunun tan›s›nda kullan›lmaktad›r. PPD

testinin en büyük dezavantaj› PPD antijenlerinin M. tuberculosis, M. bovis BCG

ve tuberküloz d›fl› mikobakterilerle ortak antijenler içermesi ve BCG afl›

uygulamas›n›n ve tuberküloz d›fl› mikobakteri enfeksiyonlar›n›n yayg›n oldu¤u

yerlerde özgüllü¤ünün azalmas›d›r(3,4). Aktif tuberkülozlu hastalarda %75- 90

duyarl›l›k gösteren testin duyarl›l›¤› yayg›n hastal›kta %50’ ye inmektedir. Dünya

nüfüsunun ço¤u BCG ile afl›l›d›r ve BCG etkisi afl›dan 15 y›l sonra devam

edebilmektedir (5). Bu nedenlerle BCG ile çapraz reaksiyon vermeyecek antijenlerin

aray›fl›na gidilmifltir. Latent M. tuberculosis infeksiyonunda humoral immun

cevap genellikle zay›f oldu¤undan, hücresel immun cevab›n hedefi olabilecek

antijenler araflt›r›lm›flt›r. M. tuberculosis H37Rv ,M. bovis ve BCG sufllar›n›n

genomlar›n›n k›yaslanmas›yla region of difference(RD) ad›yla tan›mlanan 16 ayr›

bölge belirlenmifltir . M. bovis’ deRD1 bölgesi 1921’ de in vitro kültürlerde

kaybolmufl olup, BCG afl› sufllar›nda ve çevresel mikobakterilerde bulunmamakta,

M. tuberculosis kompleksinde bulunmaktad›r(6). Andersen ve ark taraf›ndan

tan›mlanan iki düflük molekül a¤›rl›kl› antijen ESAT-6 (eary secretory antigenic

target)  ve CFP-10(culture filtrate protein) RD1 bölgesinde kodlanmaktad›r. Bu

antijenler M. tuberculosis kültür filtratlar›ndan saflaflt›r›lm›fl olup M. tuberculosis

kompleksi (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) ve baz› atipik mikobakterilerde

(M. kansasii, M. szulgai, M. flavescens, M. marinum) sufllar›nda eksprese edilmekte,

ancak M. bovis BCG sufllar›nda ve çevreden izole edilen mikobakterilerin ço¤unda

bulunmamaktad›r (7,8). Tuberküloz oluflturulmufl hayvan modellerinde interferon

- salg›layan CD4+ T hücrelerinin hedefinin ESAT-6 proteini oldu¤u gösterilmifl ve

tuberkülozlu hastalar›n periferik kan mononükleer hücrelerinin ESAT-6 ile

uyar›lmas› ile ELISA ile saptanabilen interferon - düzeyleri tespit edilmifltir(9-11).

Bu veriler kanda dolaflan ESAT-6’ ya özgül T hücrelerinin M. tuberculosis

infeksiyonunu iflaret edebilece¤ini düflündürmüfl ve ELISPOT ( enzim-ba¤l›

immunospot) yöntemi ile perifer kan›ndan interferon - salg›layan T hücrelerinin

say›s›n›n belirlenmesinin tuberkülozda tan› koydurucu olabilece¤i hipotezi
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gelifltirilmifltir. Dr. Lalvani ve ekibinin gerçeklefltirdi¤i bu öncü çal›flmada aktif

tuberkülozlu hastalar›n %96’s›nda ELISPOT pozitif bulunurken, kontrol gurubunun

%92’ sinde negatif bulunmufl ve BCG ile afl›l› kontrol gurubunda ELISPOT pozitifli¤i

gösterilmedi¤inden M. tuberculosis infeksiyonu ile BCG afl›lanmas›n› ay›rdetmek

için kullan›labilecek bir yöntem oldu¤u bildirilmifltir(12).

Ticari olarak 2 interferon - testi bulunmaktad›r; Quantiferon- TB testi(Cellestis

Limited, Victoria, Avusturalya) ve T SPOT-TB testi (Oxford Immunotec, Oxford,

‹ngiltere). Bu yöntemlerde ELISA ve ELISPOT ( enzim-ba¤l› immunospot)

teknikleriyle T hücrelerinden sal›nan interferon - ölçülerek hücresel ba¤›fl›kl›k

de¤erlendirilmektedir. Yeni kuflak Quantiferon-TB gold testi ile tam kanda ESAT-

6 ve CFP-10 antijenleri kullan›larak interferon - yan›t› ölçülmekte, ELISPOT

testinde de ayn› antijenler kullan›lmakta, ancak test için tam kan de¤il periferik

kan mononükleer hücreleri gerekmekte ve interferon - üreten T hücrelerinin

say›s› belirlenmektedir. T-SPOT testi flu sekilde gerçeklefltirilmektedir:

a. Hasta kan› santrifüj edilerek periferik kan mononükleer hücreler ayr›l›r.

b. S›v› besiyerinde y›kanan mononükleer hücreler (2.5x105/çukur) 96- çukurlu

plaklara da¤›t›l›r. Plaklar efektör T hücrelerinin özgül antijenle temas›nda sal›nacak

olan interferon - ‘ya karfl› antikorla kapl›d›r.

c. Çukurlara ESAT-6 , CFP-10, fitohemaglütinin(pozitif kontrol), ve 6 ayr› peptid,

eklenir ve plak bir gece 37C’ de CO2 ‘ li etüvde inkübe edilir. Negatif kontrol

çukuruna antijen eklenmez.

d. Ertesi gün plaklar iyice y›kan›r ve enzim-iflaretli ikinci antikor eklenir.

e. Takiben kolorimetrik substrat eklenir ve oluflan noktalar say›l›r. Gözle görülen

her nokta antijenle etkileflen bir T hücresi anlam›na gelmektedir.Negatif kontrol

kuyucu¤una k›yasla >6 nokta say›lmas› ‹NFEKS‹YON olarak de¤erlendirilir.

‹nterferon - yan›t› ölçen testler invitro ortamda gerçeklefltirilmektedir, derideki

endürasyonun ölçümü gibi subjektif de¤ildir ve hastan›n bir kez gelmesi yeterli

olmaktad›r. Bu testlerin kullan›m amaçlar›n› inceleyen çal›flmalar

de¤erlendirildi¤inde testin kullan›m alanlar› flöyle s›ralanabi lir:
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1. Aktif tuberkuloz tan›s›nda ve M. tuberculosis infeksiyonunun BCG

afl›lamas›ndan ay›rt edilmesinde

Aktif tuberkülozlu (yayma veya kültürle bakteriyolojik olarak do¤rulanan)

hastalarda duyarl›l›k yani aktif hastal›¤› olup da interferon - testi pozitif olan

hastalar de¤erlendirildi¤inde testin duyarl›l›¤›n›n %66 ile %96 aras›nda de¤iflti¤i

gözlenmektedir(12,13). PPD’ nin antigen olarak kullan›ld›¤› testlerde duyarl›l›k

ESAT-6 ve CFP-10 un tek bafl›na kullan›ld›¤› testlere göre yüksek iken bu iki

antijenin birlikte kullan›lmas› durumunda duyarl›l›k daha da yükselmektedir.

Tedavi alt›ndaki hastalarda duyarl›l›k tedavi görmeyenlerden yüksektir. Aktif

tuberkulozu olmayanlarda testin özgüllü¤ü yani hasta olmay›p, interferon - testi

negatif olanlar araflt›r›ld›¤›nda genellikle düflük tuberküloz insidans› olan

bölgelerde yaflayan,tuberküloz öyküsü ya da tuberküloz temas› olmayan sa¤l›kl›

bireyler de¤erlendirilmifl olup özgüllü¤ün %95-100 oran›nda seyretti¤i

görülmektedir. Endemik bölgelerdeki sa¤l›kl› bireylerde latent infeksiyonun

takibi aç›s›ndan de¤erlendirildi¤inde Hindistan gibi 1 milyar nüfüsu olan ve her

y›l yaklafl›k 2 milyon yeni tüberküloz olgusu bildirilen bir ülkede ELISPOT testi

100 bireyin 80’inde pozitif bulunmufl olup, popülasyonun %80’inin latent olarak

infekte oldu¤u bildirilmifltir(14). ELISPOT testinin PPD ile karfl›laflt›r›ld›¤› çal›flmalarda

iki test aras›ndaki uyumun %66-82 oran›nda oldu¤u görülmektedir. ‹ngiltere’

de bir indeks olgudan kaynaklanan okul salg›n› çerçevesinde 535 ö¤renci taranm›fl

ve BCG ile afl›lanm›fl çocuklarda PPD testi pozitifli¤inin daha yüksek oldu¤u,

ELISPOT test sonuçlar›n›n ise BCG uygulanmas›ndan etkilenmedi¤i, ELISPOT

testinin tek bafl›na pozitifli¤inin M. tuberculosis ile temas› gösterirken, tek bafl›na

PPD pozitifli¤inin ayn› flekilde yorumlanamayaca¤› saptanm›flt›r (15). ‹stanbul ‘da

gerçeklefltirilen bir çal›flmada ise yayma pozitif 414 eriflkin tüberküloz hastas›yla

temas eden 979 çocuk takip edilmifl ve PPD testi ile EL‹SPOT testi aras›nda %84

uyum bulunmufltur(16). Bu çal›flman›n en çarp›c› bulgusu BCG afl›s›n›n çocuklar›

tüberküloz infeksiyonundan korudu¤unun gösterilmesidir.

2. Tuberkuloz d›fl› mikobakteri infeksiyonlar›n›n M. tuberculosis

infeksiyonlar›ndan ay›rt edilmesi:

M. avium ile infekte hastalarda ESAT-6 testinin özgüllü¤ü %100 iken(hiçbir

hastada pozitif sonuç saptanmam›flt›r), PPD testinin özgüllü¤ü %60’larda

kalm›flt›r(17). M marinum ve M. kansasii ile infekte hastalarda ise
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ESAT-6, CFP-10 testi pozitifli¤i %70’ lere inerken, PPD pozitifli¤i %90’a ç›km›flt›r(18).

Bu antijenlerin M. tuberculosis kültür filtratlar›ndan saflaflt›r›lm›fl olup M.

tuberculosis kompleksi (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) ve baz› atipik

mikobakterilerde (M. kansasii, M. szulgai, M. flavescens, M. marinum) sufllar›nda

eksprese edilmesi nedeniyle baz› atipik mikobakteri infeksiyonlar›nda özgüllü¤ünün

düfltü¤ü söylenebilirse de bu infeksiyonlar›n insidans›n›n çok düflük oldu¤u da

bilinmektedir.

3. Latent tuberküloz tan›s›

M. tuberculosis ile temasl›, PPD testi pozitif, normal gö¤üs filmi olan, aktif

hastal›k belirtileri göstermeyen, semptomsuz bireylerde (ev temas›, ya da salg›n

s›ras›nda temas,vb) duyarl›l›k %80’ lerde seyretmektedir(12, 14). Tuberküloz

hastalar›yla temas› olan 24 sa¤l›kl› kiflinin 2 y›l boyunca takip edildi¤i bir çal›flmada

aktif tuberkuloz geliflen 7 kiflinin 6’s› (%86) ESAT-6 testi pozitif bulunurken,

tuberkuloz geliflmeyenlerde bu oran (%18) olarak saptanm›flt›r(19). Bu çal›flmada

, hasta say›s› az olmas›na ra¤men, ESAT-6 testi pozitifli¤inin aktif tuberküloz

geliflmesiyle iliflkili oldu¤u savunulmaktad›r.

4. Tedaviye yan›t›n takibi

ESAT-6 pozitifli¤inin tedaviyle iliflkisini inceleyen çal›flmalar çeliflkili sonuçlar

ortaya koymufl olup tedavinin test pozitifli¤ini artt›rd›¤›, azaltt›¤› ya da

etkilemedi¤ini bildiren sonuçlar bulunmaktad›r(11,14,20).

Sonuç olarak BCG afl›l›larda ve çevresel mikobakterilerle temas edenlerde

yanl›fl pozitif ç›kabilen, de¤erlendirmesi kifliye ba¤l› olup, aktif hastal›kta negatif

ç›kabilen, yayg›n hastal›kta olgular›n sadece yar›s›n› tan›yabilen PPD deri testine

karfl›l›k, ELISPOT testi duyarl›l›¤› ve özgüllü¤ü yüksek, aktif hastal›kta yanl›fl

negatif sonuç vermeyen bir testtir. De¤erlendirme için ikinci kez gelinmesine

gerek kalmamakta, BCG afl›lamas›na ba¤l› yalanc› negatif sonuçlar görülmemekte,

gereksiz profilaksi ve buna ba¤l› toksisiteden hastalar› korumaktad›r. Latent

infeksiyonun yayg›n oldu¤u yüksek endemik ülkelerde, BCG afl›lamas›n›n yayg›n

oldu¤u ülkelerde ve tüberküloz d›fl› mikobakteri infeksiyonlar›n›n yayg›n oldu¤u

ülkelerde yap›lacak daha çok say›da çal›flmaya ihtiyac›n oldu¤u da bir gerçektir.
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‹mmün sistemi bask›lanm›fl hastalarda, çocuklarda, akci¤er d›fl› ve çoklu ilaca

dirençli tuberküloz olgular›nda, sa¤l›k personeli gibi s›k temas öyküsü olanlarda

testin kullan›labilirli¤inin detaylar›yla tan›mlanmas› gerekmektedir. PPD deri

testine göre ELISPOT testinin maliyeti yüksektir ve laboratuvar deneyimi

gerektirmektedir. Ancak testin referans laboratuvarlar›nda çal›fl›lmas› durumunda

daha h›zl› ve güvenilir sonuç al›nmas› mümkün oldu¤u gibi, yanl›fl pozitif veya

yanl›fl negatiflikleri ortadan kald›ran bir test tuberküloz gibi çok önemli bir sa¤l›k

probleminin tan›s›na büyük katk›da bulunacakt›r.
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