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OZET

Infeksiyondan infeksiyon hastaligina giden siireci, konak ile mikroorganizma arasindaki etkilesim belirlemektedir.
Konagn etkene kars: gosterdigi/gosteremedigi immiin yanitin saptanmasi ve izlenmesi ‘kisiye ozel tedavi’ yaklagimini yonlen-
direcektir. Organ nakil hastalarinda, nakledilen “yabanci’'nin red edilmemesi icin ‘iyatrojenik’ olarak dengesi bozulan immiin
sistemin, mikroorganizmalar ile basa cikabilmesinde hedeflenen “yeni denge’ nasil izlenebilir? Immun supresif ilaclarin kan
diizeyleri bu sorunun yamitinn bir kismudir, ancak yeterli degildir. Mikrobiyoloji laboratuvarinda etkenin tiim Ozelliklerinin
belirlenmesi onemlidir, gereklidir ancak bu da yeterli degildir. Bu boliimde, etken olarak CMV ele alinacak ve transplant has-
talarinda virolojik izlem ile birlikte immunolojik izlemin 6nemi vurqulanarak kullanilan yontemler ve veriler tartisilacaktr.

Anahtar sozciikler: akis sitometri, ELISPOT yontemi, hiicre i¢ci ATP olciimii, immiinolojik izlem, quantiferon
SUMMARY
Immunologic Monitoring

Interaction between the host and the microorganism determines the process which leads to the infectious disease from
infection. Detection and monitoring of the immune response which the host can or can not exhibit against the agent will shape
the future approach of the private treatment modality. How can the “new balance” which is aimed in overcoming microorga-
nisms be followed-up, for the transplanted ‘foreign body’ not to be rejected in transplant patients whose immune system which
was imbalanced ‘iatrogenically’? Blood levels of the immunosuppressive drugs are only a part of the answer to this question
but not sufficient themself. All characteristics of the agent to be determined in the microbiology laboratory is of great signifi-
cance but again not adequate itself. In this chapter; CMV will be dealt as an agent, importance of immunologic monitoring as

well as virologic monitoring will be highlighted, procedures and the data will be discussed.

Keywords: ELISPOT assay, flow cytometry, immunologic monitoring, intracelluler ATP measuring, quantiferon

Transplant hastalarinda, o6zellikle latent
viral infeksiyonlarin kontroliinde esas mekaniz-
ma kazanilmig-6zgiil hiicresel bagisik yanittir.
CMV infeksiyonunun da klinik yelpazesini
belirleyen en 6nemli faktdr konagin etkene karsi
gosterdigi edinsel 6zgiil hiicresel immiin yanit-
tir. CMV infeksiyonunun kontroliinde rolii olan
hiicreler CD4+, CD8+ ve gammadelta T lenfosit-
leridir. CMV infeksiyonuna 6zel hiicresel yani-
tin 6l¢limii icin T-hiicre bazli ¢ok sayida yontem
gelistirilmistir. Ideal olarak bu yontemler ile ex
vivo T hiicrelerinin tanimlanmasi ve/veya fonk-
siyonlarinin ve ozgiilligiintin belirlenmesi
amaclanmigtir®.

Akis sitometri
Hiicresel yanitin arastirilmasinda en yay-

gin kullanilanlardan birisi, peptid-MHC smf 1
tetramerleri ile CMV spesifik CD8+ T lenfositle-
rinin akig sitometride saptandig: tetramer bazl
yontemdir. Bu teknigin esasi, antijene 6zgiil T
lenfositlerinin, MHC-peptid kompleksi - tetra-
merik molekiil ile dogrudan belirlenmesidir.
Kemik iligi transplantasyonu (KIT) yapilan has-
talarda CMV hastali1 gelismesinin belirlenme-
sinde CMV hiicresel immiinitenin izlemi yol
gostericidir®. Cok merkezli prospektif bir aras-
tirmada, Gratama ve ark.®, 83 KIT alicisinda
transplantasyon sonrast CMV spesifik CD8+ T
lenfosit yanitini bir yil izlemisler ve post trans-
plant ilk 65 giin icerisinde CMV spesifik CD8+ T
lenfosit sayisinin 7 hiicre/ul’den az olmas1 duru-
munda, bu degerin CMYV ile iliskili komplikas-
yon gelismesi bakimindan risk ifade ettigini
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belirtmislerdir. Ancak, bu yontem epitop ve
HLA spesifiktir ve kullanilan MHC tetramer-
peptid paneli yanit1 belirlemede yeterli olmaya-
bilir. Akis sitometride, monontikleer hiicreler
sentetik CMV peptid epitoplar ile uyarilarak,
sitokin sentezleyen CMV spesifik T lenfositleri
hiicre ici sitokin boyamas ile (sitokin-akis sito-
metri: CFC) gosterilebilir. Bu teknik ile sitotok-
sik T lenfositleri, fonksiyonlarinin son
asamasinda-sitokin sentez asamasi-gdsterilmek-
tedir®.

Akas sitometride, yakin zamanda Lozza ve
ark.” tarafindan gelistirilen yeni teknigin temeli,
endoteliotropik ve dendrotropik CMV VR1814
susu ile olusturulan immatiir dendritik hiicre
infeksiyonu ardindan infekte hiicrelerle lenfosit
kiiltiirtiniin yapilmasi ve bunun sonucunda sito-
kin sentezleyen CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin
saptanmasina dayanmaktadir. Bu sekilde T lenfo-
sitlerinin ex vivo olarak uyarilmas, in vivo kosul-
lara daha yakin olarak gerceklestirilmektedir.
Viral 6zgiil hiicresel yanit modelini olustururken
stiphesiz etkenin uyarilmasinda kullanilan anti-
jenlerin gesidi, 6zgtilltigli de 6nemlidir. Bunde ve
ark.?, standart aminoasitlere ek olarak CMV
immediate early (IE)-1 ve pp65 proteinlerini ige-
ren peptid karisimina CD4+ ve CD8+ T hiicre
yanitini arastirdiklarinda, hastalarda CMV hasta-
ligindan korunmada IE-1 spesifik CD8+ T hiicre
yanitinin izlenmesinin degeri oldugunu vurgula-
muslardir. Viral hiicresel yanitin prospektif olarak
izleminin amaci, alicilarda CMV hastalig: gelis-
meden hemen 6nce, bu konuda alarm verecek
“cut off” degerini belirlemektir®.

ELISPOT

ELISPOT (enzyme-linked immunospot
assay) yonteminde, IFN-y sentez eden o6zgiil T
hiicreleri arastirilmaktadir. Bunun i¢in, mono-
niikleer hiicreler sentetik peptid veya antijen
lizatlar ile uyarilir, antihuman IFN-y ile kaplanir
ve ELISA esaslari ¢ercevesinde galisilarak 6zgtil
spot olusturan IFN-y sentezleyen T hiicrelerinin
sayimu yapilir. Sonug, 200,000 monontikleer hiic-
rede ‘spot forming colonies’ (SFC) olarak ifade
edilir(10). Abate ve ark.(1), farkl1 serolojik profil-
de (seropozitif ve seronegatif) profaksi ya da
preemptif tedavi uygulanan solid organ alicisini
transplant 6ncesi ve 30., 60., 90., 180., 360. giin-
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lerde CMV viral yiik ile birlikte gama interferon
ELISA (ELISPOT) testi ile izlemislerdir.
Transplantasyonun birinci yilinda CMV spesifik
T hiicre yanitini ort. 171 SFC bulurken bu say1-
nin transplant dncesi 326 SFC/ 200,000 lenfosit
oldugunu dolayisi ile antiviral T hiicre yanitinin
transplantasyon Oncesi diizeye gelmesi igin bir
yildan fazla zamana gereksinim oldugunu vur-
gulamiglardir. Seronegatif alicilarda profaksi
siirecinde T hiicre yaniti saptanamamustir.
ELISPOT sonucu > 100 SFC olan hastalarda vire-
mi epizodu saptanmamasina karsin, ilging ola-
rak profilaksi tamamlanan ve T hiicre yaniti
gelismeyen on ii¢ hastanin besinde viremi sap-
tanmus, sekizinde ise viremi gelismemistir.

Quantiferon

Quantiferon testinde, tam kan, CMV stimu-
le eden peptid epitoplar1 ile muamele edilerek T
lenfositleri uyarilir ve sentez edilen IFN-y ELISA
metodolojisi ile kantite edilir. CD8+ sitotoksik T
lenfositlerinin fonksiyonel {iiriinii olan IFN-y
CMV hastaligmin gelisme riskini belirlemede
degerlendirilir. IFN-y {iretimi s6z konusu lenfo-
sitlerin fonksiyonel bir belirtecidir. Testte kullani-
lan CMV peptidleri, popiilasyonun tamamina
yakinini (> % 98) kapsayacak sekilde HLA sinif I
haplotipleri iceren CD8+ T hiicreleri hedef alina-
rak hazirlanmistir. Dolayisi ile CMV hastalig1
gelisenlerin CD8+ T lenfositleri séz konusu sinuf
1 MHC-viral peptid komplekslerini tanirlar ve
IFN-y sitokinini tiretirler. Kumar ve ark.®, solid
organ transplant hastalarimi post-pransplant 0, 1,
2, 3. aylarda CMV hiicresel immiinite agisindan
Quantiferon-CMYV testi ile izlemisler ve saptana-
bilir interferon-gama (cut-off: 0.1 IU/mL) yanit1
olan hastalarin % 5.3"tinde CMV hastalig1 gelisti-
gini, bu oranin interferon-gama saptanamayan
grupta % 22.9 oldugunu belirtmislerdir.

Hiicre ici ATP ol¢iimii

2002 yilinda FDA onay1 alan ImmuKnow
immdiin hticre fonksiyon yonteminin esasi, lenfo-
sit stimiilasyonu ardindan manyetik seperasyon
ile ayrilan CD4+ hiicrelerinin pargalanmasi
ardindan agiga ¢ikan hiicre i¢i ATP (iATP)'nin
luminometrede O6l¢limiidiir. Transplant hastala-
rinda infeksiyon veya akut rejeksiyon icin tanisal
test olmayip, infeksiyon/rejeksiyon riskini belir-



lemede kullanilmas: 6nerilmektedir®™. On organ
nakli merkezinden 504 solid organ alicisinin
izlendigi arastirmada, iATP immiin yanit1 25 ng/
mL olan solid organ alicilarinda, daha kuvvetli
immiin yaniti olanlara gore infeksiyon gelisme
riskinin on iki kez daha fazla oldugu, buna karsin
700 ng/mL degeri saptanan alicilarda, daha
diisiik iATP saptananlara gore rejeksiyon gelisme
riskinin otuz kez daha fazla oldugu belirtilmistir.
iATP &lgiim yontemi ile solid organ alicilarinda
hedeflenen immiinolojik yanit zonunun belirle-
nerek, infeksiyon/rejeksiyon risklerine kars: den-
genin saglanabilecegi vurgulanmigtir®.

Sonug

Viral hiicresel yamitin saptanmasinda T
hiicrelerinin uyarilmasi, T hiicrelerinin ve/veya
fonksiyonlarimin gosterilmesi, degerlendirilmesi
asamalarinda farkli metodolojik yaklagimlar
mevcuttur. Immiin siipresif tedavi uygulanan
organ nakil hastalarinda hiicresel bagisik yar-
tin yeniden yapilanmas: viral hastaligin gelisi-
mini 6nlediginden, virolojik yani sira immiino-
lojik izlem laboratuvar rutininde yer almalidir.
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Es Zamanli Oturum: Panel 14 sunularindan
AILE HEKIMLIGI PRATIGINDE ANTIBIYOTIK KULLANIMI
Yoneten: Hakan LEBLEBICIOGLU
° infeksiyon hastaliklarinin, bakteriyel ve viral
etiyoloji ayrimini da iceren genel karakteristik
ozellikleri

Sibel G. GUNDES

¢ Antibiyotik kullaniminda yanhslar ve dogrular
Oguz KARABAY
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