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ÖZET

 İnfeksiyondan infeksiyon hastalığına giden süreci, konak ile mikroorganizma arasındaki etkileşim belirlemektedir. 
Konağın etkene karşı gösterdiği/gösteremediği immün yanıtın saptanması ve izlenmesi ‘kişiye özel tedavi’ yaklaşımını yönlen-
direcektir. Organ nakil hastalarında, nakledilen ‘yabancı’nın red edilmemesi için ‘iyatrojenik’ olarak dengesi bozulan immün 
sistemin, mikroorganizmalar ile başa çıkabilmesinde hedeflenen ‘yeni denge’ nasıl izlenebilir? İmmun supresif ilaçların kan 
düzeyleri bu sorunun yanıtının bir kısmıdır, ancak yeterli değildir. Mikrobiyoloji laboratuvarında etkenin tüm özelliklerinin 
belirlenmesi önemlidir, gereklidir ancak bu da yeterli değildir. Bu bölümde, etken olarak CMV ele alınacak ve transplant has-
talarında virolojik izlem ile birlikte immunolojik izlemin önemi vurgulanarak kullanılan yöntemler ve veriler tartışılacaktır.
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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 

ANKEM Derg 2013;27(Ek 2):157-159

28.ANKEM ANTİBİYOTİK VE KEMOTERAPİ KONGRESİ, ANTALYA, 22-26 MAYIS 2013

 Transplant hastalarında, özellikle latent 
viral infeksiyonların kontrolünde esas mekaniz-
ma kazanılmış-özgül hücresel bağışık yanıttır. 
CMV infeksiyonunun da klinik yelpazesini 
belirleyen en önemli faktör konağın etkene karşı 
gösterdiği edinsel özgül hücresel immün yanıt-
tır. CMV infeksiyonunun kontrolünde rolü olan 
hücreler CD4+, CD8+ ve gammadelta T lenfosit-
leridir. CMV infeksiyonuna özel hücresel yanı-
tın ölçümü için T-hücre bazlı çok sayıda yöntem 
geliştirilmiştir. İdeal olarak bu yöntemler ile ex 
vivo T hücrelerinin tanımlanması ve/veya fonk-
siyonlarının ve özgüllüğünün belirlenmesi 
amaçlanmıştır(4).

Akış sitometri
 Hücresel yanıtın araştırılmasında en yay-

gın kullanılanlardan birisi, peptid-MHC sınıf 1 
tetramerleri ile CMV spesifik CD8+ T lenfositle-
rinin akış sitometride saptandığı tetramer bazlı 
yöntemdir. Bu tekniğin esası, antijene özgül T 
lenfositlerinin, MHC-peptid kompleksi - tetra-
merik molekül ile doğrudan belirlenmesidir. 
Kemik iliği transplantasyonu (KİT) yapılan has-
talarda CMV hastalığı gelişmesinin belirlenme-
sinde CMV hücresel immünitenin izlemi yol 
göstericidir(6). Çok merkezli prospektif bir araş-
tırmada, Gratama ve ark.(5), 83 KİT alıcısında 
transplantasyon sonrası CMV spesifik CD8+ T 
lenfosit yanıtını bir yıl izlemişler ve post trans-
plant ilk 65 gün içerisinde CMV spesifik CD8+ T 
lenfosit sayısının 7 hücre/μl’den az olması duru-
munda, bu değerin CMV ile ilişkili komplikas-
yon gelişmesi bakımından risk ifade ettiğini 
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belirtmişlerdir. Ancak, bu yöntem epitop ve 
HLA spesifiktir ve kullanılan MHC tetramer-
peptid paneli yanıtı belirlemede yeterli olmaya-
bilir. Akış sitometride, mononükleer hücreler 
sentetik CMV peptid epitopları ile uyarılarak, 
sitokin sentezleyen CMV spesifik T lenfositleri 
hücre içi sitokin boyaması ile (sitokin-akış sito-
metri: CFC) gösterilebilir. Bu teknik ile sitotok-
sik T lenfositleri, fonksiyonlarının son 
aşamasında-sitokin sentez aşaması-gösterilmek-
tedir(3). 
 Akış sitometride, yakın zamanda Lozza ve 
ark.(9) tarafından geliştirilen yeni tekniğin temeli, 
endoteliotropik ve dendrotropik CMV VR1814 
suşu ile oluşturulan immatür dendritik hücre 
infeksiyonu ardından infekte hücrelerle lenfosit 
kültürünün yapılması ve bunun sonucunda sito-
kin sentezleyen CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin 
saptanmasına dayanmaktadır. Bu şekilde T lenfo-
sitlerinin ex vivo olarak uyarılması, in vivo koşul-
lara daha yakın olarak gerçekleştirilmektedir. 
Viral özgül hücresel yanıt modelini oluştururken 
şüphesiz etkenin uyarılmasında kullanılan anti-
jenlerin çeşidi, özgüllüğü de önemlidir. Bunde ve 
ark.(2), standart aminoasitlere ek olarak CMV 
immediate early (IE)-1 ve pp65 proteinlerini içe-
ren peptid karışımına CD4+ ve CD8+ T hücre 
yanıtını araştırdıklarında, hastalarda CMV hasta-
lığından korunmada IE-1 spesifik CD8+ T hücre 
yanıtının izlenmesinin değeri olduğunu vurgula-
mışlardır. Viral hücresel yanıtın prospektif olarak 
izleminin amacı, alıcılarda CMV hastalığı geliş-
meden hemen önce, bu konuda alarm verecek 
“cut off” değerini belirlemektir(4).

ELISPOT
 ELISPOT (enzyme-linked immunospot 
assay) yönteminde, IFN-γ sentez eden özgül T 
hücreleri araştırılmaktadır. Bunun için, mono-
nükleer hücreler sentetik peptid veya antijen 
lizatlar ile uyarılır, antihuman IFN-γ ile kaplanır 
ve ELISA esasları çerçevesinde çalışılarak özgül 
spot oluşturan IFN-γ sentezleyen T hücrelerinin 
sayımı yapılır. Sonuç, 200,000 mononükleer hüc-
rede ‘spot forming colonies’ (SFC) olarak ifade 
edilir(10). Abate ve ark.(1), farklı serolojik profil-
de (seropozitif ve seronegatif) profaksi ya da 
preemptif tedavi uygulanan solid organ alıcısını 
transplant öncesi ve 30., 60., 90., 180., 360. gün-

lerde CMV viral yük ile birlikte gama interferon 
ELISA (ELISPOT) testi ile izlemişlerdir. 
Transplantasyonun birinci yılında CMV spesifik 
T hücre yanıtını ort. 171 SFC bulurken bu sayı-
nın transplant öncesi 326 SFC/ 200,000 lenfosit 
olduğunu dolayısı ile antiviral T hücre yanıtının 
transplantasyon öncesi düzeye gelmesi için bir 
yıldan fazla zamana gereksinim olduğunu vur-
gulamışlardır. Seronegatif alıcılarda profaksi 
sürecinde T hücre yanıtı saptanamamıştır. 
ELISPOT sonucu > 100 SFC olan hastalarda vire-
mi epizodu saptanmamasına karşın, ilginç ola-
rak profilaksi tamamlanan ve T hücre yanıtı 
gelişmeyen on üç hastanın beşinde viremi sap-
tanmış, sekizinde ise viremi gelişmemiştir.

Quantiferon
 Quantiferon testinde, tam kan, CMV stimu-
le eden peptid epitopları ile muamele edilerek T 
lenfositleri uyarılır ve sentez edilen IFN-γ ELISA 
metodolojisi ile kantite edilir. CD8+ sitotoksik T 
lenfositlerinin fonksiyonel ürünü olan IFN-γ 
CMV hastalığının gelişme riskini belirlemede 
değerlendirilir. IFN-γ üretimi söz konusu lenfo-
sitlerin fonksiyonel bir belirtecidir. Testte kullanı-
lan CMV peptidleri, popülasyonun tamamına 
yakınını (> % 98) kapsayacak şekilde HLA sınıf I 
haplotipleri içeren CD8+ T hücreleri hedef alına-
rak hazırlanmıştır. Dolayısı ile CMV hastalığı 
gelişenlerin CD8+ T lenfositleri söz konusu sınıf 
1 MHC-viral peptid komplekslerini tanırlar ve 
IFN-γ sitokinini üretirler. Kumar ve ark.(8), solid 
organ transplant hastalarını post-pransplant 0, 1, 
2, 3. aylarda CMV hücresel immünite açısından 
Quantiferon-CMV testi ile izlemişler ve saptana-
bilir interferon-gama (cut-off: 0.1 IU/mL) yanıtı 
olan hastaların % 5.3’ünde CMV hastalığı gelişti-
ğini, bu oranın interferon-gama saptanamayan 
grupta % 22.9 olduğunu belirtmişlerdir. 

Hücre içi ATP ölçümü
 2002 yılında FDA onayı alan ImmuKnow 
immün hücre fonksiyon yönteminin esası, lenfo-
sit stimülasyonu ardından manyetik seperasyon 
ile ayrılan CD4+ hücrelerinin parçalanması 
ardından açığa çıkan hücre içi ATP (iATP)’nin 
luminometrede ölçümüdür. Transplant hastala-
rında infeksiyon veya akut rejeksiyon için tanısal 
test olmayıp, infeksiyon/rejeksiyon riskini belir-
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lemede kullanılması önerilmektedir(11). On organ 
nakli merkezinden 504 solid organ alıcısının 
izlendiği araştırmada, iATP immün yanıtı 25 ng/
mL olan solid organ alıcılarında, daha kuvvetli 
immün yanıtı olanlara göre infeksiyon gelişme 
riskinin on iki kez daha fazla olduğu, buna karşın 
700 ng/mL değeri saptanan alıcılarda, daha 
düşük iATP saptananlara göre rejeksiyon gelişme 
riskinin otuz kez daha fazla olduğu belirtilmiştir. 
iATP ölçüm yöntemi ile solid organ alıcılarında 
hedeflenen immünolojik yanıt zonunun belirle-
nerek, infeksiyon/rejeksiyon risklerine karşı den-
genin sağlanabileceği vurgulanmıştır(7). 

Sonuç 
 Viral hücresel yanıtın saptanmasında T 
hücrelerinin uyarılması, T hücrelerinin ve/veya 
fonksiyonlarının gösterilmesi, değerlendirilmesi 
aşamalarında farklı metodolojik yaklaşımlar 
mevcuttur. İmmün süpresif tedavi uygulanan 
organ nakil hastalarında hücresel bağışık yanı-
tın yeniden yapılanması viral hastalığın gelişi-
mini önlediğinden, virolojik yanı sıra immüno-
lojik izlem laboratuvar rutininde yer almalıdır.
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Eş Zamanlı Oturum: Panel 14 sunularından

 AİLE HEKİMLİĞİ PRATİĞİNDE ANTİBİYOTİK KULLANIMI

      Yöneten: Hakan LEBLEBİCİOĞLU

      • İnfeksiyon hastalıklarının, bakteriyel ve viral 
         etiyoloji ayrımını da içeren genel karakteristik 
         özellikleri
         Sibel G. GÜNDEŞ

      • Antibiyotik kullanımında yanlışlar ve doğrular 
         Oğuz KARABAY
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