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KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

AIDS: Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu — “Acquired Immun Deficiency
Sendrom”

AMS: Aclik mide s1visi

ARB: Aside direngli bakteri

BAL.: Bronkoalveolar lavaj

BCG: Bacille Calmette-Guerin

BL: Brons lavaj

BOS: Beyin omurilik s1vis1

CDC: Hastahk Kontrol ve Onleme Merkezi — “Centers for Disease Control and
Prevention™

CFU: Koloni olusturan birim — “colony forming unit”

Ct: Dongii esigi — “cycle threshold”

CID-TB: Cok ilaca direngli-TB

DGTS: Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

EMB: Etambutol

EZN: Ehrlich-Ziehl-Neelsen

FDA: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi — “Food and Drug Administration”

GU: Ureme indeksi — “growth unit”

GX: GeneXpert MTB/RIF

HIV: Human Immunodeficiency Virus

INH: izoniazid

IDT: ilag duyarlilik testi

LAMP: Ilmik aracili izotermal amplifikasyon - “Loop-mediated isothermal
amplification”

LJ: Lowenstein-Jensen

LPA: Ters hibridizasyon testi — “Line probe assay”

MGIT: Mycobacteria growth indicator tube

MTK/MTC: Mycobacterium tuberculosis kompleks

NALC: N-asetil-L-sistein

NaOH: Sodyum hidroksit



NOD: Negatif ngorii degeri

OADC: Oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz

OT: Old tuberculin

PANTA: Polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim, azlosilin
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu — “polymerase chain reaction”

POD: Pozitif éngdrii degeri

PPD: Piirifiye protein tiirevi

PZA: Pirazinamid

RD-TB: RIF direncli-TB

RIF: Rifampisin

RRDR: RIF direncini belirleyen bdlge — “rifampicin resistance determining region”
RT-PCR: Gergek zamanhi-PCR — “real time-PCR”

SIRE: Streptomisin-Izoniazid-Rifampisin-Etambutol

SM: Streptomisin

TB: Tiiberkiiloz

TDM: Tiberkiiloz dis1 mikobakteri

TS: Trakeal sekret

UK: Ureme kontrol

YID-TB: Yaygin ilag direngli-TB
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1. OZET

Mycobacterium tuberculosis kompleks ve rifampisin direncinin saptanmasinda hizh

molekiiler yontemle konvansiyonel yontemlerin karsilastirilmasi

Bu calismada, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
kullanilan GeneXpert MTB/RIF (GX) testinin Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK)
tanist ve rifampisin (RIF) direncinin saptanmasindaki performansinin mikroskobi ve kiiltiir

yontemleri ile karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar1 Mikobakteriyoloji Birimine,
Haziran 2012 ile Kasim 2016 tarihleri arasinda, tiiberkiiloz (TB) 6n tanisi ile 12086 klinik
ornek gonderilmistir. Bunlardan 1361’1 solunum yolu, 2838’1 solunum yolu dig1 olmak iizere
toplam 4199 o6rnege klinik istem dogrultusunda Kinyoun boyali mikroskobik inceleme ve
kiiltiir yontemleri ile birlikte GX testi de ¢alisilmis ve elde edilen sonuglar retrospektif olarak
degerlendirilmistir. GX testi ve Kinyoun boyali mikroskobik inceleme sonuglari, kiiltiir
sonuglar1 (BACTEC MGIT 960 sistemi ve Lowenstein-Jensen besiyeri) ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. GX testi ile elde edilen RIF direncini belirleyen mutasyon sonuglari ile
kiiltirde MTK iiremesi saptanan izolatlarm RIF duyarliligit MGIT 960 yontemi ile

karsilastirilmistir.

MTK saptanmasinda kiiltiir yontemleri referans alindiginda; GX testinin duyarliligi
%74.5, 6zgiilliigii %99.1, pozitif dngdrii degeri (POD) %68.9 ve negatif 6ngorii degeri (NOD)
%99.3 olarak bulunmustur. GX testinin duyarliligi ve 6zgilligii swrasiyla; solunum yolu
ornekleri i¢in %82.7 ve %98.7; solunum yolu dis1 6rnekler igin ise %67.2 ve %99.3 olarak
hesaplanmistir. GX testinin mikroskobik incelemede ARB pozitif 6rneklerde duyarliligi %100
ve 0zgiilligii %64.3; ARB negatif 6rneklerde ise duyarliligi %69.6 ve 6zgiilligi %99.2 olarak
belirlenmistir. Mikroskobik incelemenin duyarlilik ve 6zgiilliigli sirasiyla; tiim ornekler icin
%16.4 ve %99.7; solunum yolu 6rnekleri i¢in %28.8 ve %99.2; solunum yolu dis1 6rnekler
icin %5.2 ve %99.9 olarak hesaplanmustir. Tiim 6rneklerde ve solunum yolu ile solunum yolu
dis1 orneklerde GX testi ile mikroskobik incelemenin duyarliliklari arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). MGIT yontemi ile elde edilen RIF duyarlilik sonuglar1
referans alindiginda, GX testinin RIF direncini saptamadaki duyarliligi %100, 6zgiilligi
%95.8, POD %25 ve NOD %100 olarak hesaplanmustir.



Sonug olarak, GX testinin 6zellikle mikroskobik incelemede ARB goriilen 6rneklerde
giivenilirligi yiikksek olup, kolay uygulanabilirligi, iki saat i¢inde dogrudan klinik Grnekten
MTK DNA’s1 ve RIF direncini birlikte saptayabilmesi, mikroskobik incelemeye gére
duyarliliginin daha yiiksek olmast géz oniinde bulunduruldugunda TB hizli tanisinda yararl
bir yontem oldugu sonucuna vartlmigtir. Ancak, test sonu¢larmin daima kiiltiir ve fenotipik

ilag duyarlilik testi sonuglariyla dogrulanmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, GeneXpert MTB/RIF,

molekiiler tani, tiiberkiiloz



2. SUMMARY

Comparison of a rapid molecular method with conventional methods for detection of

Mycobacterium tuberculosis complex and rifampicin resistance

The objective of this study was to evaluate the performance of the Gene-Xpert
MTB/RIF (GX) assay for detection of Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) and
rifampicin (RIF) resistance and compare with microscopy and culture methods in Dokuz
Eylul University Hospital Central Laboratory.

12086 clinical samples were sent to the Mycobacteriology Unit of Dokuz Eyliil
University Hospital Central Laboratory with preliminary tuberculosis (TB) diagnosis,
between June 2012 and November 2016. A total of 4199 specimens, 1361 of which were
pulmonary and 2838 of which were extra pulmonary were stained by Kinyoun method for
microscopic examination and applied culture methods in addition to GX test. Results were
evaluated retrospectively. GX test and Kinyoun stained microscopic examination results were
compared with culture results (BACTEC MGIT 960 system and Lowenstein-Jensen medium).
The isolates identified in culture as MTC were evaluated by MGIT 960 method for RIF

sensitivity testing.

For the detection of MTC; sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values of GX assay were 74.5%, 99.1%, 68.9% and 99.3%, respectively when culture results
were used as reference The sensitivity and specificity of GX test were 82.7% and 98.7% for

pulmonary specimens; 67.2% and 99.3% for extra pulmonary specimens, respectively.

The sensitivity and specificity of GX test for acid-fast bacilli (AFB) positive samples
were 100% and 64.3%, and for AFB negative samples were 69.6% and 99.2%, respectively.
The sensitivity and specificity of microscopic examination were 16.4% and 99.7% for all
specimens, 28.8% and 99.2% for pulmonary; and 5.2% and 99.9% for extra pulmonary
specimens, respectively. The difference between the sensitivities of the GX assay and the
microscopic examination was found to be statistically significant (p <0.001) for all samples,

pulmonary and extra pulmonary samples.

For the detection of RIF resistance; sensitivity, specificity, positive and negative
predictive values of GX test were 100%, 95.8%, 25% and 100%, respectively, when MGIT

method used as gold standard.



In conclusion, GX assay is a useful assay for rapid diagnosis of tuberculosis
considering that the test is reliable for the diagnosis of TB especially for AFB smear-positive
samples. GX test is easy to apply and directly detects MTC DNA and resistance to RIF within
2 hours and is superior in sensitivity than microscopic examination. However, test results

should always be confirmed by culture and phenotypic drug susceptibility test methods.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex, GeneXpert MTB/RIF, molecular
diagnosis, tuberculosis



3. GIRIS VE AMAC

Tiiberkiiloz (TB), her yil milyonlarca insanda hastalik ve diinya ¢apmnda “Human
Immunodeficiency Virus” (HIV) ile birlikte 6nde gelen 6liim nedeni olan kiiresel bir halk
saglig1 problemidir. 2015 yilinda yaklasik 10.4 milyon yeni TB vakasmin mevcut oldugu, TB
nedeniyle 1.4 milyon 6liim oldugu tahmin edilmektedir. Ulkemizde 2015 yil1 verilerine gore

TB’nin insidans hizi yiiz binde 18 ve mortalite hiz1 yiiz binde 0.96 olarak verilmistir (1).

Rifampisin (RIF) ve izoniazidin (INH) tedavide yanlis kullanimi ile en az bu ilaglara
direnci tamimlayan ¢ok ilaca direngli-TB (CID-TB), siklikla tedavi basarisizli1 ve relapslarla
sonuclanarak halk sagligmni tehdit etmektedir. CID-TB ayn1 zamanda ek olarak bir kinolon ve
bir parenteral ilaca (kapreomisin, kanamisin, amikasin) da direncin oldugu yaygin ilag
direncli-TB (YID-TB) icin de risk faktériidiir. Bu iki durum diinya ¢apinda TB ve HIV
kontrol programlarmi olumsuz etkilemektedir (2,3). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan,
diger ilaglara direng olsun veya olmasmn RIF direngli-TB (RD-TB) olgularinin yonetimi ve

tedavi yaklagimlarmin CID-TB olgularindaki gibi olmas: gerektigi yaymlanmustir (1).

Kiiresel TB 2016 Raporu’nda, diinya capinda Onceden tedavi edilmis vakalarin
yaklagik %21’inde ve yeni TB vakalarinin yaklasik %3.9’unda, Tirkiye’de ise yeni TB
olgularinin %3.6’sinda CID/RD-TB oldugu bildirilmistir (1).

TB tanisinda mikroskobik inceleme ile aside direngli bakteri (ARB) aranmasi, hizli ve
ucuz olmasina karsin disiik duyarliliga sahiptir. Kiiltiir tanida altin standarttir ve ilag
duyarlilik testi (IDT) kiiltiir ydntemleriyle yapilmaktadir. Ancak kiiltiiriin sonu¢lanmas1 2-8
hafta kadar zaman almakta ve ek biyogiivenlik Onlemleriyle egitimli personel
gerektirmektedir (4,5). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi — “Centers for Disease Control
and Prevention” (CDC) 6rnek alimindan sonra 30 giin i¢inde IDT sonuglarinin rapor edilmesi
gerektigini bildirmektedir (2).

Mycobacterium tuberculosis ilag direncinin ve CID/RD-TB suslarinmn hizli tanis1 TB
hastalarinin etkili tedavisini saglamakta ve direng gelisimini sinirlamaktadir (2). Bu nedenle
standardize edilmis, Ozgillik ve duyarlilig1 yiiksek, giivenilir ve hizli ydntemlerin
kullanimna ihtiya¢ duyulmaktadir. Giliniimiizde, tedaviye daha erken baglama imkan1 ve daha
etkin halk sagligi miidahalelerine olanak saglamak amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu —
polymerase chain reaction (PCR) gibi molekiiler yontemler, klinik ornekten hizli taniyi

desteklemek lizere kullanilmaya baglanmistir (4,5).



Molekiiler ¢aligmalarla RNA polimerazin beta-alt {initesini kodlayan rpoB geninin M.
tuberculosis’de RIF direnciyle iliskili ana hedef oldugu tanimlanmistir (6). Son yillarda
gelistirilen GeneXpert MTB/RIF (GX) testi (Cepheid, Sunnyvale, CA), ger¢ek zamanli-PCR
— real time-PCR (RT-PCR) yontemiyle, klinik 6rnekte hem M. tuberculosis varligin1 hem de
rpoB geninde RIF direncini gdstermekte, uygulamasi kolay olan bu yontem yaklasik iki saat

icinde sonug vermektedir (5).

Bu ¢alismada, Haziran 2012°den itibaren Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’nda kullanilan GX testinin Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) tanis1
ve RIF direncinin saptanmasindaki performansinin mikroskobi ve kiiltiir yontemleri ile

karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmaistir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Tarihce

TB, ge¢misi insanlik tarihi kadar eskilere dayanan ve insanlikla i¢ i¢ce bir enfeksiyon
hastah@idir. Insanlarm mikobakterilerle ilk kars1 karsiya gelisinin, M.O. 8000 yillarinda ilk
yerlesik hayata gecis ve sigirlarin evcillestirilmesiyle birliktelik gosterdigi diigiiniilmektedir
(7,8). Milyonlarca yil 6nce Kuzey Afrika’da ortaya ¢iktigi kabul edilen ilk insan gruplari,
sigirlar araciligiyla Mycobacterium bovis ile karsilasmis ve verem hastaligina yakalanmistir.
Afrika’dan daha iyi yasam kosullarina sahip olma amaciyla Nil Vadisi’ne, Avrupa’ya ve
sonra diger kitalara go¢ eden insanlar ve beraberindeki hayvanlar ile mikobakteriler de
yayilim gostermistir (9). Misir, Hindistan ve Cin’de sirastyla 5000, 3300 ve 2300 y1l 6ncesine
ait TB diislindiiren izlere rastlanmistir. Misir mumyalarinda TB’ye ait pott deformiteleri gibi
tipik iskelet anormallikleri bulunmus, doku kalmtilarindan M. tuberculosis DNA’sinin

cogaltilmasi iskelet hastaliklarinin nedeni konusunda siiphe birakmamistir (10,11).

TB basilinin yaptig1 hastalik “Tiikketim Hastaligi” olarak da bilinmektedir.
Kapadokya’li Arateus, veremlileri “Sesleri kisik, bedenleri erimis oldugundan kemikleri
belirginlesmistir. Gozler soluk ve ¢okiik. Yiizii kadavra giiltisii gibi. Kol ve bacak kaslart
erimis” gibi ifadelerle tammlamustir. Onceleri “fitizis’ (balgamli dksiiriik ve hirilt1) olarak
bilinen TB’den beyaz 6liim, beyaz veba, ililkemizde ise ince hastalik, teverriim, zaafiyet,

duman olarak da bahsedilmektedir (9).

Andreas Vesalius (M.S.1514-1564) fitizisli hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlarin
bulundugunu rapor etmistir. F. Sylivus (1614-1672) ise TB nedeniyle 6len hastalarin
akcigerlerinde kiigiik sert nodiillerin bulundugunu belirterek bunlar1 ‘tiiberkiil’ olarak

adlandirmustir (7,8).

On yedinci ve 18. yiizyillarda sanayi devrimi; yoksul, yetersiz beslenen ve kalabalik
barmma kosullarinda yasayan insanlarin sayisinda artisa ve TB salgininin genislemesine
neden olmustur. On dokuzuncu yilizyilda, hastaligin anlasilmasinda ¢ok 6nemli gelismeler
ortaya ¢ikmustir. A. Willemin 1865 yilinda TB’li hastalarin kavitelerinden alman 6rnekleri
tavsanlara inokiile ederek TB gelistigini ortaya koymustur (7). Robert Koch (1843-1910);
1882 yilinda Berlin Fizyoloji Dernegi’nde TB’nin sebebini kesfettigini duyurmustur. Ayn1 yil,
deneyleri yaparken c¢aligmalarini dogrulamak amaciyla, bir organizmanin bir hastaligin nedeni

oldugunu belirleyebilmek icin gerekli gordiigii bugiin “Koch postiilati” olarak bilinen



sistematik metodolojiyi tanimlamistir. Koch 1890 yilinda M. tuberculosis ekstresi olan “old
tuberculin”i (OT) gelistirmis ve bu kesif TB i¢in kiir saglamada basarisiz olsa da alerji ve

immiinite tizerine sonraki arastirmalar i¢in 6ncii olmustur (12).

1908-1919 yillar1 arasinda Fransa’da Calmette ve Guerin isimli arastiricilar tarafindan
230 pasajla “Bacille Calmette-Guerin” (BCG) gelistirilmistir. Ilk olarak 1921 yilinda
insanlara uygulanan BCG giiniimiizde hala diinya ¢apinda kullanilmaktadir (11,13). 1939
yilinda Florence Seibert ve Glenn, old tiiberkiilini saflastirmis ve elde ettikleri piirifiye
(saflagtirilmig) protein tiirevi (PPD) ile TB enfeksiyonunun varligi tespit edilmeye

baglanmustir (7,8).

TB hastas1 olan botanik 6grencisi Hermann Brehmer (1826-1889) Himalayalar’daki
calismalar1 sonrasi kiir saglamis ve 1854 yilinda Gorbersdorf’da hastalara temiz hava ve iyi
beslenme imkaninin saglandigi hastaneyi kurmustur. Bu hastane tiim sanatoryumlar igin
model olusturmus, TB tedavisinde farkl bir yaklagimla Amerika ve Avrupa’da sanatoryumlar
giderek yaygmlasmistir. Sanatoryumlar hasta kisilerin toplumdan izolasyonunu saglamis ve
hastalara iyilesme siirecinin pargasi olarak yatak istirahati, egzersiz, temiz hava ve liyi
beslenme hizmetleri sunmustur (11). Yirminci yiizyilin ilk yarisinda tedavinin ana unsurlari
olan sanatoryum ve cerrahi kollaps tedavisi yaklasimi modern antibiyoterapinin ortaya ¢iktigi

1950°1i yillardan itibaren giderek terk edilmistir (7).

1940’11 yillarmn ortalarinda Waksman’in streptomisini (SM) bulmasiyla TB tedavisinde
antibiyoterapi donemi baslamis ancak tek antibiyotik uygulamasi nedeniyle kisa zamanda
tedaviye direng gelismistir. 1946°da Isveg’te para-amino salisilik asidin (PAS) basile etkisinin
ortaya konmasi, 1952 yilinda Robizeg ve Selikof tarafindan INH nin bulunmasiyla 18-24 ay
stiren {li¢lii tedavi uygulanmaya baslanmis ve TB tedavi edilir hastalik halini almistir. 1954
yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB), 1966 yilinda RIF’in bulunmasiyla

tedavi siiresi alt1 aya diistirilmiistiir (7,8).

Gelismis iilkelerde 1970’li yillara gelindiginde TB sorununda sona gelindigi ve
hastalik eradikasyonunun gergeklesecegi diisiliniiliirken, 1985 yilindan itibaren insidansin
artmaya basladig1 goriilmiistiir (7,11). Bu artisin sosyoekonomik sorunlar, gogler, savaslar,
kontrol programlarinin ihmali ve 6zellikle HIV-Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu -
Acquired Immun Deficiency Sendrom (AIDS) salgmni ile ortaya ¢iktigi gozlenmistir. Kot
kontrol programlar1 neticesinde ilag direnci yaygimlagnus, 6zellikle de CID-TB insan saghigi

icin 6nemli bir sorun haline gelmistir (14).



4.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

DSO, 1993 yilinda TB i¢in ‘acil durum’ ilan etmis ve kiiresel olarakTB’ye kars1
kararh bir halk saglig1 hareketi baslatmistir. DSO, veremle savasta “Dogrudan Gozetimli
Tedavi Stratejisi’ni  (DGTS) temel almaktadir. Bu strateji; semptomatik hastalarda
bakteriyolojik tani, gbzetimli tedavi, kayit-raporlama-analiz sisteminin kurulmasi, iicretsiz
ilag ve tiimiinii idare etmek i¢in politik iradenin ortaya konmasi ilkelerini kapsamaktadir (15).
Bu strateji sayesinde balgamin mikroskobik incelemesinin yaygimlastiriimas: ile hastalarin
saptanmas1 ve ilaglarin dogru kombinasyonla diizenli kullanilarak tedavi basarisinin

saglanmasi1 amag¢lanmistir (14,16).

2000 yilinda Birlesmis Milletler tarafindan “Milenyum Gelisim Hedefleri”
belirlenmistir. Bu hedefler arasinda; 1990 yilina gére 2015 yilinda TB prevalansin1 ve
mortalitesini %50 azaltmak, insidans artisin1 durdurmak ve azalmaya baslamasini saglamak,
DGTS uygulayarak yeni yayma pozitif olgulardan en az %70’ini saptamak ve bu olgulardan
%85’ini basarili sekilde tedavi etmek yer almaktadir (16,17). 2006 yili yayma pozitif yeni
olgular esas almdiginda DGTS programi kapsamindaki bolgelerde tedavi basarisinda DSO
hedefine ulasildig1 gozlenmektedir. Bu hedefe ulasilmasinda 6zellikle Gilineydogu Asya ve
Bat1 Pasifik bolgelerinden bildirilen yiiksek tedavi basari1 oranlar1 (%87, %92) rol
oynamaktadir. En diisiik tedavi basar1 orani ise %70 ile Avrupa’dan bildirilmistir. Afrika’nin
tedavi basar1 oran1 ise %75 olarak bildirilmistir. Avrupa’daki tedavi basar1 oraninmn diistik
olmasi, 6zellikle eski Sovyet Cumhuriyetlerinde HIV ve yaslhilik nedeniyle 6liim oranlarmin
yiiksekligine ve yiiksek CID-TB oranlarma baglidir. Ayrica Dogu Avrupa’da sosyoekonomik
gerekcelerden kaynaklanan tedavi terkleri de yiiksek durumdadir. Afrika’da tedavi basarisinin
diisiikliigii de biiyiik 6l¢iide HIV salgini dolayisiyla artmis dliimler ve tedavi terk oranlarinin
yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu donemde DGTS kapsaminda olmayan birgok iilke
ve bolge verilerinin eksik oldugu ve birgok olgunun tedavi sonuglarinin DSO’ye ulasmadigi

dikkate alindiginda gergek tedavi basarisinin hedeflenenin altinda oldugu diisiiniilebilir (13).

DSO Kiiresel TB 2016 Raporu’nda, 2015 yili igin tahmin edilen yeni olgu sayisinin
10.4 milyon oldugu (142/100.000) bildirilmistir. Olgularin biiyiik cogunlugu Asya (%61) ve
Afrika (%26) bolgesinde goriilmiistiir. Olgularmn yiizde %60’ m1 olusturan 6 iilke azalan siklik
sirasiyla; Hindistan, Endonezya, Cin, Nijerya, Pakistan ve Gliney Afrika’dir (Sekil 1). 2015
yilindaki tahmini vakalarin 1.2 milyonu (%11) HIV pozitif hastalardir. HIV ile birlikte TB
vaka orani, DSO Afrika bdlgesindeki iilkelerde en yiiksek olup (%31), Giiney Afrika’nmn bazi



bdlgelerinde %50’yi agmaktadir. 2015 yilinda TB hastaligindan 6lenlerin sayis1t HIV negatif
kisilerde 1.4 milyon (19/100.000) olarak bildirilmis olup, HIV pozitif kisilerde 390.000
(5.3/100.000) ’dir. 2015 yilinda yeni vakalarin yaklasik %3.9’u ve onceden tedavi edilmis
vakalarm %21’inin CID/RD-TB oldugu bildirilmistir (Sekil 2, 3). 2015 yili icin, diinya
genelinde yaklasik 580.000 (7.9/100.000) yeni CID/RD-TB vakasi bulunmakta olup,
CID/RD-TB olgularmin %83’ii CID-TB’dir. Saptanan CiD/RD-TB olgularinin %45’i azalan
siklik sirastyla Hindistan, Cin ve Rusya Federasyonu’nda goriilmektedir. CID/RD-TB
nedeniyle 6liim sayis1 2015 yili icin yaklasik 250.000 olarak bildirilmistir. CID-TB
hastalarinin 2013 (%9.0) ve 2014 (%9.7) yillarindakine benzer sekilde 2015 yilinda yaklasik
%9.5’inin YID-TB hastas1 oldugu belirtilmistir. Diinyanm belirli bolgelerinde yiiksek direng

oranlar1 ve uygun olmayan tedaviler 6nemli bir sorun teskil etmektedir (1).

Sekil 1. 2015 yili Diinyada tahmini TB insidans oranlar1 (1).
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Sekil 2. Yeni olgulardaki CID/RD-TB olgu yiizdeleri (1).
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Tiirkiye’de 1930 yilinda ¢ikartilan “Umumi Hifzissthha Kanunu” ile verem savas
faaliyetleri konusunda politik kararlilik ortaya konulmus, 1949 yilinda yaymlanan “Verem

Savagi Hakkindaki Kanun” ile devletin veremle savas programlari netlesmistir (18).
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Ulkemizde 20. yiizyilm basinda ciddi bir epidemi yasanmis ve TB en sik 6liim nedeni
Olmustu. 1945 yilinda TB o6liimleri yiiz binde 262, 1950 yilinda yiiz binde 204 idi (19).
“Ulusal Verem Savas1” programi sayesinde TB oliimleri 1981-1982 yillarinda yiiz binde 8’e
kadar diismiistiir (20). DSO’niin hedeflerine paralel olarak Tiirkiye’de “Ulusal Saglik 21
Politikas1” kapsaminda, 2010 yilina kadar aktif TB olgularinin %70’inin saptanmasi,
%85’inin tam tedavisinin saglanmasi ve insidansin en az %50 azaltilmasi hedeflenmistir
(16,17). DGTS uygulamas: ile ilgili pilot calismalar {ilkemizde 2002 yilinda baslatilmis olup,
2006 yilinda onemli Olgiide yayginlasarak, uygulama sikligr %50’ye ulasmistir. 2005 yili

verilerine gore yeni olgularm belirlenme siklig1 %85 ve tedavi basarist %89 bulunmustur (16).

Tirkiye’de Verem Savasi 2014 Raporu’na gore; toplam TB hastas1 2011 yilinda
15.679 iken, 2012 yilinda 14.691°e gerilemis, toplam olgu hizi 2011 yilinda yiiz binde
21.0’den 2012 yilinda yiiz binde 19.4’e diismiis ve olgu hizindaki yillik degisim %7.4 olarak
hesaplanmistir. 14.691 hastadan yeni olgularin orant %92.1 (13.535) iken Onceden tedavi
gbérmiis olgularin orani1 %7.9°dur (1.156). 2012 yilinda akciger TB’si olan 9.391 hastada;
mikroskobi yapilma orant %92.8 (8.712), mikroskobi yapilanlar iginde mikroskobi pozitiflik
orant %64.1 (5.583); kiiltiir yapilma oranm1 %81.3 (7.633), kiiltiir yapilanlar i¢inde kiiltiir
pozitiflik oram %80.3 (6.133), kiiltiir pozitif olgularda IDT yapilma oran1 ise %83.7 (5.131)
bulunmustur. IDT yapilan toplam 5.399 hastanin %22.1’inde (1.195/5.399) en az bir ilaca
diren¢ saptanmustir. En yiiksek oranda direncin %15.4 ile INH’ye kars1 gelistigi (831/5.399)
gorilmiistir (21).

DSO Kiiresel TB 2016 Raporu’nda, Tiirkiye’de 2015 yili TB insidans hiz1 yiiz binde
18, mortalite hiz1 yiiz binde 0.96 olarak belirtilmis, yeni TB olgularinda CID/RD-TB oran1
%3.6, 6nceden tedavi edilmis olgularda ise %21 olarak bildirilmistir. Tiirkiye nin i¢inde yer
aldigi DSO-Avrupa Bolgesi'nde ise 2015 yili TB insidans hiz1 yiiz binde 36, mortalite hiz1
yiiz binde 4.1 olarak belirtilmis, yeni TB olgularmda CID/RD-TB oran1 %16, dnceden tedavi
edilmis olgularda ise %48 olarak bildirilmistir (Sekil 4,5) (1).

2014 yihnm sonunda, DSO Avrupa bdlgesinde yer alan 18 yiiksek-6ncelikli iilkeden
aralarinda Tirkiye’nin de bulundugu ¢ iilke TB yiikiinii azaltmada insidans, prevalans ve

mortalite agisindan “Milenyum Gelisim Hedefleri”’ne ulasmistir (22).
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Sekil 4. DSO Avrupa Bélgesi TB mortalite ve insidans hizi, 2000-2015 (1).
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Sekil 5. Tirkiye TB mortalite ve insidans hizi, 2000-2015 (1).
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4.3. Mycobacterium tuberculosis’in Genel Ozellikleri

Mycobacterium cinsi, Prokaryot aleminin, Firmicutes boliimiiniin, Actinobacteria
smifinin, Actinomycetales takiminin, Mycobacteriaceae ailesine dahil olup bu ailedeki tek
cinstir. Actinomycetales takimmin diger ftyeleri Rhodococcus, Corynebacteria ve
Nocardia’dir (13). Mycobacterium tiirlerinin DNA’smin yiiksek Guanin+Sitozin (G+C)
icerigi (%61-71 mol), yapisinda mikolik asit bulunduran Tsukamurella, Gordonia, Nocardia,

Rhodococcus cinsleri ile benzerdir (23).

Mikobakteriler, MTK ve tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM) olmak iizere temel
olarak iki grupta yer almaktadir. MTK’de fenotipik ve genotipik olarak yiiksek benzerlige
sahip olan; M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M. bovis, M. microti, TB asisini
olugturan ateniie M. bovis BCG, M. caprae ve M. pinnipedii tiirleri yer almaktadir. M.
tuberculosis, MTK’de yer alan tiirler arasinda TB olgularinda en sik karsilasilan ve en dnemli
patojendir (24).
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Mikobakteriler; 0.2-0.6 pm genisliginde ve 1-10 pum uzunlugunda, kapsiilsiiz, 1s1k
mikroskobunda diizgiin ya da hafif kivrik basiller seklinde goriilmektedir. Basilin boyut ve
sekli, iireme kosullar1 ve kiiltlir pozitifliginin zamanina bagl olarak, kisa kokobasilden uzun

basillere kadar degisebilmektedir (11).

Mikobakterilerin koloni morfolojisi tiirler arast S (smooth) tipinden R (rough) tipine,
pigmentsiz koloniden (fotokromojen olmayan) pigmentli koloniye degisebilmektedir. M.
tuberculosis kolonileri kati besiyerinde kirli beyaz, sert ve piirtiiklii olmakla birlikte nemli

besiyerinde daha diizgiin, piiriizsiiz olma egilimi gostermektedir (23).

M. tuberculosis, hareketsiz, sporsuz, zorunlu aeroptur. Ureme icin ihtiya¢ duydugu
optimal sartlar; 37 °C, pH 7 olup, %5-10 CO; varhg: iiremeyi arttirir. Ikiye bdliinme siiresi
15-20 saattir. TB basilleri kuruluga ve kimyasal dezenfektanlara ¢ogu sporsuz bakteriye gore
daha direnclidir. Basiller, giines 1s1¢mna direkt maruziyette iki saat iginde Oliirken balgam
icinde 20-30 saat kadar yasayabilir (25).

Gram negatif bakterilerin aksine mikobakterilerin hiicre duvar1 diginda ek bir
membran olmamasindan dolay1 yapisal olarak gram pozitif bakteriler ile daha yakin iliskili
olmasina ragmen, mikobakteri hiicre duvarinda protein ve polisakkaritlerden ¢ok lipitler
bulunmakta ve gram pozitif kategorisine girmemektedir. Siklikla kristal viyoleyi muhafaza
edemezler ve Gram boyama sonrasi ‘hayalet hiicre’ gibi goriiliirler. Mikobakteri hiicre duvari,
fenolle kombine olmadikg¢a anilin ve diger yaygimn kullanilan boyalara kars1 gecirgen degildir.
Robert Koch, TB’nin nedenini kesfetmek i¢in alkalin boyalarla 6zel boyama yontemi
gelistirmistir. Ehrlich’in, halen giiniimiizde de mikobakterilerin 6nde gelen 6zelligi olan, TB
basilinin aside direng¢li oldugunu kesfetmesi sayesinde klinik 6rnekte basilin tanimlanmasi
biiylik dlgiide kolaylagmistir. Aside direnglilik; meveut mikroorganizmalarin karbol fuksin
gibi arilmetan boyalarla boyandiktan sonra asit-alkol soliisyonlar1 ile renksizlesmeye direng

gostermesi seklinde tarif edilmektedir (11).
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Sekil 6. Mikobakterilerin Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama goriintiisii (26).

Mikobakterilerin hiicre duvar1 oldukga farkli, kompleks bir yapidir. Kompleksteki en
ic tabaka diger bakterilerde de goriilen plazma membranidir. Diger bakterilerin plazma
membranlar1 ile benzerdir. Membran tipik olarak protein ve fosfolipidlerden olusan cift
katmanli bir yapida olup periplazmik bosluk ile peptidoglikandan ayrilmaktadir (27). Orta
tabakanin g¢ekirdegini ve duvarin iskeletini, pepdidoglikan arabinogalaktanin (AGP) mikolik
asit esterinden olusan mikolilarabinogalaktan pepdidoglikan (mAGP) olusturur. Diger
bakterilerden farkli olarak mikobakteri pepdidoglikaninda, muramik asidin asetillenmis
yapist yerine glikolik asitle glikozillenmis formu yer almakta ve tetrapeptid yan zincirlerde
diaminopimelik asit (DAP) bulunmaktadir. Peptidoglikan tabaka hiicreye sekil verip, hiicre
duvarina sertlik kazandirir, ayrica yapisinda bulunan DAP nedeniyle lizozimlere direnglidir.
Peptidoglikan tabaka kor bolgesinin iskeletini olusturmak tizere bir disakkarit fosforil koprii
ile heteropolisakkarit yapidaki arabinogalaktani (AG) kovalent olarak baglar. Mikolik asitler,
mikobakteri  hiicre = duvar1  igerisinde = AG’nin  arabinan  pargasi  iizerinde
tetramikolpentarabinofuranozil esteri seklinde pepdidoglikana dik olarak yerlesirler (27,28).
Hiicre duvarinda mikolik asitler mAGP yapisi disinda trehaloz ile esterlesmis sekilde,
mikolatfosfolipidler ve diger mikolatlanmis lipidler halinde bulunurlar. Mikolik asitler
mikobakterilerde hiicre lipidlerinin %60’in1 olustururlar (27). Mikolik asitin trehaloz ile
esterlesmis formu kord faktoriinii olusturmaktadir (27,28). M. tuberculosis’in en Onemli
viriilans faktorlerinden biri olan, Trehaloz 6,6’ dimikolat olarak bilinen kord faktorii,
bakteriyi makrofajlarin 6ldiriici  etkisinden korumakta ve graniilom olusumunu

tetiklemektedir (29). Kord faktorii, sivi besiyerindeki kiiltiirden hazirlanan preparatlarda
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bakterinin demetler halinde bir arada bulunmasindan sorumlu oldugu gibi, polimorfoniikleer
16kosit migrasyonunu Onleme, komplemani alternatif yoldan aktive etme ve antitiimoral
ozelliklere de sahiptir (11,25). Yapisinda mikolik asit ile heksoz ve heksozamin polimerlerine
bagh amino asitler bulunan Wax D de hiicre duvarmnda yer almaktadir. immiinoadjuvan

aktiviteye sahiptir (25,30).

Mikolik asitlerin haricinde hiicre duvarinda ¢ok sayida farkli polar veya apolar yapida
nonkovalent bagli lipidler ve glikolipidler bulunmaktadir. Okaryot hiicreler igin biyolojik aktif
olan bu lipidler ve glikolipidlerin ¢coklugu ve asimetriye sahip olmalari, hiicre duvarina asir1

derecede hidrofobisite kazandirir (27).

M. tuberculosis izolatlarinda siilfolipidlerin varlhig: ile viriilans arasinda korelasyon
mevcuttur. Siilfolipidler, fagolizozomal fiizyon olusmasmi engelleyerek bakterinin makrofaj
icinde canli kalmasini saglar (31). Hiicre duvarinda yer alan ana lipoglikanlardan
lipoarabinomannan ve lipomannan ile bunlarin 6nciil molekiilleri olan fosfatidil miyo-inozitol
mannozidler plazma membranma non-kovalent baglarla baglanarak hiicre duvarinin disina
dogru uzanmaktadir. Bu kompleks molekiiller, konagin immiin yanitinin modiilasyonunda

onemli rol oynamaktadirlar (32).

Hiicre duvarinda en dista yer alan polipeptidler duvar agirligmm %15’ini olusturur.
Proteinlerin bir kismi yapisal olup, bazilar1 lipid tabakadan, hidrofilik bilesiklerin ge¢mesi
icin porin gorevi gormektedir. Robert Koch tarafindan kesfedilen OT, tiiberkiilin deri testinde
kullanilan 1stya dayanikli bir proteindir. PPD, OT’nin saflastiriimasiyla elde edilen, M.
tuberculosis veya friinleri ile karsilasmis Kkisilerin saptanmasinda kullanilan protein
derivesidir (11,25).
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Sekil 7. Mikobakteri hiicre duvar yapisi (33).
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4.4. Bulasma ve Iimmunopatogenez

TB’de esas bulagsma hava yolu araciligiyla olmaktadir. Akciger veya larenks TB’li
bireylerin oOksilirme, aksirmalar1 sonucu ¢ikardiklar1 sekresyonlarda bulunan damlacik
cekirdeklerinin saghkli kisilerce inhalasyonu sonucu bulas olmaktadir. Damlacik
cekirdeklerinin biiyiik kismi1 boyutlarma bagh olarak yere cokerken, bir kismi saatlerce
havada asili kalir ve 1-5 pm ¢apinda olan, i¢inde 1-3 basil barindiran ¢ekirdeklerden, solunum
yolu savunma mekanizmalarindan kagabilenler alveollere ulasarak enfeksiyonu baslatirlar
(13). Kaynak hastanin yayma pozitifligi, aerosol olusturma potansiyeli, basilin canliligi ve
viriilansi, kaynak kisiye yakmlik derecesi ve birlikte gecirilen siire, hedef kisideki ek
hastaliklar veya hastaliga direncli olma gibi pek ¢ok durum hastaligin bulasini etkilemektedir
(19).

Enfeksiyon veya hastaligin olusup olugsmamasi, konagin direnci ile basilin virulansi
arasindaki dengeye baghdir. Konagin TB’ye karsi yanitinda hem dogal hem de kazanilmis
immiinite rol oynamaktadir. Konagin dogal savunmasinda; invazyona engel olan silyali epitel
tabakasi, lenfosit ve makrofajlar1 igeren lamina propria tabakasi ile immunoglobulin A, mukus
ve ¢esitli immiin faktorleri iceren hava yolu yiizeyi sivisini barindiran solunum mukozasi;
alveollerde primer savunmadan sorumlu olan alveolar makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi

fagositik hiicreler, makrofajlarin fagositozunu giiglendiren pulmoner siirfaktan ile hidrolitik
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enzimlerin tiretimi ve salimiminda gorevli olan tip I epitel hiicreleri; fagositik hiicrelerin
reaktif nitrojen ve oksijen tirlinleri, inflamatuvar hiicrelerin salgiladiklari sitokinler, apopitoz

ve genetik faktdrler rol oynar (34,35).

Diger patojenlerle karsilastirildiginda M. tuberculosis, kazanilmis immiin yanit
baslangicin1 geciktirme yetenegine sahiptir. Biiyiikk olasilikla altta yatan mekanizma, M.
tuberculosis ile enfekte hiicrelerin, enfekte akcigerden, T hiicre olgunlagmasinin oldugu lokal
direne eden lenf noduna dogru gociiniin en az iki hafta boyunca basarisizliga ugramasidir
(36). M. tuberculosis immiin yanittan kagmak i¢in; fagozom maturasyonunun ve fagozom-
lizozom flizyonunun inhibisyonu, fagositik hiicrelerde otofajinin inhibisyonu, apopitozun
inhibisyonu, immiin sistem tarafindan taninmamak ic¢in antijen isleme ve T hiicrelere
sunumunu engellemek, IFN-y reseptor aracili sinyal iletimini 6nlemek ile oksijen ve nitrojen

ara Uriinlerini ortadan kaldirmak gibi ¢ok sayida strateji kullanmaktadir (36).

Enfekte makrofajlar ve dendritik hiicreler; CD4+ (MHC Simuf II), CD8+ (MHC Sinif
[), CD-1-sinirli ve yd T hiicrelere antijen sunarlar; IL-7, IL-12, IL-15, IL-23 ve TNF-a
salgilarlar. CD4+ T helper (Th) 1 hiicreler tarafindan iiretilen efektor IFN-y yanit1 ve TNF-a
birlikteligiyle, makrofajlar hiicre i¢ci mikobakterileri 6ldiirmek igin aktive olurlar. CD4+ Th2
hiicreler, IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 iireterek B lenfositleri stimiile ederken, Thl tipi immiin
yanit1 baskilarlar. CD4+CD25+FoxP3+ diizenleyici T hiicreler IL-10 ve TGF-f iireterek
mikobakterisidal efektor mekanizmalar1 baskilarlar. IL-23 varliginda iiretilen Th17 hiicreler,
inflamasyonun onemli bir diizenleyicisi olan ve hafiza yanitin1 hatirlatan IL-17 {retimiyle
karakterizedir. Th17 hiicreler nétrofil, monosit ve IFN-y lireten CD4+ T hiicreleri inflamasyon
bolgesine toplayabilir ve kemokin salinimmi tetikleyebilir. Ancak, Thl, Th2, Thl7 ve
diizenleyici T hiicre yanitlarnin g¢apraz diizenlenmesinde daha karmasik iligkiler oldugu

diistiniilmektedir ve hiicrelerin kesin rolii tartismalidir (37).

Basilin inhalasyonundan 2-3 hafta sonra organizmanin sergiledigi hiicresel immiin
yanit ile konakg¢i, ilk enfeksiyona ve TB basilinin yayilmasina engel olma yetenegini
olusturmakta, makrofajlar vasitasiyla basillerin sayica ¢ogalmas: ve canliligi engellenerek
enfeksiyonun yayilimi onlenmeye c¢alisilmaktadir. Bu siirecte gelisen ikinci immiin yanit
gecikmis tip asir1 duyarlilik olup, aktive makrofajlar tarafindan salinan IL-12 ile sitotoksik T
hiicrelerin aktive edilmesi sonucu i¢lerinde basil bulunduran makrofajlar 6ldiiriiliir ve ortama
dagilan basiller kazedz dokuya gecerek nekroz olustururlar. Ancak ortam kosullar1 nedeniyle

cogalamazlar. Kaze6z dokuda bazi basiller uzun yillar hatta dmiir boyunca dormant olarak
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kalabilmektedir. 6-8 haftada gelisen bu siiregte kisinin tiiberkiilin cilt testi pozitiflesir. Kaze6z
nekroz alanlarinda artis ve erime enfekte kisilerin %5’inde enfeksiyonun hemen ardindan
meydana gelir, bu tabloya primer TB denmektedir. Kazedz lezyon hiicresel immiin yanit ile
kontrol edilir. Zayif bir hiicresel immiin yanit varliginda dahi basil kazedz nekrozun
merkezinden kacarak etrafindaki aktive olmamig alveoler makrofajlar i¢inde hizla ¢ogalabilir.
Enfekte makrofajlarin = sitotoksik gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu sonucu
oldiirtilmesiyle kaze6z nekroz giderek genisleyebilir. Hiicresel immiinite konak savunmasinda
faydali olurken, gecikmis tipte asir1 duyarlilik reaksiyonu basillerin yani sira ¢evre dokularda
da harabiyete, nekroz ve kavitelesmeye yol agmaktadir (13). Enfekte kisilerin %5’inde
yagamlarmm herhangi bir boliimiinde ilk lezyon yerinde ya da basillerin lenfo-hematojen
yayilimi sonucu herhangi bir organdaki odakta olusan erime ve takip eden aktivasyonla
olusan hastalik ise postprimer TB-reaktivasyon tiiberkiilozu olarak tanimlanmaktadir. Primer

enfeksiyonun kontrol altinda oldugu kisilerde reaktivasyon riski devam etmektedir (13).
4.5. Laboratuvar Tanis1

Aktif TB tanisi, solunum sistemi veya diger viicut bdlgelerinden aliman klinik
orneklerde MTK’nin saptanmasiyla konmaktadir. Aktif TB tanisinda, hizli ve molekiiler
testleri de iceren bircok yeni yontem gelistirilmis olsa da ARB i¢in yayma mikroskobisi ve

‘altin standart’ yontem olan kiiltiir standart prosediir olarak karsimiza ¢ikmaktadir (11).
4.5.1. Orneklerin Ahnmasi ve Islemlenmesi

Mikobakteriyolojik inceleme i¢in ¢ok ¢esitli tipte klinik Ornek laboratuvara
gonderilebilmektedir. Orneklerin biiyiik kism1 solunum yolu kaynakli (6ksiirerek ¢ikartilan
veya indiiklenmis balgam, aclik mide sivisi, trakeal aspirat ile bronsial ve bronkoalveolar
lavaj 6rnekleri) olmakla beraber idrar, doku, biyopsi dérnekleri ile beyin omurilik sivist (BOS),
plevra ve perikardiyal aspirat gibi normalde steril olan viicut sivilarina ait 6rnekler de diger
yaygin gonderilen Ornekler arasindadir. Kan ve digki Ornekleri ise siklikla immiinsiiprese

hastalardan gonderilmektedir (23).

Steril olmayan bdlgelerden almman klinik orneklere ve kontamine oldugu diisiiniilen
klinik ~ Orneklere; lokosit, eritrosit gibi organik kalntilardan ve kontaminant
mikroorganizmalardan arindirmak amaciyla dekontaminasyon-homojenizasyon islemi

uygulanir (23,38).
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Dekontaminasyon-homojenizasyon amactyla; N-Asetil-L-Sistein (NALC) + Sodyum
hidroksit (NaOH), %4’lik NaOH, zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit, setilpridinyum
klorid-sodyum klorid gibi yontemler kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan NALC-
NaOH yonteminde; NALC mukolitik, NaOH dekontaminant olarak, sodyum sitrat ise Klinik
ornekte bulunabilecek agir metal iyonlarin1 baglayarak NALC’1n inaktivasyonunu 6nlemek
amactyla kullanilir. Cozeltiler hazirlanirken konsantrasyona dikkat edilmeli ve hazirlanmig
olan NALC soliisyonu 24 saatten fazla bekletilmemelidir. Bu yontemde; 5-10 mL 6rnek 50
mL’lik steril tiipe aktarilir ve 6rnek hacmi kadar NALC-NaOH eklenerek 30 saniyeyi (sn)
gegmeyecek sekilde vortekslenir. 15 dakika (dk) beklendikten sonra nétralizasyon amaciyla
fosfat tamponu eklenir. Bakteri yogunlugunu arttirmak amaciyla santrifiij yapildiktan sonra
elde edilen ¢okeltiden uygun besiyerlerine ekim yapilip, preparatlar hazirlanir. Santrifiy
islemi swrasinda ortaya cikabilecek 1s1 artisit TB basilinin 6liimiine neden olabilecegi igin

sogutmali santrifiij kullanilmasi 6nerilir (38,39).
4.5.2. Mikroskobik inceleme

Mikroskobi, potansiyel bulastirict vakalar1 saptamanin yani sira tedavinin etkinliginin
izlenmesini de saglar. ARB boyamas1 yaygin olarak kullanilan; hizl, basit, ucuz, kolay ve her
diizey tani laboratuvarinda uygulanabilen bir yontemdir. Ancak kiiltiire gore duyarliligi
balgamin kalitesine, i¢erdigi bakteri miktarina, uygulanan teknige ve uygulayan kisiye bagl
olarak %25 ile %65 arasinda degisir. Mikroskobi ile ARB pozitifligini yakalamak i¢in 6rnegin
mL’sinde 5000-10000 basil olmalidir (13).

Klinik 6rnekte aside direncli mikobakterileri saptamak i¢in baslica kullanilan iki

boyama yontemi;

1.Karbol fuksin boyama (EZN, Kinyoun): Isik mikroskobunda incelenir. Aside

direncli basiller mavi zeminde kirmizi renkte goriiliir.

2.Florokrom boyama (Auramine O, Auramine-Rhodamine): Floresan mikroskopta
veya Led atagmanli 151k mikroskobunda incelenir. Aside direngli basiller karanlik zeminde

sari-turuncu renkte floresan verir (38,39).

Karbol fuksin boyali preparat x1000 biiylitmede degerlendirilirken, florokrom boyali
preparat X250 — x400 biiylitmede incelenir ve belirlenen siirede daha genis bir alan taranabilir.
Karbol fuksin boyamada negatif olarak raporlamak i¢in en az 300 alan taramak gerekirken,

florokrom boyamada x250 biiyiitmede en az 30, x400 biiyiitmede en az 70 alanin incelenmesi
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yeterlidir. Duyarliligi daha yiiksek olmasina ragmen yalanci pozitiflik ihtimali sebebiyle
pozitif florokrom boyali preparatlarin, karbol fuksin boyama ile dogrulanmasi dnerilmektedir.
Bir yaymada pozitiflik saptanmasi durumunda boyama ydntemi belirtilerek, yaymada
gozlenen basil sayisina gore skorlama yapilir (Tablo 1). Pozitif yayma sonuglari, derecesine
gore ‘ARB pozitifligi’ olarak raporlanmali, 6rnegin gelisinden sonraki 24 saat icinde ilgili
klinisyene telefonla bildirilmelidir. Mikroskobik incelemenin duyarliligi ve 6zgtlligi kiiltiire

kiyasla diisiik oldugundan tanida kiiltiir tamamlayici olarak kullanilmalidir (23,38-40).

Tablo 1. Karbol fuksin ve florokrom yontemiyle boyanmis preparatlarin degerlendirilmesi ve

sonuglarm bildirilmesi (39).

Goriilen ARB sayis1 / Mikroskop alam

Karbol fuksin boyama |Florokrom Florokrom
Sonug¢ (1000x) boyama (250x) boyama (400x)
Aside direncli bakteri . . .
goriilmedi Negatif Negatif Negatif
Siipheli (Yeni ornek ile 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
tekrar edilmeli)
+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
4 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
o+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
I >9/1 alan >90/1 alan >36/1 alan

4.5.3. Kiiltiir Yontemleri

Her gecen giin hizli tan1 amaciyla yeni yontemler gelistirilmesine ragmen TB tanisinda
giiniimiizde altin standart kiiltiir yontemleridir. Mikobakterilerin kiiltiirde {iremesi i¢in drnegin
mL’sinde 10-100 canli basil olmas1 yeterlidir (13,39). M. tuberculosis’in saf kiiltiiri, 6zellikle
IDT yapilabilmesi ve iireyen suslarin tiplendirilmesi icin gereklidir (40). Mikobakteriyoloji
laboratuvarinda rutin olarak kullanilan besiyerleri; kati ve siv1 besiyerleri olmak iizere iki ana
grupta toplanir. Mikobakterilerin daha kisa siirede iliremelerini sagladigindan ve kiiltiirde
tireme sansimi arttirdigindan, sivi besiyerlerinin kullanimi diinya ¢apinda artmaktadir (41).
Mikobakterilerin optimal kiiltiirii icin kat1 ve sivi besiyerlerinin birlikte kullanimi
onerilmektedir. MTK izolasyonu i¢in ideal besiyeri, ekonomik olmali, kolay hazirlanmali,
hizli iiremeyi saglamali, kontaminant mikroorganizmalarin tiremesini engelleyici nitelikte

olmali ve 6rnekte bulunan az sayidaki bakterinin {iremesini desteklemelidir (39,40).
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4.5.3.1. Kat1 Besiyerleri

Kat1 besiyerlerinin (tiipte veya plakta) avantaji, karigik iiremeleri ve kontaminantlari
saptamaya uygun olmalar1 ve koloni morfolojilerini gostermeleridir. Yumurta bazli ve agar

bazli olmak tizere iki tip kati besiyeri bulunmaktadir (39,40,42).
4.5.3.1.1. Yumurta Bazh Besiyerleri

Yumurta bazli besiyerleri, yumurtanin tiimii veya sarisi, patates, un, gliserol ve tuzlari
icerir. Bu besiyerleri iyi tampon kapasitesi ve uzun raf 6mriine (buzdolabinda birkag ay) sahip
olup birgok mikobakteri tiiriiniin {iremesini saglarlar. Ayrica inokulumda ve besiyerinde
bulunan, mikobakterilere toksik maddeler, nétralize edilmistir. Besiyerinde kullanilan
yumurtanin kalitesinin degismesi, kolonilerle 6rnegi ayurt etmedeki giicliikler, duyarlilik
testinde dogru ve tutarli ilag konsantrasyonuna erigsmedeki zorluklar dezavantajlar arasindadir.
Yumurta bazli besiyerleri kontamine olduklarinda sivilagabilmektedir. Yumurta bazli
besiyerlerinden Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri klinik laboratuvarlarda en yaygin kullanilan
besiyeridir. LJ besiyeri, kontaminant bakteri ve mantarlarin iiremesini inhibe eden malasit
yesili icermektedir. LJ besiyerinde M. tuberculosis iyi tiremekte, ancak TDM’lerin {iremesi
degiskenlik gostermektedir. M. tuberculosis’in ortalama iireme siiresi uzun oldugundan
inkiibasyon siiresi 8 haftaya uzatilmaktadir. LJ besiyerine gore iki kat miktarda malasit yesili
iceren Petragnani besiyeri asir1 derecede kontamine 6rneklerden mikobakteri izolasyonu igin
sik kullanilmaktadir. American Trudeau Society besiyeri ise LJ besiyerine gore daha diisiik
konsantrasyonda malasit yesili igermekte, bu nedenle kontaminant mikroorganizmalar daha
kolay tiremektedir. Ancak mikobakterilerin iiremesi daha az inhibe oldugundan daha biiyiik

kolonilerin daha erken siirede tiremesi saglanmaktadir (23,41).
4.5.3.1.2. Agar Bazh Besiyerleri

Agar bazli besiyerleri seffaf olup erken tireyen mikroskobik kolonilerin inokulum
kalintilarindan ayrmmini saglar. Ortalama lireme siiresi; yumurta bazli besiyerlerinde 21-42
giin iken, agar bazl besiyerlerinde 18-28 giindiir. Middlebrook 7H10 ve 7HI1 agar sik
kullanilan agar bazli besiyerlerindendir. Middlebrook 7H11, gii¢ iireyen ve INH direngli M.
tuberculosis izolatlarinin {iremesine yardimci olan kazein hidrolizat icerdigi i¢in daha sik
kullanilmaktadir. Yumurta bazli besiyerlerine gore, agar ylizeyinin daha genis alana sahip
olusu ve 7H10 ve 7H11 besiyerlerinde liremenin daha iyi olmasi sebebiyle, duyarlilik testinde

direngli popiilasyon yiizdesini belirlemek daha kolaydir. Agar besiyerlerine zenginlestirici
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olarak eklenen oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz (OADC) maliyeti arttirirken, besiyerinin
raf Omriiniin kisa olusu (buzdolabinda bir ay) ve sivi besiyerlerine gére mikobakteriyel
iiremenin yavag olmasi dezavantaj yaratmaktadir. Asir1 sicak ve 151k maruziyeti besiyerlerinin
bozulmasma ve mikobakteriler i¢in toksik olan formaldehit salinmasima neden olabilecegi i¢in

besiyerlerinin hazirlanmasi, saklanmasi ve inkiibasyonunda dikkatli olmak gerekir (23,39,41).
4.5.3.2. Siv1 Besiyerleri

Stv1 besiyerleri hem primer izolasyonda hem mikobakteri suslarini canlandirmada
kullanilabilir. S1v1 besiyerlerinde ortalama iireme siiresi 7-14 giin olup, kat1 besiyerlerine gore
daha hizli sonu¢ vermektedir. Ayni1 zamanda mikobakteri izolasyon oranlar1 yiiksektir.
Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween Albumin besiyeri mikobakteri stok suslarmin
canlandirilmasinda, IDT ve diger in-vitro testler i¢in inokulum hazirlanmasinda yaygm olarak
kullanilmaktadir. 7H9 besiyeri birgok biyokimyasal test i¢in bazal besiyeridir. Stv1 besiyerine
eklenebilen Tween 80 mikobakteri kiimelerinin dagilimini saglayan siirfaktan gorevi gorerek
besiyerinde daha homojen iireme saglayabilir. Sivi besiyerlerinin temel kisitlihigi koloni

morfolojisinin gézlenememesidir (23,39).

Gilinlimiizde birgok ticari tam otomatize ve yar1 otomatize sivi kiiltlir sistemi
mevcuttur. Uzun yillar kullanimda olan BACTEC 460 sistemi (Becton-Dickinson, ABD)
radyoaktif madde kullanimi nedeniyle artik iiretilmemektedir. Ayn1 firma tarafindan iiretilen
BACTEC MGIT (Mycobacteria growth indicator tube) 960 sistemi (Becton-Dickinson,
ABD), BBL MGIT 7 mL adli siv1 kiiltiir besiyerinin kullanildig1 radyometrik olmayan tam
otomatize yliksek kapasiteli bir sistemdir. MGIT besiyeri, modifiye Middlebrook 7H9
icermekle birlikte kullanimdan once besiyerine mikobakterilerin iiremesini desteklemek i¢in
OADC igeren bir iireme destegi ve kontaminantlarin tiremesini engelleyen polimiksin B,
amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim, azlosilin (PANTA) igeren antibiyotik karigimi
eklenmektedir. Ureme desteginde bulunan, oleik asit mikobakteriyel metabolizmada
kullanilir, albiimin mikobakteriler i¢in toksik olabilecek yag asitlerini baglar, dekstroz enerji
kaynag1 olarak kullanilir ve katalaz toksik peroksitleri parcalar. Her MGIT tiipiiniin dip
kismindaki silikonda, besiyerinde ¢oziinen oksijenin varligma duyarli rutenyum pentahidrat
metal kompleksi iceren bilesik vardir. Baslangicta, yiiksek miktarlardaki ¢6ziinmiis oksijen,
silikon tabakaya gonderilen ultraviyole (UV) 1sinmma karst floresan yayilimmi
engellemektedir. Ureme sirasinda, mikobakteriler besiyerindeki oksijeni tiikketmekte ve azalan

oksijen, bilesigin floresan yayimina izin vermektedir. Sistem, devamli olarak tiipteki floresan
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artigin1 goriintiilemekte ve tireme indeksi - growth unit- (GU) olarak kaydetmektedir. GU
degeri esik degeri astiginda cihaz pozitif sinyal vermektedir. MGIT 960’ en Onemli
avantajlari; ¢capraz kontaminasyon olasiliginin diisiik olmasi, enjektor ile inokulasyona ihtiyag
duyulmamasi1 ve radyoizotop icermemesidir. Yiiksek kontaminasyon oranlari, kan ile
floresanin maskelenmesi ve bazi dekontaminasyon yontemleriyle uyumsuzlugu MGIT 960’ 1n

dezavantajlaridir (23,40).
4.5.4. Kiiltiirde Mycobacterium tuberculosis kompleks’in Tamimlanmasi

MTK’nin tanimlanmasi hasta i¢in uygun tedavi se¢imini belirledigi i¢cin dnemli bir
basamaktir. Ornek kabuliinii takip eden ortalama 21 giin icerisinde MTK tanimlanmasi
raporlanmalidir. Giiniimiizde kiiltiirde tiremis izolatlarin MTK-TDM olarak ayriminda iireme
ozellikleri ve biyokimyasal testler gibi fenotipik yontemlerin kullanimi oldukca azalmakla

birlikte genotipik ve immiinokromotografik yontemlerin kullanimi yayginlasmistir (39).
4.5.4.1. Fenotipik Yontemler

Ureme ozellikleri: MTK; kat1 besiyerine kiiltiir pasajinda 7. giinden sonra iirer. R tipi,
kuru, devetiiyli renginde pigmentsiz koloniler olusturur. Sivi Kkiiltiirden yapilan ARB
boyamanin incelenmesinde yilanvari yapilar (kord faktdr) goriiliir. Ureme ozellikleri MTK-

TDM ayrimima yardimci olmakla birlikte, MTK nin kesin tanisi i¢in yeterli degildir (39).

Katalaz testi: Katalaz enzimi hidrojen peroksiti (H,O) su ve oksijene ayirir. Agiga
¢ikan oksijen hava kabarcig1 seklinde g6zlenir. Bazi INH direngli M. tuberculosis ve M. bovis
suslarmin  digindaki  biitiin  mikobakteriler ~katalaz  aktivitesi  gosterirler. Ancak
mikobakterilerin katalaz iiretimi ve enzimin 1siya stabilitesi degiskenlik gosterir. Katalaz
aktivitesini saptamak igin semikantitatif test ve 68°C 1s1ya stabil katalaz olmak iizere iki test
kullanilir. Semikantitatif testte mikobakteriler, hava kabarciklarinn ytiksekliginin 45mm’den
az veya ¢ok olmasina gore degerlendirilir. Isiya stabil katalaz testinde ise katalaz enziminin
baz1 formlarmm 68°C’de 20 dakika 1sitildiginda inaktive olma 6zelliginden yararlanilir. MTK,
68°C’de 1sitildiginda katalaz aktivitesini kaybeder. Semikantitatif testte ise hava
kabarciklarmin ytiksekliginin 45mm’den az olmast MTK lehinedir. Hidrofobik ve kiimeli olan
mikobakterilerin dagilmasini ve enzimin kolayca agiga ¢ikmasini saglamak i¢in, mikobakteri
tir tanimlamasinda kullanilan katalaz testinde, diger bakterilerde bulunan enzimin
arastirtlmasinda kullanilan ayragtan farkli olarak %30 H,0; ile giiclii bir deterjan olan %10
Tween-80 karigimi kullanilir (38-40).
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Niasin testi: Biitiin mikobakteriler niasin riboniikleotid iiretir. Ancak M. tuberculosis
ile baz1 M. simiae ve M. chelonae suslar1 niasini, nikotinamid adenin diniikleotide (NAD)
doniistiirecek metabolik yolaga sahip degildir. Bu test besiyerinde biriken niasinin

gosterilmesi temeline dayanmaktadir (38-40).

Nitrat rediiksiyon testi: Mikobakteriler nitrorediiktaz enzimi ile nitratlari nitritlere
indirgeyebilirler. Bu test ile koloni morfolojisi, iireme hizi ve pigment iiretimi benzerlik
gosteren mikobakteriler ayirt edilebilir. M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, bazi saprofit
kromojen olmayan M. smegmatis ve M. fortuitum grubu nitrat rediiktaz pozitiftir (38).
Katalaz, niasin ve nitrat rediiksiyon testleri bir arada kullanilmalidir, tek baglarina MTK-TDM

ayrimi yapamazlar (39).

P-nitrobenzoik asit (PNB) testi: MTK’nin tanimlanmasinda 37°C’de PNB’li
besiyerinde lireme 6zelligi kullanilabilir. PNB, MTK nin iiremesini se¢ici olarak inhibe eder
(39).

Mikolik asit analizi: Mikobakteri hiicre duvarmdaki yiiksek lipid igeriginin temel
komponentlerinden olan mikolik asitler, sinirli sayida cinste bulunmakta, mikobakteri cinsleri
en uzun mikolik asit icerigini (60-90 karbonlu) sergilemektedir. Her mikobakteri tiirliinde
farkli fonksiyonel gruplar ve farkli kombinasyonlarda yer alan yedi tip mikolik asit
bulunmaktadir. Mikobakteriyel hiicre duvar1 lipid igeriginin analizinden tanimlamada
yararlanilmaktadir. Bu amagla ince tabaka kromatografisi, yiliksek performansl sivi
kromatografisi ve gaz sivi kromatografisi teknikleri kullanilmaktadir (11). Ancak bu
yontemler, uygulama zorlugu ve ek ekipman ihtiyact nedeniyle yaygin kullanim alani

bulamamustir (39).
4.5.4.2. Genotipik Yontemler

Ters hibridizasyon testi (Line probe assay - LPA): Kiiltiir izolatindan amplifiye
edilmis biyotinle isaretli PCR {irlinlerinin, membran seritler iizerine baglanmis 6zgiin DNA
problar1 ile hibridize edilmesi temeline dayanir (39). INNO-LIPA Mycobacteria v2 testi
(Innogenetics, Belgium), 16S-23S rRNA genleri arasinda ‘spacer region’ bdlgesini hedef alan
bir test olup 16 farkli mikobakteri tiirii (MTK, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M.
avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. chelonae kompleks, M. genavense, M. simiae,
M. marinum/M. ulcerans, M. malmoense, M. haemophilum, M. fortuitum kompleks ve M.

smegmatis) tanimlanabilmektedir (11,43). Testin Onemli artilari, yaklasik bes saatte
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tamamlanmas1 ve yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikle laboratuvarlarda siklikla izole edilen
mikobakterilerin tanimlanmasin1 saglamasidir (43). GenoType MTBC (Hain Lifescience,
Nehren-Germany) testi, MTK iiyelerinin ayirt edilmesinde ve M. bovis BCG tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. Yontem, esas olarak gyrB DNA sekans polimorfizmi ve M. bovis BCG RD1
delesyonunu degerlendirmektedir. Testin tanisal sonug verme siiresinin olduk¢a kisa olmasi
ve Ozel teknik beceri gerektirmemesi Onemli avantajlarindandir (11,44). LPA’lar hizli,

uygulamasi ve degerlendirmesi kolay, ancak maliyeti yiiksek testlerdir (39).

PCR restriksiyon enzim analizi (PRA): Kati veya sivi kiiltiirden soyutlanan
izolatlarin 1s1 sok proteini - ‘heat shock protein’ (hsp65) geninin 441 bp’lik bir pargasinin
PCR ile amplifikasyonunu takiben amplifiye tirlinlerin BstEII ve Haelll restriksiyon enzimleri
ile kesimi temeline dayanmaktadir. Kesim reaksiyon triinleri agaroz jel elektroforez yontemi
ile incelenir. Elde edilen restriksiyon paternleri, fragman biyiikliigii algoritmasi ile
kiyaslanarak mikobakteri tiirii belirlenir. Test bir giin i¢inde tamamlanabilir. Test maliyet

acisindan uygun olmakla beraber ekipman, donanim ve deneyimli teknik personel gerektirir
(39).

4.5.4.3. Immiinokromotografik Yéntemler

Kiiltiir sirasinda salman predominant proteinlerden olan MTK’ye o6zgi MPT64
antijenini, MPT64 spesifik monoklonal antikor kullanilarak, immiinokromatografik temelli
yontem ile saptamaya dayanmaktadir. Yaklasik 15 dakikada sonug veren kalitatif test, kontrol
ve test bantlarinin pozitifligine gére yorumlanarak, MTK-TDM ayriminda kullanilmaktadir.
Hem kat1 hem de sivi kiiltiirden ¢alisilabilen ek islem ve ekipman gerektirmeyen test, basit,

uygulamasi kolay, giivenilir, hizli ve diisiik maliyetlidir (39,41,45,46).

4.5.5. Klinik Orneklerden Mycobacterium tuberculosis kompleks’in Tamisinda Kullanilan

Molekiiler Yontemler

Mikroskobik incelemenin TB tanisinda diisiik duyarliliga sahip olusu, yavas lireyen
mikobakterilerin tanisinin kiiltlir yontemleri ile uzun zaman almasi sebebiyle klinik 6rnekten
mikobakterilerin dogrudan saptanmasinda niikleik asit ¢ogaltma yontemleri yaygm olarak
kullanilmaya baglanmustir (39,47,48). Geleneksel yontemlere gore daha hizli sonug verse de,
molekiiler testlerin klinik 6rnekte TB varligmnin aranmasinda direkt baki ve altin standart olan
kiiltlir kombinasyonuyla birlikte uygulanmasi Onerilmektedir. Tiiberkiilozun molekiiler

tanisinda; geleneksel PCR, RT-PCR, zincir ayristirma amplifikasyon, transkripsiyon aracilt
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amplifikasyon, ilmik aracili izotermal amplifikasyon - ‘loop-mediated isothermal
amplification’ (LAMP), ligaz zincir reaksiyonu yOntemlerine dayanan testler
kullanilmaktadir. MTK’nin molekiiler yontemlerle saptanmasinda yaygimn olarak kullanilan
hedef bolgeler; M. tuberculosis’in 1S6110, 16s rRNA, 16S 23S ITS, rpoB ve hsp65 gen
bolgeleridir. Molekiiler testlerle canli-6lii basil ayrimi yapilamamaktadir. Molekiiler
yontemlerle MTK tanimlanmas1 6rnek kabuliinii takip eden ortalama 7 giin icerisinde

raporlanmalidir (39).
4.5.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu yontemle ¢ogaltilmasi istenen DNA 6rnegi, replikasyon i¢in gerekli olan primerler,
Thermus aquaticus (Taq) polimerazi, niikleotitler gibi gerekli maddelerle i¢ degisik
sicaklikta, bir dongii igerisinde tutulur. ilk basamakta (denatiirasyon), 94°C’ye kadar 1sitilan
DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. Ikinci basamakta (birlesme), sadece ¢ogaltilmak
istenen DNA dizisini 6zgiil olarak taniyan iki primer, sicakligm 55-72°C’ye diisiiriilmesiyle,
ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA tek zincirlerine baglanir. Ugiincii basamakta (uzama),
optimum ¢alisma sicakhigi 72°C olan Taq polimerazi (ya da sicaga dayanikli baska
polimerazlar) bu sicaklikta primerlerden baglayarak DNA sentezi yapar. Bu ii¢ basamak bir
dongiiyii olusturur ve her tekrarlanista iki primer arasindaki hedef DNA parcasi iki katina
¢ikarilmis olur. Yeni sentezlenen DNA bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilir ve DNA
pargalar1 geometrik olarak artar. Primerler genellikle 18 - 24 niikleotid uzunlugundadir ve %
50 - 60 oraninda G+C igerigine sahip olmalidir. Primer ¢iftinin erime sicakhigi 5°C’ lik
aralikta degismeli ve ideal olarak 55-65°C olmalidir. Primerler birbirleri ile komplementer
bolge icermemelidir. PCR’de kullanilan DNA polimerazlarin denatiirasyon basamaginda

denatiire olmamasi i¢in 95°C gibi sicakliklara dayanikli olmas1 gerekmektedir (49).

Birgok laboratuvarda kullanilan in-house PCR yonteminde ekstraksiyon ve amplikon
saptanmasinda farkli yontemlerin kullanilmasi sebebiyle, duyarlilik ve 6zgiilliikkler
degiskenlik gostermektedir. Noordhoek ve ark. tarafindan yapilan ¢ok merkezli kor
calismada, M. bovis igeren 200 balgam, tiikiirik ve su Ornegi yedi farkli laboratuvar
tarafindan IS6110 hedef bolge segilerek PCR ile ¢alisilmis, her laboratuvarin kendi PCR
yontemini kullandigi bu ¢alismada, yalanct pozitifliklerin %3-77 oraninda degistigi

saptanmustir (50).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi — “Food and Drug Administration” (FDA) tarafindan

1996 yilinda onaylanan PCR tabanli Amplicor Mycobacterium tuberculosis testinde (Roche
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Molekiiler Sistemleri, Indianapolis) internal kontrol bulunmakta ve kontaminasyonu 6nlemek
icin Urasil-N-Glikozilaz kullanilmaktadir. Bu testin FDA onayi, son bir yil igerisinde anti-TB
ilaglarla tedavi almamis hastalarin ARB pozitif solunum yolu 6rneklerinde ve M. tuberculosis
ayrimmin yapilabildigi merkezlerde kiiltiir ile birlikte yapilmasi kosulu ile gegerlidir.
Transkripsiyon aracili ¢ogaltma temeline dayanan Amplified Mycobacterium tuberculosis
Direct (MTD) Test (Gen-Probe, Inc, San Diego) 1995 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir.
Bu yontem de Amplicor’da oldugu gibi son bir yil i¢erisinde anti-TB ilaglarla tedavi almamis
hastalarin solunum yolu 6rneklerinde ve M. tuberculosis ayriminin yapilabildigi merkezlerde
kiiltiir ile birlikte yapilmasi kosulu ile FDA onayli olup, 1999 yilinda onaylanan gelistirilmis
ikinci kusak MTD testi Amplicor’dan farkli olarak sadece ARB pozitif orneklere degil,
negatif 6rneklere de uygulanabilmektedir (38,41,48).

4.5.5.2. Gercek Zamanh PCR

Geleneksel PCR ile amplikon varligi reaksiyon sonunda arastirildigi i¢in baslangictaki
hedef niikleik asit miktar1 saptanamaz. RT-PCR, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl
olarak floresan sinyalindeki artigin 6l¢lilmesi temeline dayanmaktadir. Yayilan 1s1ma, sistemin
optik pargasi vasitasiyla okunarak saptama islemi gergeklesir. Optik diizenekten alinan
sinyalleri bilgisayar araciligiyla grafige doniistiiriip yorumlayan bir yazilim ve 1s1 dongiileyici
RT-PCR’1n temel d6gelerini olusturur. Olgiilen floresan, reaksiyon sirasinda artan amplikon
miktariyla dogru orantilidir. Amplifiye olan {iriinlerin tespitinde, amplikondaki belli bir dizi
ile hibridize olan 6zgiil oligoniikleotid problar1 (Tagman veya hidroliz problari, Floresan
Rezonans Enerji Transferi -FRET- probu, molecular beacon, scorpion) veya amplifiye olan
herhangi bir niikleik asiti tespit eden 6zgiil olmayan molekiiller (SYBR green I) kullanilabilir
(38).

RT-PCR’1 geleneksel PCR’dan farkli kilan temel ozellik olan, amplifikasyon ve
saptamanin es zamanl olarak kapali reaksiyon ortaminda yapilmasi sayesinde testin hizi
artmis olup kontaminasyon riski azalmistir. RT-PCR’1in duyarlilig1 yiiksek olup, ¢ok sayida
ornek ayni anda calisilabilmekte ve DNA ekstraksiyonunu takiben yaklagik iki saat i¢inde test
sonu¢lanmaktadir (38).

2010 yilinda DSO tarafindan onaylanan GX testi, dogrudan klinik érneklerden, MTK
DNA’s1 ve RIF direncini belirleyen mutasyonlari es zamanli saptama amaciyla semi-kantitatif
nested RT-PCR prensibiyle ¢caligmaktadir. Test, bakteriyel lizis, niikleik asit ekstraksiyonu,

amplifikasyon ve amplikon saptama dahil olmak {izere neredeyse tamamen otomatik olarak,
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gerekli tiim reaktifleri igeren, tek kullanimlik plastik bir kartus kullanilarak, GeneXpert
platformundaki (Cepheid, Sunnyvale, CA) modiillerde ger¢eklesmekte, iki saatten kisa siirede
sonuclanmaktadir. Ornekte MTK bulunmamas: durumunda, testin calisip calismadigini
kontrol etmek amaci ile kartus icerisinde pozitif kontrol olarak Bacillus globigii sporlar1 ve
DNA’sma 6zgii bir prob bulunmaktadir. Modiiller birbirinden bagimsiz ¢alistig1 i¢in drnekleri

gruplamak gerekmemekte, her modiil farkli zamanda caligilabilmektedir (4,5,13,51,52).
4.5.5.3. Tlmik Aracih Izotermal Amplifikasyon (LAMP)

Tepkime sirasinda iki 6nemli kismi olan bir primer bir ucu ile kalip DNA’ya
baglanarak bir DNA zincirinin olusumunu saglar. Bunun baslangi¢ noktasmin gerisinden
baglanan bir primer ise yeni bir zincir sentezi yaparken ilk sentezlenen zinciri baglandigi
yerden aywrir. Bu zincirin ucundaki primer kismi katlanip, kendi zinciri tizerindeki dizi
uygunlugu gosteren kisma baglanarak bir ilmik olusturur. Bu ilmik icerisinde kalan tek
zincirli DNA bundan sonraki dongiilerde primerlerin baglanip yeniden DNA sentezini
baslatacagi boliimleri olusturur. Kisa siirede zincirler kendi lizerine katlanarak uzarlar ve ¢ok
miktarda biiyiik DNA zincirleri olustururlar (53). Hedef niikleik asitte 6 bolgeye 6zgiil 4
primer kullanildig1 i¢in reaksiyonun Ozgiilliigii oldukca yiiksektir. Tiim reaksiyonlar ayni
sicaklikta (60-65°C) uygulanir. Termal dongiiye bagli zaman kaybi olmadigi i¢cin PCR’a
kiyasla daha kisa siirede amplifikasyon ger¢eklesir. Oldukea yliksek miktarda amplifikasyon

iirlinli verebilir ve reaksiyon tiipiinde smirli kalacak saptama teknikleriyle degerlendirilebilir

(54).

LAMP temelli ticari molekiiler bir yontem olan TB-LAMP (Eiken, Japonya), bir
saatten kisa siiren, sonuclarin UV 151k altinda ¢iplak gozle degerlendirilebildigi uygulamasi
kolay manuel bir testtir. Testin performansi balgam yayma mikroskobisinden yiiksektir. DSO,
Kiiresel TB 2016 Raporu’nda, TB-LAMP testinin, TB ile uyumlu semptom ve bulgulari olan
erigkinlerde akciger TB’si tanisinda mikroskobinin yerine kullanilabilecegini onermektedir.
Ozellikle balgam yayma mikroskobisi negatif 6rneklere ileri inceleme gerektiginde, akciger
TB’si ile uyumlu semptom ve bulgular1 olan eriskinlerde mikroskobiyi takip eden test olarak
da kullanilabilecegi belirtilmektedir (1).
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4.6. Tlac Direnci

HIV enfeksiyonu sikliginda artis ve aktif TB ile iliskili olusu, M. tuberculosis
suslarinda birinci se¢enek anti-TB ilaglara karst gelisen direncin artmasi mevcut TB

epidemisinin devam etmesinin temel sebepleridir (2).

MTK’de ilag direnci, diisiik frekansta, rasgele ve genellikle tek basamakli genetik
mutasyonlar sonucu meydana gelir,bakteriler arasi genetik aktarim sdz konusu degildir.
TB’de ortaya c¢ikan diren¢ diger patojenlerden farkli olarak plazmidlerle tagmmmaz. Geri
dontistimsiizdiir. Bu nedenle hastaligi olusturan mikobakteri toplulugu i¢cinde ¢ok diisiik bir
oranda direngli mutantlar bulunabilir. Tlaca duyarli bakterilerin 6lmesiyle varolan direngli
mutantlar belirgin hale gelir. Spontan direng oranlar1 sirasiyla RIF, INH, EMB ve SM i¢in
10'8, 10'6, 10° ve 10° olarak gergeklesmektedir. Kromozomlar iizerindeki direng bolgeleri
birbirleriyle baglantili olmadiklarindan, bakterinin iki ilaca birden spontan direng gelistirmesi,
olasiliklarin ¢arpimina esittir (13,23,39,55).

Bircok faktorle birlikte genellikle uygunsuz veya tamamlanmamis tedaviye bagli
tedavi basarisizligl, esas olarak ilag direncinin (kazanilmig direng) ortaya ¢ikmasima bagli olan
hastaligin persistansiyla sonuglanir. Ila¢ direnci gelisimiyle ilgili temel faktdrler; kavitasyon
varligiyla beraber yayma pozitif balgam ve pozitif balgam kiiltiirii, tedavi uyumsuzlugu
(ilaglarm maliyeti, uzun tedavi siiresi, coklu ila¢ kombinasyonlarmin kullanilmasi ve ilag yan
etkileri gibi faktorlere bagl), tedavi basarisizligi, HIV ile birlikte enfeksiyon, yiiksek endemik
iilkelerde kaynaklarm yetersizligi ve anti-TB ilaglarla tedavi 6ykiisiinii kapsamaktadir. Ortaya
¢ikan direngli M. tuberculosis suslari ilag tedavisi baglanmamis yeni bir konaga bulastiginda

primer direng meydana gelmektedir (2).

En etkin anti-TB ilaglardan RIF ve INH’a direngli basillerin neden oldugu tiiberkiiloz
olgular1 CID-TB olarak tanimlanmaktadir. YID-TB ise RIF ve INH direncine ek olarak bir
kinolona ve bir de ikinci grup enjeksiyonla verilen ilaca (kanamisin, kapreomisin, amikasin)

direng olmasidir (39).

CID-TB tedavisi, yaklasik iki yil siirmekte, ikinci segenek ilaclarin kapsamli
kullanimina ihtiya¢ duyulmakta ve her olgu i¢in bireysel tedavi uygulanmaktadir. Tedavinin
maliyeti yliksek olup, hastalarin yakin takibiyle daha yogun gozetim gerekmektedir. Tedavide
kullanilan ilaglarin yiiksek toksisiteye sahip olmasi nedeniyle yan etkilere sik rastlanmaktadir.

CID-TB suslar1 duyarl suslarla kiyaslandiginda daha yiiksek relaps ve mortalite oranlarina
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sahiptir. CID-TB ayni1 zamanda YID-TB’nin ortaya ¢ikmasi acisindan da risk faktoriidiir.
YID-TB suslarmin tedavisi CID-TB tedavisine gore daha kapsamli ve zahmetli olmakla
beraber mevcut CID-TB vakalarinin basarili tedavisi ile YID-TB’nin ortaya ¢ikisini en aza

indirgemek amaglanmalidir (2).

TB ilag direncinin dogru ve hizli tanisi, etkin tedavinin erken baglanmasini saglayarak
ilag direncinin yayilimini azaltabilir, hastaligin siiresini kisaltabilir, kiir sansini artirabilir.
Uygun klinik takip ve enfeksiyon kontrol Onlemlerinin olusturulmasinda 1yi standardize

edilmis ve gilivenilir test yontemlerinin kullanimi son derece 6nemlidir (39).
4.6.1. Tla¢ Duyarhlik Testi

M. tuberculosis igin IDT’nin temel iki amaci; TB vakalarmin bireysel yonetimini
(tedavi ve Onleme) ve anti-TB ilag direnci siirveyansini saglamaktir. Direngli suslar tedavi
olmamis hastalara bulasabildigi i¢in MTK igin IDT tiim TB vakalarina Onerilmektedir
(39,56). Her hastadan elde edilen ilk MTK izolatina birinci segenek ilaglar (SM, INH, RIF,
EMB) icin IDT yapilmaldir. Standart tedavinin énemli bir pargasi olan PZA da birinci
secenek ilaclar arasindadir, ancak giivenilir sonuglara elde etmekte zorluk sebebiyle ilk test
edilecek ilaglar arasinda yer almayabilir. Eger kiiltiiriin negatiflesmesi tedaviden ii¢ ay sonra
gerceklesmezse veya tedaviye basarisiz yanitin klinik kanit1 mevcutsa, IDT tekrar edilmelidir.

Ornek alimindan sonra 30 giin i¢inde IDT sonuglarinmn rapor edilmesi dnerilmektedir (39).

Mikobakterilerin ila¢g direncinin belirlenmesinde fenotipik ve genotipik yontemler
kullanilmaktadir. Fenotipik yontemlerde antibiyotik eklenmis besiyerinde MTK suslarinin
inhibisyonu belirlenmektedir. Genotipik yontemlerde ise ilag direncinde rol oynayan gen

mutasyonlar1 molekiiler yontemlerle arastirilmaktadir (11).
4.6.1.1. Fenotipik Yontemler

Kritik konsantrasyon, daha once ilagla karsilasmamis mutasyon i¢ermeyen klinik
izolatlarin %95’ini inhibe eden fakat ilaca yanitsiz hastalardan alinan izolatlara etki etmeyen
en diisiik konsantrasyondur. MTK izolatlarinin duyarlilik testinde ilag, kritik konsantrasyonda
besiyerine eklenmektedir. Test edilecek ilacin kritik konsantrasyonu, besiyerinin tiiriine ve

se¢ilen yonteme gore degisiklik gostermektedir (13,39).

Fenotipik veya kiiltiire dayali IDT, kat1 veya sivi besiyerinde direkt ve indirekt

yontemlerle uygulanabilir. Direkt yontem i¢in dekontamine veya konsantre edilmis klinik
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ornek ilag iceren ve ila¢ icermeyen besiyerlerine ekilir. Ancak kontaminasyon olasiligi
yiiksektir ve basar1 orani diisiiktiir. indirekt yontemde, klinik 6rnekten izole edilen susa ait
bakteriyel siispansiyondan ila¢ igeren ve ilag icermeyen besiyerlerine inokulasyon yapilir. Bu

yontemle basar1 orani yiiksektir ancak zaman alir (3,11,39).

M. tuberculosis ila¢ direncini saptama amacgli fenotipik yontemler arasinda; oranti
(proporsiyon), diren¢ orani, mutlak konsantrasyon yontemi, ticari sivi kiltiir duyarlilik
yontemleri, siv1 besiyeri temelli mikroskobik inceleme IDT, kolorimetrik redoks indikator
yontemleri, nitrat rediiktaz testi, faja dayali yontemler, E test ve ince tabaka agar yontemi

(Thin Layer 7H11 agar) yer almaktadir (3,11).
4.6.1.1.1. Agar Proporsiyon Yontemi

MTK i¢in PZA disindaki tiim anti-TB ilaglara karsi duyarliligi test etmede agar
proporsiyon yontemi, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve bir¢ok Avrupa iilkesinde standart
yontem olarak kullanmilmistir. Agar proporsiyon ig¢in Onerilen besiyeri OADC eklenmis
Middlebrook 7H10’dur. Inokulum kaynag1, izolatm saf kiiltiirii (indirekt yontem) veya ARB
pozitif bir drnek (direkt ydntem) olabilir. Indirekt yontem icin koloni siispansiyonu 1
McFarland standardina esdeger olmali ve mikroorganizma kiimesi igermemelidir. Hazirlanan
siispansiyonun iki diliisyonu (genellikle 10% ve 10®) ila¢ iceren ve ila¢ icermeyen
besiyerlerine inokiile edilmelidir. Proporsiyon yonteminde gecerli bir test i¢in, inkiibasyon
stiresinin sonunda, iki diliisyon setinden en az birinin kontrol kadraninda en az 50 koloni
olmaly, lireme yetersizse test tekrar edilmelidir. Direng orani, {i¢ haftalik inkiibasyon siiresinin
sonunda, Onerilen konsantrasyonda ila¢ igeren kadrandaki koloni sayismin kontrol
kadranindaki koloni sayisina boliimiiyle hesaplanir. Direng yiizdesi kritik proporsiyon olan
%1 ¢ esit veya daha fazla oldugunda izolatin test edilen ilaca direngli oldugu kabul edilir. Ug
haftadan 6nce direngli sonuglar rapor edilebilir ancak duyarli sonuglar1 rapor etmek i¢in ii¢
haftalik siirenin tamamlanmasi beklenmelidir (23,39,40). Agar proporsiyon yontemi iyi
standardize edilmis giivenilir bir ydntem olmasina ragmen 6rnek kabuliinden sonra indirekt

yontemle sonuglanma siiresi 7-10 haftaya ulasmaktadir (39).
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4.6.1.1.2. BACTEC MGIT 960 Ticari Sivi1 Kiiltiir Duyarhlik Yoéntemi

BACTEC MGIT 960 sisteminde kiiltiirde izole edilmis MTK izolatindan SM, INH,
RIF ve EMB duyarlilik testi, SIRE (SM-INH-RIF-EMB) kiti ile ¢alisilabilmektedir. MGIT
SIRE kiti liyofilize SM, INH, RIF, EMB ve SIRE destegi igermektedir. Testte kullanilan SM
(1 pg/mL), INH (0.1 pg/mL), RIF (1 pg/mL) ve EMB (5 pg/mL) kritik konsantrasyonlari,
yanlis duyarlilik sonuglarini 6nlemek amaciyla agar proporsiyon yonteminde kullanilan kritik
ilag konsantrasyonlarindan nispeten azdir. IDT icin kullanilacak inokulum iiretici firma
talimatlarina uygun olarak kat1 veya sivi kiiltiirden hazirlanabilmektedir. ilag icermeyen tiip
(treme kontrolii) i¢in hazirlanan inokulum 1/100 oraninda sulandirilirken, ilag iceren tiip
inokulumlarinda sulandirma yapilmaz. Her tiipe 0.5 mL inokulum eklenir. Bu kalitatif test 4-
13 giin siirmektedir. IDT sonuglarinin belirlemek i¢in {ireme kontrol (UK) tiipiiniin floresani
ile ilag iceren tiiplerin floresam sistem tarafindan devamli analiz edilmektedir. Ilacl tiiplerde
duyarli bakteriler inhibe olurken, direngli bakteriler floresan artisina sebep olmaktadir. 4-13
giin iginde UK tiipiiniin GU degeri 400’{i astigmnda sistem IDT’nin tamamlandig1 uyarismi
verir. Ilag igeren tiipiin GU degeri; 100’ii asmus ise izolat o ilag igin direngli, 100 veya altinda
oldugunda ise izolat o ila¢ icin duyarli olarak degerlendirilir. UK tiipiiniin GU degeri, 4
ginden daha kisa veya 13 giinden daha uzun siirede 400’ asarsa test gegersiz olarak
degerlendirilir. Sonuglar degerlendirilirken %1°lik kritik proporsiyon temel alinmakta, sistem
duyarhlik sonuglarmi otomatik yorumlamaktadiwr. MGIT 960 SIRE yonteminin agar
proporsiyon yontemine esdeger oldugu gosterilmistir ve DSO tarafindan kullanimi uygun
bulunmustur. Otomatize sivi kiiltiir duyarlilik sistemleri ile Ornek kabuliinden sonra

sonuglanma siiresi yaklasik 3-5 hafta siirmektedir (3,13,23,39,40).
4.6.1.2. Genotipik Yontemler

Ilag direncine neden olan mutasyonlar tanimlandik¢a daha hizli sonug veren molekiiler
yontemler siire agisindan ¢ok daha avantajli hale gelmistir. Molekiiler yontemlerle, klinik
ornekten ve Kkiiltiirde iiremis izolatlardan ila¢ direncine sebep olan mutasyonlar
saptanabilmekte, klinik Ornekten direnci gostermek 1-2 giinde miimkiin olabilmektedir.
Direng saptama duyarlilifi mutasyonlarin gesitliligine ve iliskili gen bdlgesi sayisma bagl

olarak degismektedir.

RIF direngli suslarm %90-95’inde RIF direncini belirleyen bolge -rifampicin
resistance determining region- (RRDR) olarak bilinen rpoB geninin 81 baz ¢iftlik bolgesinde

mutasyon gozlenmesi, duyarli izolatlarda ise bu mutasyonun olmamasi nedeniyle RIF,
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molekiiler IDT igin ideal hedeftir. RIF direngli izolatlar ayn1 zamanda %85-90 INH direngli
oldugundan, RIF direnci CID-TB tanis1 i¢in bir marker olarak kullanilabilmektedir. RIF’in
aksine, diger anti-TB ilaglara kars1 direncin genetik temeli daha komplekstir ve genotipik
sonuglarla fenotipik sonuclarin iyi korelasyonu i¢in bir¢ok gende mutasyonun tespit edilmesi
gerekir. Relatif olarak ¢ok sayida gende degisiklik INH direnciyle iliskilidir, ancak katG ve
inhA genlerinde mutasyon INH direngli suslarm %75-85’inde bulunmaktadir (2,13,47).

PCR temelli DNA dizi analizi 6nceden bilinen ve bilinmeyen mutasyonlarin
saptanmasinda en dogrudan ve giivenilir yontemdir. INH direncinde oldugu gibi birgok farkli
genin direngle iliskili oldugu durumlarda veya mutasyonlar dagmik ve biiylik segmentler
halinde gozlendigi zaman her izolat i¢in birden fazla sayida dizi analizi gerekebildiginden, bu
yontem kolay uygulanabilirligini yitirmektedir. Buna karsin rpoB gibi korunmus bir bolgede
cok kisa segmentte smirli olan direng genlerinin saptanmasinda DNA dizi analizi kullaniligh
bir tekniktir (47).

Direng geni saptamak amaciyla kullanilan molekiiler yontemlerden giliniimiizde rutin
uygulamada en ¢ok LPA ve RT-PCR yontemleri kullanilmaktadir (39). Yayma pozitif balgam
orneklerinde (direkt yontem) ve kiiltiirde iiremis MTK izolatlarinda (indirekt yontem) direng
ile iliskili en yaygin tek niikleotid polimorfizmlerini saptayan LPA ydntemlerinden; INNO-
LiPA Rif. TB (Innogenetics, NV, Gent, Belgika) ve GenoType MTBDRplus versiyon 1 (Hain
Lifesciences, Nehren, Almanya) ticari testleri RIF direncini saptamak i¢in 2008 yilinda DSO
tarafindan onaylanmistir. INNO-LIiPA Rif. TB testi, rpoB genindeki mutasyonu saptar. RIF
direnci CID-TB i¢in énemli bir marker oldugu i¢in, pozitif sonu¢ M. tuberculosis suslarmm
yaklasik %90’inda CID-TB durumunu ortaya koyar. GenoType MTBDRplus, RIF direnci
icin rpoB, yiiksek diizey INH direnciyle iligskili katG ve genellikle diisiik diizey INH
direnciyle iligkili inhA genlerindeki mutasyonlar1 gosterir. Maliyeti yiiksek olan bu testlerin
sonuglari, bir calisma giinii icinde klinik drnekten CID-TB saptanmasi icin yiiksek insidansa
sahip iilkelerde tatmin edicidir (2,3). GenoType MTBDRplus versiyon 1 ile yeni gelistirilen
LPA teknolojilerinden; GenoType MTBDRplus versiyon 2 (Hain Lifesciences, Nehren,
Almanya) ve Nipro NTM+MDRTB saptama kiti 2 (Nipro, Japonya) 2016 yilinda DSO
tarafindan degerlendirilmis, RIF direnci i¢in 21.225 6rnekle 91 ¢alismanin meta-analizinde
duyarlilik %96.7, 6zgiilliik %98.8; INH direnci i¢in 20.954 o6rnekle 87 veri setinin meta-
analizinde duyarhlik %90.2, 6zgiillik %99.2 ve CID-TB tanist igin 13.033 &rnekle 57 veri
setinin meta-analizinde duyarlilik %92.9, 6zgiillik %99.3 bulunmustur. RIF ve INH direncini

saptamada yayma pozitif balgam 6rneklerinde direkt testle ve kiiltiirde izole edilmis MTK
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izolatlarmda fenotipik IDT yerine LPA’larin kullanilabilecegi onerilmistir. Ancak, bu
yontemlerin yayma negatif orneklerde kullanimi Onerilmemektedir. Ayrica, diger anti-TB
ilaglara direnci belirlemek ve ek ilag direncini ortaya koymak icin fenotipik IDT ihtiyaci
devam etmektedir. Bununla birlikte, 6zellikle INH diren¢ prevalansmnin yiiksek oldugu
bolgelerde, LPA ile INH direncini belirleyen mutasyon saptanmayan hasta izolatlari, yalanci
negatiflik goz dniinde bulundurularak, fenotipik IDT ile dogrulanmalidir. Her {i¢ ydntemde de
ayn1 rpoB, katG ve inhA mutasyon problar1 bulunmakla birlikte, Nipro yonteminde ek olarak
katG S315N mutasyon probu mevcuttur. Nipro yontemiyle ayni zamanda M. avium,

M.intracellulare ve M. kansasii tiirlerinin diger TDM’lerden ayrim1 yapilabilmektedir (57).

RT-PCR ile mutasyon gozlenmesi beklenen anti-TB ilacin hedefi olan proteinleri
kodlayan genler amplifiye edilir ve amplikonlar tagman, FRET, molecular beacon gibi ¢esitli
problar kullanilarak saptanabilir (11,13). Yiiksek endemik iilkelerde tedavi asamasinda hizli
ve basit tan1 araclarma duyulan acil ihtiyaca yanit vermek i¢in 2009 yilinda GX testinin
gelistirilmesi, TB ile miicadelede 6nemli bir doniim noktasi olmustur. Semi-kantitatif nested
RT-PCR temelli GX testi, dogrudan klinik 6rnekten, rpoB geninin MTK o6zgiil dizisini
amplifiye ederek, RRDR mutasyonlar: i¢in bes farkli molekiiler prob araciligiyla, MTK
DNA’s1 ve RIF direncini saptamaktadir (3,51,58). 1730 hastaya ait balgam ornekleriyle
yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada, MTK DNA’sin1 saptamada testin duyarliligi yayma
pozitif hastalarda %99.8, yayma negatif hastalarda %90.2 olarak bulunmus ve testin %98.1
ozgiilliige sahip oldugu gosterilmistir. Fenotipik IDT ile karsilastirildiginda, GX testinin, RIF
direncini saptamada duyarliligi %97.6 ve 6zgiilligii %98.1 olarak bulunmustur (58). 2010
yilinda DSO tarafindan kullanimi onaylanan test, giiniimiizde ¢ok sayida iilkede, akciger

TB’si acisindan siipheli hastalarda baslangic testi olarak ulusal algoritmalara dahil edilmistir

(1).

Genotipik yOntemler, bilinen mutasyonlarin saptanmasimda giivenilir olmasina
ragmen, seyrek olarak hedeflenen gen bolgesi disindaki mutasyonlar da dirence neden
olabilmektedir. Bununla birlikte, bu testlerle nadir goriilen ve dirence yol agmayan sessiz
mutasyonlar saptanarak yalanci pozitif sonuglar da ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica molekiiler
test sonuglarinin fenotipik testler ile dogrulanmasi, CID-TB iliskili mutasyon saptandiginda

fenotipik yontem ile birinci ve ikinci segenek ilaglara duyarliligin test edilmesi dnerilmektedir
(39).
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5. GEREC VE YONTEM

Haziran 2012 ile Kasim 2016 tarihleri arasinda, tiiberkiiloz 6n tanisi ile Dokuz Eyliil
Universitesi Hastanesi Merkez Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na mikroskobik inceleme ve
kiiltiir yontemleri ile birlikte GX testi ¢aligilmasi i¢in gonderilen klinik orneklerden elde
edilen sonuglar retrospektif olarak ¢calismaya dahil edildi.

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS versiyon 15 yazilimi kullanilarak yapildi. MTK
icin kiltiir pozitifligi referans alinarak; GX testi ve mikroskobik incelemenin duyarlilik,
ozgiilliik, pozitif dngorii degeri (POD) ve negatif ongorii degeri (NOD) hesaplandi. GX testi
ve mikroskobik inceleme arasindaki istatistiksel a¢idan farklilik McNemar testi kullanilarak
arastirildi. MGIT SIRE yontemi ile elde edilen IDT sonuglar1 referans alindiginda, GX
testinin RIF direncini saptamadaki duyarlilik ve o6zgiilliigii incelendi. GX testinin RIF
direncini saptama performansi hesaplanirken; GX testinde MTK DNA’s1 saptanmayan
ornekler ve MTK DNA’s1 saptanip RIF direnci belirsiz olan 6rnekler ve MGIT SIRE yontemi
ile IDT sonucu mevcut olmayan drnekler (gecersiz sonu¢ veya kiiltiirde {ireme olmamasi)
analiz dis1 birakildi. P-degerinin 0.05'in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli

sonuglar seklinde degerlendirildi.

Laboratuvarimizda 6rnek alimi ve tasinmasi, 6rnek islemleme, mikroskobik inceleme,

kiiltiir, IDT ve GX testi uygulamalar1 belirlenmis kurallara gore yapilir.
5.1. Ornek Alimi ve Tasinmasi

Balgam: Steril kap kullanilir. En az 3 mL ve vasifli 6rnek istenir. Ardisik ti¢ giin,
sabah ilk c¢ikarilan, oksiiriikle akcigerlerden gelen balgamin alinmasi ve hasta agiz temizligi
yaptiktan sonra Ornek vermesi Onerilir. Uyarilmig (indiiklenmis) balgam ise balgam
cikaramayan hastalarda; nebiilizatoér yardimu ile aerosol haldeki 10 mL %3-10’luk hipertonik
tuzlu su 15-30 dk boyunca hastaya yavasga solutulduktan sonra, derin ve kuvvetli 6ksiiriik ile
yaklasik 10 mL 6rnek olacak sekilde alinir.

Achk mide sivis1 (AMS): Laboratuvar teknisyeni tarafindan verilen 0.1 gr NaHCO3
eklenmis polipropilen dibi konik, burgulu kapakh steril tiip (falkon tiipii) kullanilir. Ornek
miktari en az 1 mL olmalidir. Sabah hasta a¢ karnina ve yataktan kalkmadan (dikey pozisyona
gecmeden) gastrik tiip ile 25-50 mL steril su veya serum fizyolojik (SF) verilip aspire

edildikten sonra 6rnek alinmalidir.
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Trakeal sekret (TS), brons lavaj (BL) ve bronkoalveolar lavaj (BAL): Steril tiipe

alinarak laboratuvara ulastirilir. Ornek miktar: en az 1 mL olmalidir.

Idrar: 24 saatlik idrar toplama kabinda sabah idrarmm tamami gonderilmelidir.
Ardisik {i¢ giin 6rnek gonderilmesi onerilir. idrar veremeyen hastalarda mesaneden Kateter ile

ya da suprapubik aspirasyon ile 6rnek alinabilir.

Steril viicut sivilarn (BOS, plevra, periton, perikard, eklem sivilari): Aseptik
sartlarda, steril tiip/kap i¢ine alinarak laboratuvara ulastirilir. Ornek miktar1 en az 2 mL, PCR

istemi varsa 3 mL olmalidir.

Kan ve kemik iligi: Laboratuvar teknisyeni tarafindan verilen BACTEC Myco-F
sisesi ve 1.5-2 mL steril distile su eklenmis falkon tiipii kullanilir. Steril sartlarda BACTEC
Myco-F sisesine 1-5 mL ve steril distile su eklenmis tiipe 2 mL kan veya kemik iligi alinarak

laboratuvara gonderilir.

Doku biyopsisi: Steril tiip/kap kullanilir. Steril sartlarda kazedz kisimlardan en az 1 gr

kadar doku biyopsi 6rnegi alinarak laboratuvara ulastirilir.

Apse ve aspirasyon materyalleri: Steril tiip/kap kullanilir. Ornek miktar1 en az 0.5
mL olmalidir. Aseptik sartlarda, ylizeyel eksuda uzaklastirildiktan sonra apse icerigi ve aspire

edilen stv1 alinir.
Diski: Digki kabi1 kullanilir. En az 1 gr diski 6rnegi laboratuvara génderilir.

Hastalardan alinan 6rnekler asir1 sicak ve soguk, ani basing degisikligi veya asiri
kuruma gibi olumsuz kosullardan korunarak laboratuvara en kisa siirede ulastirilmalidir.
Ornekler ikincil kap ile génderilmeli, oda 1sisinda laboratuvara ulastirilmalidir. Orneklerin
laboratuvara ulastirilmas: bir saati gececek ise 24 saate kadar +4°C’de bekletilebilir. BOS,

kemik iligi, kan 6rnekleri buzdolabina konulmamalidir.

Klinik 6rnekler, barkodlarinda 6rnegin hangi hastadan, ne zaman alindig1 ve 6rnek
tipinin yazili olmasi ile otomasyon sisteminde hasta ve Ornekle ilgili genel bilgilerin

belirtilmis olmasima dikkat edildikten sonra laboratuvarimizda ¢alisilmak iizere kabul edilir.
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5.2. Ornek Islemleme

Balgam, AMS, TS, BL, BAL, apse ve aspirasyon materyalleri, idrar, diski gibi steril
olmayan veya steril sartlarda alinmayan ornekler flora bakterilerinin ortadan kaldirilmasi igin
dekontaminasyon iglemine alinir. BOS, plevra, periton, perikard ve eklem sivist gibi steril
viicut sivilarina, kan ve kemik iligi 6rneklerine dekontaminasyon uygulanmaz. Doku biyopsi
ornekleri Middlebrook 7H9 besiyerinde 37°C’de bir giin bekletildikten sonra ezilerek
parcalanir, steril bolgeden alinanlara dekontaminasyon uygulanmaz, steril bolge disindakiler

dekontamine edilir.
5.2.1. Dekontaminasyon Islemi

Her 6rnek i¢in; igerisinde yaklasik 40 mg N-asetil-L-sistein (NALC) ve 4 mm ¢apinda
cam boncuklar bulunan 50 mL polipropilen tiip, i¢erisinde %2-4 NaOH ve %1.47 trisodyum
sitrat x 3H,0 ¢ozeltisi bulunan plastik sise, igerisinde 0.067 M 50 mL (Na;HPO4 + KH,POy,,
pH= 6.8) steril fosfat tamponu bulunan plastik tiip ve igerisinde dezenfektan ¢ozelti (%2.5
sodyum hipoklorit) bulunan plastik tiiplerin yer aldigi Mycoprosafe® (Salubris, Tiirkiye) Kiti

kullanilir.
5.2.1.1. islem Basamaklan

1. Idrar &rnegi disindaki 6rnekler; en fazla 10 mL olacak sekilde cam boncuklu tiip
icerisine aktarilir. Idrar 6rnekleri ise 50 mL ¢izgisine kadar doldurulup 4000 rpm’de 15 dk
sogutmall santrifiij aletinde santrifiij edilir. Santrifiij sonunda siipernatan dezenfektan iceren
kaba cam boncuklar dokiilmeyecek sekilde dikkatlice bosaltilir, kalan g¢okelti ile isleme

devam edilir.
2. Tiiplere NaOH-sodyum sitrat ¢ozeltisinden 6rnek miktar1 kadar eklenir.

3. Tiplerin kapagi kapatildiktan sonra 5-10 sn kadar vortekslenerek soliisyon ile
materyalin iyice karigmasi saglanir (Aerosol riski agisindan her vorteksleme isleminden 5 dk

sonra tiiplerin kapaklari agilir). Oda 1sisinda 15 dk, en fazla 20 dk bekletilir.

4. Tamami (6rnek, dekontaminant soliisyon sivisi ve tampon) 50 mL olacak sekilde
fosfat tamponu eklenir, 5-10 sn vortekslenerek iyice karigmasi saglanir. 4000 rpm’de 15 dk

sogutmali santrifiij aletinde santrifiij edilir.
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5. Santrifiij sonunda siipernatan dezenfektan igeren kaba cam boncuklar dokiilmeyecek

sekilde dikkatlice bosaltilir.

6. Cokelti vortekslenerek mikroskobik degerlendirme igin 1x2 cm yayma preparati

hazirlanir.

7. Cokeltiye 5 mL fosfat tampon eklenir, 5-10 sn vortekslenerek iyice karigmasi
saglanir. pH kontrolii yapilir, 7 disinda ise yeniden fosfat tampon eklenerek vortekslenir. pH
kontrolii ile 7 oldugu belirlendikten sonra bir adet kullanima hazir BBL MGIT 7 mL tiipiine
0.5 mL, iki adet LJ besiyerine 0.1 mL ekim yapilir ve GX testi ¢aligilir.

5.2.2. Dekontaminasyon Uygulanmayan Orneklerin islemlenmesi

BOS 6rneginden bir adet kullanima hazir BBL MGIT 7 mL tiipiine 0.5 mL, iki adet LJ
besiyerine 0.1 mL ekim yapilir ve GX testi ¢calisilir. Mikroskobik degerlendirme igin, 300 pL
ornek 1700 rpm’de 5 dk sitosantrifiij yapilarak preparat hazirlanir.

Steril viicut bosluklarmmdan alman 6rneklerden bir adet kullanima hazir BBL MGIT 7
mL tiptine 0.5 mL, iki adet LJ besiyerine 0.1 mL ekim yapilir ve GX testi ¢aligilir.

Mikroskobik degerlendirme i¢in 1x2 cm yayma preparati1 hazirlanir.

Kan ve kemik iligi 6rnekleri icin, BACTEC-Myco-F sisesi BACTEC FX inkiibatoriine
yerlestirilir. Distile su eklenen tiipte gelen 6rnek, 5 dk kadar vortekslendikten sonra ¢okeltiden
iki adet LJ besiyerine 0.1 mL ekim yapilir, GX testi ¢alisilir ve mikroskobik degerlendirme

icin preparat hazirlanir.

Steril bélgeden alinan doku biyopsi 6rneklerinden bir adet kullanima hazir BBL MGIT
7 mL tiiptine 0.5 mL, iki adet LJ besiyerine 0.1 mL ekim yapilir ve GX testi ¢alisilir.

Mikroskobik degerlendirme i¢in 1x2 cm yayma preparati hazirlanir.

Ornekler islemlendikten sonra kalan c¢okelti/ornek, steril ependorflara aktarilir ve
kiiltiirler sonuclandirilana kadar -20°C’de saklanir. islemi biten tiipler dezenfektan ¢ozelti ile

dezenfekte edilip otoklavlanarak atilir.
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5.3. Mikroskobik inceleme
5.3.1. Kinyoun Boyasimin Hazirlanmasi

Kinyoun karbol fuksin: A karigimi (40 gr bazik fuksin + 200 mL %95 etanol) bazik
fuksinin {izerine azar azar etanol ilave edilerek, biyogiivenlik kabininde kapaklar1
gerektiginde acilarak hazirlanir. B karigimi (80 gr fenol kristali + 1 L distile su) hazirlanirken,
fenol kristali ¢eker ocakta kirilir ve distile su ile karistirilip hafifge 1sitilarak eritilir. A ve B
karigimmin tamami karistirilarak koyu renkli bir siseye aktarilir. Kinyoun karbol fuksin

kullanilmadan 6nce filtre kagidi ile stiziiliir.

Asit-alkol: 30 mL konsantre HCI1 dikkatlice ve yavas bir sekilde 970 mL %95’lik

alkol igerisine ilave edilerek hazirlanir.

Metilen mavisi: 1 L distile su icerisinde 3 gr metilen mavisi eritilir. Koyu renkli bir

siseye aktarilir. Iyice calkalanarak homojenize edilir.

Hazirlanan boya ¢6zeltileri oda 1sisinda ve giines 1s1gindan uzakta saklanarak 6 ay

stireyle kullanilabilir.
5.3.2. Preparatlarin Boyanma islemi

1. Preparatlar hazirlandiktan sonra biyogiivenlik kabini i¢inde kurumaya birakilir ve

alevden gegirilerek tespit edilir.

2. Preparatlarin iizerine yayma alanini kaplayacak sekilde karbol fuksin eklenerek 5 dk

bekletilir.

3. Preparatlar ¢cesme suyunda yikanir (Cesme suyu c¢ok az acilmali, aksi takdirde

materyalin kaybina neden olabilir) ve egilerek iizerinde kalan su siizdiiriiliir.
4. Preparatlarin lizerine asit-alkol eklenerek 2 dk dekolorize edilir.
5. Preparatlar tekrar cesme suyunda yikanir ve egilerek iizerinde kalan su stizdiiriiliir.

6. Preparatlara yayma alanim kaplayacak sekilde metilen mavisi eklenir, 30 sn kadar

bekletilir.
7. Preparatlar tekrar cesme suyunda yikanir ve egilerek iizerinde kalan su stizdiiriiliir.

8. Preparatlar dik bir sekilde oda 1s1sinda kurumaya birakilir.
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5.3.3. Preparatlarin Degerlendirilmesi

Kuruyan preparatlar 1sik mikroskobunda x1000 biiyiitmede en az 300 alan gozlenerek

degerlendirilir. Preparatlar degerlendirilirken sonuglar Tablo 1’e gore yorumlanir.
5.4. Kiiltiir Yontemleri
5.4.1. Kat1 Kiiltiir Yontemi

LJ besiyerlerinin tiremeleri 6 hafta boyunca haftada bir kez kontrol edilerek takip

edilir. Koloni gozlenen LJ besiyerlerinden preparatlar hazirlanir.

Preparat hazirlarken; lam iizerine 2-3 damla SF damlatilir. Ekiivyon yardimiyla LJ
iizerinden koloni almmarak SF i¢inde ezilir. Preparat giivenlik kabininde kurutulup, alevden

gecirilerek tespit edildikten sonra Kinyoun boyama yontemiyle boyanir.

Preparatta ARB goriilmezse; ornegin laboratuvara kabul zamani {i¢ haftayr asmamigsa
tekrar ekim yapilir. Tekrar ekim yonteminde; -20°C’de ependorfta saklanan 6rnek alinarak
falkon tiipiine aktarilip, esit miktarda dekontaminasyon sivisi eklenerek yeni 6rnekmis gibi
dekontaminasyon ve ekim prosediirii yinelenir ve 6 haftalik inkiibasyon siiresi baslatilir.

Ornegin laboratuvara kabul zamani ii¢ haftay1 asmissa inkiibasyona devam edilir.

Preparatta ARB goriiliirse falkon tiiptine 2-3 mL SF konulup, LJ’deki kolonilerden bir
miktar ekiivyon yardimiyla alinir, SF i¢inde ezilir ve 1 — 2 dk vortekslenir. Tiipten 0.5 mL

kadar enjektorle alinip kullanima hazir BBL MGIT 7 mL tiipiine ekim yapilir.
5.4.2. BACTEC MGIT 960 Sistemi

Reaktifler: BACTEC MGIT 960 siv1 kiiltiir sistemi; BBL MGIT 7 mL tiipii, MGIT
PANTA ve MGIT tireme destegi igerir.

MGIT PANTA: Her liyofilize sise 10000 U Polimiksin B, 1000 pg Amfoterisin B,
4000 pg Nalidiksik asit, 1000 pg Trimetoprim, 1000 pg Azlosilin igerir.

MGIT iireme destegi: OADC igeren zenginlestirici soliisyonu kullanima hazirdir.

MGIT iireme destegi/ PANTA’min hazirlamsi: Liyofilize PANTA’ya 15 mL
zenginlestirici  soliisyon eklenerek tamamen eriyinceye kadar karistirilir. Boylece
zenginlestirici/antimikrobiyal karigimi hazirlanir. BBL MGIT 7 mL tiiplerine ekimden &nce
bu karisimdan 0.8 mL ilave edilir.
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Ekim yapilan tiiplerin agizlar1 sikica kapatilir ve tiipler 2-3 kez ters diiz edilerek
besiyeri ve 6rnegin iyice karigmasi saglanir. Cihazda ‘Tube Entry’ butonuna basilarak, cihaza
once tiip barkodu sonra Ornek barkodu okutulur. Cihaz tarafindan atanan istasyona tiip

yerlestirilerek 6 hafta siireyle inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresi sonunda BBL MGIT tiiplerinde ve LJ besiyerlerinde ARB

iirememesi durumunda sonuglar, ‘Aside direngli bakteri tiremedi’ seklinde raporlanir.
5.4.2.1. Pozitif Sinyal Veren BBL MGIT Tiiplerinin islemlenmesi

Islemler biyogiivenlik kabininde uygulanir. BBL MGIT 7 mL vasat1 ¢ok az protein
icerdiginden lam iizerine yapismaz. Yapismasi i¢in 1-2 damla insan serumu ile 0.3 mL BBL
MGIT 7 mL besiyeri icerigi lamin lizerinde karistirilarak yayma preparat hazirlanir.
Preparatlar, biyogiivenlik kabini icinde en az ii¢ saat siireyle kurutulur, alevden gegirilerek

tespit edilir ve Kinyoun boyama yapilir.

Preparatta bakteri/maya goriiliirse hasta ornegi tekrar dekontamine edilerek tekrar
islemlenir, 6 hafta daha inkiibe edilir. Preparatlarda ARB ya da bakteri/maya goriilmezse yeni
bir BBL MGIT 7 mL besiyerine pasaj yapilir, 6 hafta inkiibe edilir. Preparatta ARB varliginda
MTK-TDM ayrimi yapilir.

5.4.2.2. MTK-TDM Ayriminin Yapilmasi

BD MGIT TBc Identification (TBc ID) testi (Becton-Dickinson, ABD) iiretici
talimatlar1 dogrultusunda kullanilir. TBc ID testi iireme olan BBL MGIT 7 mL tiiplerinden
MTK’ye ait MPT64 antijenini kalitatif olarak saptayan, immiinokromatografik yonteme
dayal bir testtir. Kaset test, giivenlik kabini icerisinde diiz bir zemine yerlestirilir. Ureme olan
BBL MGIT 7 mL tiipii ters diiz edilerek iyice karigtirilir. Tiipiin dibinden steril pipet ile 100
pL alinarak kaset testin 6rnek kuyucuguna aktarilir. 15 dk sonra (maksimum 60 dk) sonug

degerlendirilir.

Test tizerinde ‘C’ (kontrol) ve ‘T’ (test) bolgeleri bulunmaktadir. C ve T bolgelerinin
her ikisinde de kirmizi ¢izginin olugmasi pozitif sonug olarak degerlendirilir. Ureyen ARB
pozitif mikroorganizmanmn MTK oldugu raporlanir. C bdlgesinde kirmizi ¢izginin olusup, T
bolgesinde olusmamas1 negatif sonug olarak degerlendirilir. Ureyen ARB pozitif
mikroorganizmanin TDM oldugu raporlanir. C bdlgesinde kirmizi ¢izginin olugsmamasi ise

gegersiz sonug olarak degerlendirilir ve yeni bir kaset ile test tekrarlanir.
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5.5. Ila¢ Duyarhihk Testi

IDT, BACTEC MGIT 960 SIRE kiti (Becton-Dickinson, ABD) ile iiretici firma
onerileri dogrultusunda gergeklestirilir. BACTEC MGIT SIRE kiti; BACTEC MGIT 960
SIRE destegi ile liyofilize halde SM, INH, RIF ve EMB igerir. Her liyofilize antibiyotik sisesi
4 mL steril saf/deiyonize suyla sulandirilirtp, tamamen ¢o6ziinene kadar c¢alkalanarak
kullanima hazirlanir. Liyofilize antibiyotik semasi ve MGIT 7 mL besiyerindeki son
konsantrasyonlar Tablo 2’de belirtilmektedir. BACTEC MGIT 960 SIRE destegi sadece 20
mL OADC zenginlestirici igerir.

Tablo 2. BBL MGIT tiiplerine eklenen ilag konsantrasyonlari.

flac Liyofilize Sulandirim BBL MGIT BBL MGIT
antibiyotik | sonrasi tiipiine eklenmesi | tiipiindeki son
iceren konsantrasyon | gereken voliim konsantrasyon
flakon

g"MG'T 332 g 83 pg/mL 100 L 1.0 pg/mL

mGH'T 332 ug 8.3 ug/mlL 100 L 0.1 pg/mL

QAICF;'T 332 g 83 ug/mL 100 ul_ 1.0 pg/mL

MGIT

EMB 1660 pg 415 pg/mL 100 pL 5.0 pg/mL

Kati besiyerindeki izolatin hazirlanmasi: LJ besiyerinde lireyen koloniler giivenlik
kabini icerisinde steril ekiivyon ¢ubugu ile alinir. Steril bos tiip icerisinde 2 mL steril SF
icerisinde homojenize edilerek siispansiyon hazirlanir. Hazirlanan siispansiyonun 0.5 mL’si
kullanima hazir BBL MGIT 7 mL tiipiine aktarilir. Tiip cihaza yerlestirilir ve pozitif sinyal

verince buradan IDT calisilir.

BBL MGIT 7 mL tiipiindeki izolatin hazirlanmasi: Cihazin pozitif sinyal
vermesinden sonra ii¢ giin icinde calisilmalidir. Ug giinden daha uzun siire énce pozitif sinyal

veren tiiplerden pasaj yapildiktan sonra ¢alisiimalidir.

MTK olarak tanimlanmis BBL MGIT 7 mL tiipiinden iDT cahsilmasi: Her izolat
icin bes adet MGIT 7 mL tiipii hazirlanir. {1k tiip UK, digerleri sirayla SM, INH, RIF ve EMB
olarak etiketlenir. Tipler dogru sira numarasiyla uygun boyuttaki antibiyotik duyarlilik testi
seti tagtyicisma yerlestirilir. Her tiipe BACTEC MGIT SIRE desteginden 0.8 mL eklenir. UK
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etiketli tiipe ilag soliisyonu eklenmez. ilag etiketli olan tiiplere, aseptik kosullar altinda,
sulandirilmis liyofilize ilag soliisyonlarindan (Tablo 2) 0.1 mL eklenir.

UK tiipiiniin bakteri siispansiyonunu hazirlamak i¢in 10 mL steril SF igerisine pozitif
BBL MGIT 7 mL tiipiinden 100 uL eklenerek 1/100 oraninda sulandirim elde edilir. UK
tiipline hazirlanan sulandirimindan 0.5 mL eklenir. SIRE tiiplerinden her birine MTK olarak
tanimlanmig BBL MGIT 7 mL tiipiinden 0.5 mL inokiile edilir. Tiiplerin agz1 sikica kapatilir,

tiipler iyice karistirilarak cihaza yerlestirilir.

Sonuglar cihaz tarafindan otomatik olarak yorumlanir ve duyarli veya direngli olarak
rapor edilir. Test sonuglarini etkileyen durumlarda cihaz, duyarhilik degerlendirilmesi

olmaksizin ‘hata’ (X) olarak gegersiz sonug verir.
5.6. GeneXpert MTB/RIF Y ontemi

GX yontemi, GeneXpert cihaz sisteminde iretici talimatlarmma uygun olarak
gerceklestirilir. Sistem; cihaz, bilgisayar ve testleri ¢alistirip sonuglari goriintiilemek igin
bilgisayara yiiklenmis bir yazilimdan olusur. Test, tek kullanomlik GX kartusunda calisilir.
Kartus; MTK varlig1 ve RIF direnci saptanmasi i¢in reaktifleri, 6rnek islemleme kontrolii -
sample processing control (SPC) ve prob denetleme kontroliinii — probe check control (PCC)

igerir.

SPC: Hedef bakterinin uygun islemlendigini kontrol etmek ve PCR reaksiyonunda
inhibitér varligimmi gostermek i¢in kullanilir. Negatif olarak sonuglanan bir testte pozitif
olmalidir, pozitif olarak sonuglanan bir testte, negatif veya pozitif olabilir. Negatif testte SPC

sinyali tespit edilemediginde sonug gegersiz sayilir.

PCC: GeneXpert sistemi reaktif rehidrasyonu, kartusta PCR tiipiiniin dolumu, prob
biitlinliigii ve boya kararhiligint dogrulamak i¢in kalite kontrol 1-2 problari ile rpoB ve SPC

problarmim floresan sinyallerini dlger. PCC kabul kriterlerini karsiladiginda gegerli sayilir.
Islem Basamaklan:

1. Steril olmayan Ornekler dekontaminasyon islemi sonrasi, steril olan ornekler

dogrudan caligilir.

2. PCR c¢aligilacak ornekler, 50 mL’lik falkon tiiplerinde 1.2 mL 6rnek ve 1.2 mL

ornek hazirlama soliisyonu (GX o6rnek reaktifi) olacak sekilde karistirilir.
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3. Falkon tiipleri 5 dk araliklarla vortekslenerek 15 dk oda sicakliginda bekletilir.

4. Tek kullanimlik kartusun kapagi acgilir. Hazirlanan karisimdan steril bir pipetle 2
mL kadar (steril pipet ilizerindeki ¢entigin oldugu yere kadar) alinir, kartusa yiiklenir ve
kartusun kapagi kapatilir. Kartuslarin, etiketli olmayan ve cihaza girecek ¢ikintili kismi olan

arka ylizeylerine temas edilmemesine dikkat edilir.

5. GeneXpert cihazinin bagli oldugu bilgisayar ve GeneXpert cihazi agilir.
Bilgisayarda bulunan “GeneXpert DX” programinda modiillerin uygunlugu gézlendikten

sonra “Create test” ikonuna tiklanir.

6. Ornek numarasi ve kartus barkodu cihaza tanimlanir. Kartusun yerlestirilecegi

modiil (Al veya A2 veya A3 veya A4) secilir.

7. Yesil 151k yanip sonmeye baslayinca kartus yerlestirilip modiiliin kapagi kapatilir ve

yesil 151k devamli yanana kadar kapaga basili tutularak test baglatilir.

Cihazmn sonug verme islemi yaklasik iki saat siirmektedir. Test sonuglandiginda testin
calisildig1 modiilde yesil 151k soner, modiiliin kapagi otomatik olarak agilir. GeneXpert sistemi
Olciilen floresan sinyallere ve mevcut hesaplama algoritmalarina goére sonuglar1 yorumlar ve

sonuglar GeneXpert Dx programinda ‘View Results’ penceresinde goriintiilenir.

Ornekte MTK hedef bélgesinin saptanmasi, PCC’nin gecerli oldugunu ve SPC
sinyalinin gerekli olmadigmi gosterir. Diisiik dongii esigi — cycle threshold (Ct) degerleri,
DNA hedefinin baslangicta daha yiliksek bir diizeyde oldugunu; yiiksek Ct degerleri, DNA
hedefinin baslangicta daha diisiik bir diizeyde oldugunu gosterir. Cihaz yaziliminda bu sonug,
‘MTB DETECTED’ metniyle izlenir. “Mycobacterium tuberculosis kompleks DNA’s1
saptand1” olarak rapor edilir. Bu sonuglardan "Rif Resistance DETECTED" metni ile
izlenenler, “Rifampisin direncini belirleyen mutasyon saptandi, ila¢ direng testi ile
dogrulanmasi gerekmektedir” olarak rapor edilir. "Rif Resistance NOT DETECTED™" metni ile
izlenenler, “Rifampisin direncini belirleyen mutasyon saptanmadi, ila¢ direng testi ile
dogrulanmast gerekmektedir” olarak rapor edilir. "Rif Resistance INDETERMINATE"
metniyle izlenenler ise “Rifampisin direncini belirleyen mutasyon belirsizdir, ilag direng testi

ile belirlenmesi gerekmektedir” olarak rapor edilir.
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Ornekte MTK hedef bolgesinin tespit edilmedigi, SPC ve PCC’nin gecerli oldugu
durumlarda, cihaz yazilimmda ‘MTB NOT DETECTED’ metniyle goriintiilenen sonuglar
“Mycobacterium tuberculosis kompleks DNA’s1 saptanmadi” olarak rapor edilir.

Testin gecersizligi, hata varlig1 veya yetersiz veri sebebiyle cihaz sonu¢ vermedigi

takdirde 6rnekte MTK varligi veya yoklugu belirlenemedigi igin test tekrar edilir.
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6. BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’na Haziran 2012 — Kasim
2016 arasinda tiiberkiiloz 6n tanisi ile 12086 6rnek gonderildi. Bu ¢alismaya; 12086 6rnekten
boyali mikroskobik inceleme, kiiltiir yanisira PCR (GX testi) testleri i¢in de gonderilen 4199
hasta Orneginin sonuglar1 dahil edildi. Gonderilen klinik 6rneklerin Kinyoun boyali

mikroskobik inceleme, kiiltiir ve GX testi sonuglar1 karsilastirmali olarak incelendi.

Calismaya dahil edilen 4199 6rnekten 1361’1 (%32.4) solunum yolu, 2838’1 (%67.6)
solunum yolu dig1 6rneklerden olugsmaktaydi (Tablo 3). Solunum yolu 6rneklerinin; %36.6’s1
(498) balgam, %30.3’i (412) BL, %14.8’1 (202) BAL, %12.1°1 (165) AMS ve %6.2’si (84)
TS o6rnegiydi (Tablo 4). Solunum yolu dis1 6rneklerin; %47.9’u (1359) steril viicut sivisi,
%27.2’si (771) doku 6rnegi, %10.7’si (305) abse ve aspirasyon materyali, %8.2’si (234) idrar
ornegi, %2’si (56) kemik 1iligi 6rnegi, %1.9’u (53) kan o6rnegi ve %2.1°1 (60) ise diger
ornekler (diski, stiriintii 6rnekleri gibi) idi (Tablo 5). Steril viicut sivilarinin; %43.4’{ plevra
stvist (590), %33.7°si BOS (458), %10’u periton stvist (136), %7.2°si eklem sivis1 (98) ve
%S35.7’s1 perikard sivis1 (77) 6rnegiydi. Doku 6rneklerinin; %82.1°1 doku biyopsi 6rnegi (633),
%17.1°1 (132) lenf nodu biyopsisi ve %0.8’1 (6) plevral biyopsi 6rnegiydi.

Tablo 3. Orneklerin yillara ve almdig bdlgeye gore dagilmi.

Solunum yolu 6rnek sayis1 | Solunum yolu dis1 6rnek sayis1 | Toplam

Tarih [n(%)] [n(%)] [n(%)]
2012* 108 (2.6) 284 (6.7) 392 (9.3)
2013 268 (6.4) 482 (11.5) 750 (17.9)
2014 387 (9.2) 577 (13.8) 964 (23.0)
2015 363 (8.6) 697 (16.6) 1060 (25.2)
2016** 235 (5.6) 798 (19.0) 1033 (24.6)
Toplam 1361 (32.4) 2838 (67.6) 4199 (100.0)

* Haziran 2012'den itibaren gelen 6rnekleri kapsamaktadir.
** Ocak — Kasim 2016 arasinda gelen 6rnekleri kapsamaktadir.
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Tablo 4. Solunum yolu 6rneklerinin yillara ve drnek tiiriine gére dagilima.

Ornek sayis1 (n
Tarih Balgam |BL |BAL |AMS |TS
2012* 23 28 23 27 7
2013 85 69 34 63 17
2014 149 134 | 46 38 20
2015 134 125 | 51 24 29
2016** 107 56 48 13 11
Toplam 498 412 | 202 | 165 84
* Haziran 2012'den itibaren gelen ornekleri kapsamaktadir.
** Ocak - Kasim 2016 arasinda gelen drnekleri kapsamaktadir.

Tablo 5. Solunum yolu dis1 6rneklerin yillara ve 6rnek tiiriine gore dagilim.

Ornek sayisi (n)

Steril viicut Abse/aspirasyon _ Kemik
Tarih sivilar Doku |materyali Idrar | Iligi Kan |Diger
2012* 135 85 20 20 6 4 14
2013 241 108 41 47 14 15 16
2014 313 122 54 51 8 11 18
2015 319 176 109 66 10 9 8
2016** 351 280 81 50 18 14 4
Toplam 1359 771 305 234 56 53 60
* Haziran 2012'den itibaren gelen ornekleri kapsamaktadir.
** Ocak - Kasim 2016 arasinda gelen 6rnekleri kapsamaktadir.

Calismaya dahil edilen 4199 o6rnegin 110’unda (%2.6) kiiltirde MTK iiremesi
saptanirken, bunlarin 52’si (%47.3) solunum yolu 6rnegi, 58°1 (%52.7) ise solunum yolu dis1
ornek idi. Kiiltiirde MTK iiremesi saptanan orneklerin GX testi ile 82’sinde MTK DNA’s1
saptanirken (%74.5), mikroskobik incelemede 18’inde (%16.4) ARB goriildii. Orneklerin
32’sinde (%0.8) mikroskobik incelemede ARB pozitifligi mevcut olup, bunlarin 26’s1
(%81.2) solunum yolu 6rnegi, 6’s1 (%18.8) ise solunum yolu dis1 6rnek idi. Mikroskobik
incelemede ARB goriilen drneklerin 18’inde (%56.3) kiiltirde MTK {iiremesi saptanirken,
5’inde (%15.6) kiiltirde TDM {iremesi mevcuttu, 9’unda (%28.1) ise ilireme olmadi
Orneklerin 119’unda (%2.8) GX testi ile MTK DNA’s1 saptandi. Bunlarm 60’1 (%50.4)
solunum yolu 6rnegi, 59’u (%49.6) ise solunum yolu dis1 6rnek idi. GX testi ile MTK DNA’s1
saptanan Orneklerin 82’sinde (%68.9) kiiltiirde MTK iiremesi mevcut olup, 37’sinde (%31.1)
{ireme olmadi (Sekil 8). Ornek tiirlerinin kiiltiir, mikroskobi ve GX testi sonuglar1 Tablo 6’de

gosterilmektedir.
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Sekil 8. Orneklerin kiiltiir, mikroskobi ve GX testi sonuglari.

Tiim
omekler
(4199)
Solunum volu Solunum valu
omekleni dis1 5mekler
(1361) (2838)
MTK pozitif MTK negatif MTK pozitif MTK negatif
kiiltiir (52) kiiltiar (1309) kiiltiir (58) kiiltiir (2780)

ARB pozitif ARB negatif ARB pozitif ARBnegatif ARB pozitif ARBnegatif ARB pozitif ARB negatif
(15) (37) (11) (1298) (3) (55) (3) (2777)
GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif
(15) (28) 3) (14) 3) (36) @) (18)
———— —————— —————— ———— ————— ———— ———— ——————
GXnegatif GXnegatif GXnegatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GXnegatif

©) ) ®)* (1284)* © (19) 1 (2759)**

*3 6megin kiltir sonucu TDM.**29 6megin kiltir sonucu TDM.***7 émegin kiltir sonucu TDM.
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Tablo 6. Ornek tiirlerinin kiiltiir, mikroskobi ve GX testi sonugclart.

Ornek sayis1 (n)

Pozitif MTK kiiltiirii Negatif MTK Kkiiltiirii

ARB (+) ARB (-) ARB (+) ARB (5
Ornek tiirii GX (+) |GX(-) |GX () [GX () [GX(#) |GX () [GX(+) |GX (-) |Toplam
Balgam 10 0 11 4 2 4 8 459 498
BL 5 0 11 5 1 4 5 381 412
BAL 0 0 3 0 0 0 0 199 202
AMS 0 0 0 0 0 0 0 165 165
TS 0 0 3 0 0 0 1 80 84
Solunumyolu 1 0 28 9 3 8 14 | 1284 | 1361
ornekleri (tiimii)
Plevra sivisi 0 0 2 3 0 0 0 585 590
BOS 0 0 6 3 0 0 2 447 458
Periton 0 0 0 1 0 0 0 135 136
Eklem s1visi 0 0 0 0 0 0 0 98 98
Perikard sivisi 0 0 0 0 0 0 0 77 77
Doku biyopsisi 1 0 6 4 0 0 7 615 633
Lenf nodu 2 0 1 6 0 0 0 123 | 132
biyopsisi
Plevral biyopsi 0 0 0 0 0 0 6 6
Abse/aspirasyon | 0 18 1 2 1 4 279 | 305
materyali
Idrar 0 0 1 0 0 0 2 231 234
Kemik iligi 0 0 0 1 0 0 0 55 56
Kan 0 0 1 0 0 0 0 52 53
Diger ornekler 0 0 1 0 0 0 3 56 60
Solunum yolu
dis1 6rnekler 3 0 36 19 2 1 18 2759 2838
(tiimii)
Tiim 6rnekler 18 0 64 28 5 9 32 4043 4199

Orneklerin 41°inde (%1) kiiltiirde TDM iiremesi saptandi. Bu &rneklerin mikroskobik

incelemesi sonucunda ARB 5’inde (%12.2) goriilirken, 36’sinda (%87.8) goriilmedi.

Kiiltirde TDM iireyen orneklerin higbirinde GX testi ile MTK DNA’s1 saptanmamis olup,

capraz reaktivite gdzlenmedi.

MTK saptanmasinda kiiltiir referans yontem alinarak; GX testinin duyarlilig1 %74.5,

ozgiilliigii %99.1, POD %68.9 ve NOD %99.3 (Tablo 7); mikroskobik incelemenin duyarlilig

%16.4, dzgiilliigii %99.7, POD %56.3 ve NOD %97.8 (Tablo 8) bulundu.
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Tiim Orneklerde ve solunum yolu ile solunum yolu dist 6rneklerde GX testi ile

mikroskobik incelemenin duyarliliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0.001).

Tablo 7. Kiiltiir referans yontem alinarak MTK saptanmasinda GX testinin duyarlilik,

Ozgiilliik ve 6ngori degerleri.

Test - Ornek tipi Duyarhlk | Ozgiillik |POD |NOD

GX testi - Tiim érnekler %74.5 %99.1 %68.9 | %99.3
GX testi - Solunum yolu érnekleri %82.7 %98.7 %71.7 | %99.3
GX testi - Solunum yolu dis1 6rnekler |  %67.2 %99.3 %66.1 | %99.3
GX testi - ARB pozitif 6rnekler %100.0 %64.3 %78.3 | %100.0
GX testi - ARB negatif érnekler %69.6 %99.2 %66.7 | %99.3

Tablo 8. Kiiltiir referans yontem alinarak MTK saptanmasinda mikroskobik incelemenin

duyarhlik, 6zgiilliik ve 6ngorii degerleri.

Test - Ornek tipi Duyarhihk |Ozgiillik |POD |NOD
Mikroskobik inceleme - Tiim 6rnekler %16.4 %99.7 | %56.3 | %97.8
Mikroskobik inceleme -Solunum yolu érnekleri %28.8 %99.2 | %57.7| %97.2
Mlkroskpblk inceleme - Solunum yolu disi %59 %99.9WMsc50.0 | %98.1
ornekleri

Solunum yolu 6rnek tiirlerinde GX testinin duyarlihigi; BAL’da %100 (3/3), TS’de
%100 (3/3), balgamda %84 (21/25) ve BL’de %76.2 (16/21) bulundu.

Solunum yolu dis1 6rnek tiirlerinde GX testinin duyarliligi; idrarda %100 (1/1), kanda
%100 (1/1), diger ornekler grubunda %100 (1/1), abse-aspirasyon materyallerinde %94.7
(18/19), doku biyopsisinde %63.6 (7/11) ve lenf nodu biyopsisinde %33.3 (3/9) olmak iizere
tim doku orneklerinde %50 (10/20), BOS’ta %66.6 (6/9), plevra sivisinda %40 (2/5) ve
periton stvisinda %0 (0/1) olmak tizere BOS dis1 steril viicut sivilarinda %33.3 (2/6), kemik
iligi 6rneklerinde ise %0 (0/1) bulundu.

Mikroskobik incelemede ARB goriilen ancak kiiltiirde iiremesi olmayan ve GX testi
ile MTK DNA’s1 saptanmayan ii¢ hastaya ait dort 6rnekten; bir hastaya ait bir 6rnegin alindigi
sirada hastanin anti-TB tedavi aldig1 gézlemlendi. Mikroskobik incelemede ARB goriilen ve
GX testinde MTK DNA’s1 saptanan ancak kiiltiirde {iremesi olmayan dort hastaya ait beg

ornegin tamaminda hastalarm 6rnek alimi sirada anti-TB tedavi aldigi izlendi. GX testi ile
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MTK DNA’s1 saptanan ancak mikroskobik incelemede ARB goriilmeyen ve kiiltiirde iiremesi
olmayan 24 hastaya ait 32 drnekten; 12 hastaya ait 18 6rnek alindig1 sirada hastalarin anti-TB

tedavi altinda oldugu saptandi.

Kiiltiirde MTK iiremesi saptanan 110 6rnege MGIT SIRE yontemi ile IDT yapildi,
bunlarin 14’tinde sonug¢ gegersiz bulundu. Geri kalan 96 ornekten ikisinde MGIT SIRE
yontemi ile RIF diren¢li bulundu, GX testi ile bunlardan birinde RIF direncini belirleyen
mutasyon saptandi, digerinde ise MTK DNA’s1 saptanmadigi i¢in RIF direnciyle iliskili
mutasyon belirlenemedi. MGIT SIRE yontemi ile RIF duyarli olan 94 6rnekten GX testi ile
21’inde MTK DNA’s1 saptanmadi, 73’iinde ise MTK DNA’s1 saptandi. Yetmis ii¢ 6rne§in
birinde RIF direnci belirsiz olup, iiciinde RIF direncini belirleyen mutasyon saptandi, geri
kalan 69 6rnekte RIF direncini belirleyen mutasyon saptanmadi. GX testi ile MTK DNA’s1
saptanan ancak kiiltiirde liremesi olmayan 37 oOrnekten birinde RIF direncini belirleyen
mutasyon saptandi, birinde RIF direnci belirsiz olup, 35’inde RIF direncini belirleyen
mutasyon saptanmadi. GX testinde MTK DNA’s1 saptanmayan Ornekler, MTK DNA’s1
saptanip RIF direnci belirsiz olan 6rnekler ve MGIT SIRE ydntemi ile IDT sonucu mevcut
olmayan 6rnekler (gegersiz sonug veya kiiltlirde {ireme olmamasi) analiz dis1 birakildiginda;
GX testinin RIF direncini saptamada duyarlilig1 %100, 6zgiilliigii %95.8, POD %25 ve NOD
%100 bulundu.

Tablo 9. MGIT SIRE yontemi ve GX testi ile elde edilen RIF duyarlilik sonuglari.

(n) MGIT SIRE yontemi
GX testi RIF direngli | RIF duyarh | Toplam
MTK DNA’s1 saptandi - RIF direnci

1 3 4
saptandi
MTK DNA’s1 saptandi - RIF direnci 0 69 69
saptanmadi
Toplam 1 72 73

Iki testle de RIF direngli saptanan bir érnegin, GX test sonucu diisiik diizey pozitif
olup, prob E Ct degeri 0 idi. MGIT SIRE yontemi ile RIF duyarl, GX testi ile RIF direncini
belirleyen mutasyon saptanan ii¢ drnegin GX test sonucu iki 6rnekte diisiik diizey, bir 6rnekte

cok diistik diizey pozitif olup, ticiinde de prob A Ct degeri 0 idi.
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7. TARTISMA

TB, insanlik tarihi kadar eski bir gegmise sahip olmasma ragmen halen tiim diinyada
onemli bir halk saglig1 sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hava yoluyla bulasan bir hastalik
olmas1 nedeniyle toplum sagligi agisindan TB kontrolii dnemlidir (39). 2015 yilinda yaklagik
10.4 milyon yeni TB vakasinin mevcut oldugu ve bu nedenle 1.4 milyon 6liim oldugu tahmin
edilmektedir (1).

TB kontrolii; insidans, prevalans, morbidite ile mortalitenin azaltilmasi1 ve bu
azalmada devamliligin saglanmasi olarak ifade edilebilir. Hastalara erken ve dogru tani
konulmasi, dogru ve etkili tedavi baslanmasi, tedavide DGTS uygulanmasi ve tedavinin kiir
saglanarak tamamlanmas1 TB kontroliiniin temelini olusturmaktadir (39). CID/RD-TB ve
YID-TB olgulari ise diinya ¢apinda TB ve HIV kontrol programlarini olumsuz etkilemektedir
(2,3).

Konvansiyonel laboratuvar yontemlerinden direkt mikroskobi TB tanisinda diisiik
duyarhiliga sahiptir. Tamda altin standart olan ve ardindan IDT’nin de yapilabildigi kiiltiir
yontemi ise zaman alic1 olup ek biyogiivenlik 6nlemleriyle egitimli personel gerektirmektedir
(4,5,52). MTK ilag direncinin ve CID/RD-TB suslarinin hizli tanis;; TB hastalarinin dogru
tedavi almasini saglamakta, direng gelisimini simirlayarak etkin TB kontroliinde rol almaktadir
(2). Giintimiizde, tedaviye daha erken baslama imkanm1 ve daha etkin halk sagligi
miidahalelerine olanak saglamak amaciyla PCR gibi molekiiler yontemler, klinik 6rnekten
hizl1 tan1y1 desteklemek iizere kullanilmaya baslanmistir (4,5). Ulkemizde; TB siipheli ARB
negatif olgular ve mikroskobi duyarliligmin diisiik oldugu akciger dis1 TB siipheli olgularda
molekiiler yontemlerin tanida kullanilmasi dnerilmektedir (39). DSO; 2010 yilindan itibaren
eriskinlerde akciger TB’si tanisinda, 2013 yilindan itibaren ise cocuklarda ve akciger dist
TB’nin belirli formlarinda; HIV-TB birlikteligi olan veya CID-TB siipheli vakalarda ve TB
stipheli olgularda GX testinin ilk test olarak kullanilmasini dnermektedir. Ayrica mikroskobik
incelemede ARB negatif orneklere ileri inceleme gerektiginde, GX testinin ek test olarak
kullanilabilecegi bildirilmektedir. Bu test, gliniimiizde akciger TB’si siipheli vakalarda ilk test

olarak kullanilmak {izere bir¢ok iilkenin ulusal tan1 algoritmalarma dahil edilmistir (1,59).

Laboratuvarimizda MTK tanisinda Kinyoun boyali mikroskobik inceleme, kiiltiir i¢in
LJ besiyeri ve MGIT 960 sistemi ile molekiiler yontem olarak GX testi kullanilmaktadir.
Calismamizda kiiltiir altin standart kabul edilerek mikroskobik inceleme ve GX testinin

etkinligi retrospektif olarak degerlendirildi.
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Ulkemizde Ozkiitiik ve ark. tarafindan 2639 klinik 6rnekle (1611 solunum yolu, 1028
solunum yolu dist 6rnek) yapilan retrospektif bir ¢aligmada, kiiltiir ile karsilastirildiginda
mikroskobik incelemenin duyarlilik ve 06zgilliigii siwrasiyla, tiim ornekler igin %56.7 ve
%98.7; solunum yolu ornekler igin %63.2 ve %98.6; solunum yolu dis1 ornekleri igin ise
%41.8 ve %99 bulunmustur (60). Zeka ve ark. tarafindan 429 6rnekle (253 solunum yolu, 176
solunum yolu dis1 6rnek) yapilan ¢alismada ise, kiiltiir ile karsilastirildiginda mikroskobik
incelemenin duyarlilik ve 6zgiilliigii sirastyla; solunum yolu 6rneklerinde; %46.5 ve %99.7;
solunum yolu dis1 6rneklerde ise %12.9 ve %100 bulunmustur (5). ispanya’da Bunsow ve ark.
tarafindan 595 6rnekle (290 solunum yolu, 305 solunum yolu dis1) yapilan ¢alismada, kiiltiir
ile karsilastirildiginda mikroskobik incelemenin duyarlilik ve 6zgiilliigii sirasiyla; solunum
yolu orneklerinde %89.5 ve %96.8; solunum yolu dis1 6rneklerde %16.6 ve %99.6; tiim
orneklerde ise %78.5 ve %98.3 bulunmustur (4). Calismamizda; MTK i¢in kiiltiir pozitifligi
altin standart kabul edilerek Kinyoun boyali mikroskobik incelemenin duyarlilik ve 6zgiilliigi
sirastyla, tiim Orneklerde; %16.4 ve %99.7; solunum yolu 6rneklerinde; %28.8 ve %99.2;
solunum yolu dis1 6rneklerde %5.2 ve %99.9 bulunmustur. Calismamizda mikroskobik
incelemenin duyarlilik sonuglari, Ozkiitiik ve ark., Zeka ve ark. ile Bunsow ve ark. tarafindan
yapilan c¢alismalara gore diisiik bulunmus, 6zgiillik sonuglari ise benzer bulunmustur.
Boyama ydntemi olarak; Ozkiitiik ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada EZN kullanilmisken,
Zeka ve ark. ile Bunsow ve ark. tarafindan yapilan c¢alismalarda florokrom boyama
kullanilmistir. Laboratuvarimizda ise mikroskobik inceleme i¢in boyama yontemi olarak
Kinyoun boyama kullanilmaktadir. Calismamizda mikroskobik incelemenin duyarliliginin
daha diisiik saptanmasi, diger caligmalarda boyama yontemi olarak Kinyoun ydnteminden
goreceli daha duyarli oldugu bilinen florokrom ve EZN boyamanin kullanilmasi yanisira

calismamizdaki 6rneklerde basil yiikiiniin daha diisiik olmasi ile (39,41,61) aciklanabilir.

Mikroskobik inceleme hem tani amaciyla, hem de tedavi alan hastalarm izleminde
kullanilan basit, ucuz ve kolay bir yontem olup bir giin icerisinde sonug¢lanmaktadir.
Yontemin giivenilirligi biiylik olgiide Ornekte bulunan basil yiikiine bagli olup, ARB
pozitifligini saptayabilmek i¢in yayma yapilan Ornegin mL’sinde 5.000-10.000 bakteri
bulunmast gerekmektedir. Kiiltiir ile karsilastirildiginda, bu yontem genel olarak solunum
yoluna ait 6rneklerde daha yiiksek duyarlilik gostermektedir. Ayrica mikroskobik incelemede
ARB goriilmesiyle klinik ornekte canli-6lii basil ve MTK-TDM ayrim1 yapilamamaktadir.
Kiiltiir ile karsilastirildiginda, yontemin 6zgilliigii yliksek olmasina karsin duyarliligi; 6rnegin

miktari, tlrd, kalitesi, igerdigi bakteri miktari, uygulanan boyama teknigi, degerlendirilen
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hasta popiilasyonu ile uygulama ve degerlendirme yapanlarin deneyimine bagh degiskenlik
gostermektedir. Yontemin yalanci negatifligi, hastalardan genel popiilasyona mikroorganizma
bulas1 acisindan 6nem arz etmektedir. TB’nin mikrobiyolojik tanisinda temel yontem olan
mikroskobinin tanida yetersiz kalmasi nedeniyle ve IDT yapilabilmesi i¢in mutlaka altin

standart olan kiiltiir islemi uygulanmahdir (23,39,61,62).

Calismamizda MTK i¢in kiiltiir pozitifligi referans alindiginda, tiim 6rnekler i¢in GX
testinin duyarlilign %74.5, 6zgiilligi %99.1 bulundu. Ulkemizde Ozkiitiik ve ark. (60)
tarafindan yapilan ¢alismada, GX testinin duyarliligi %73.9, 6zgilligi %98.6; Zeka ve ark.
(5) tarafindan yapilan ¢alismada, GX testinin duyarlihigi %79.7, 6zgilligii %98.2 bulunmus,
calismamizdakine benzer sonuglar elde edilmistir. Ulkemizde yapilan bir baska calismada,
Ciftci ve ark. (63) tarafindan GX testinin duyarliligi %96, 6zgiilligl %98 olarak saptanmistir.
S6z konusu ¢alisgmada 6rneklerin gogunlugunu (%88) solunum yolu 6rneklerinin olusturmas,
kiiltirde MTK tiiremesi saptanan (%29) ve mikroskobik incelemede ARB goriilen (%13)
ornek oraninin yiiksek olmasi, testin duyarliligmin diger caligmalara gére daha yiiksek
bulunmasini agiklayabilir. Yine ililkemizde Albay ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, GX
testinin duyarliligi %95, o6zgilligli %99 bulunmustur (64). S6z konusu ¢aligmada Ornek
sayisinin daha az olmas1 (389 6rnek), kiiltiirde MTK iiremesi saptanan (%5.7) ve mikroskobik
incelemede ARB goriilen (%2.1) 6rnek oranmin ¢alismamizdan daha yiiksek olmasi, testin
duyarhiliginin daha yiiksek saptanmasina neden olabilecek etkenlerdir. Diinyanin birgok
bolgesinde yapilmis caligmalarda, GX testinin tan1 performansi agisindan olduk¢a degisken
sonuglar elde edilmistir. Calismalarda GX testinin duyarliligi %58-100, 6zgilliigii %86-100
arasinda degismektedir (65). Bu degiskenlik ¢alismaya alinan ornek sayisi, c¢alisma
grubundaki TB insidansi, 6rnek tiirlerinin dagilimi gibi ¢alisma tasarimiyla iliskili 6zelliklere
ve calismalarda mikroskobik incelemede ARB goriilen 6rnek oranindaki farklara bagh
olmaktadir (65,66). Calismamizda GX testinin duyarlilik sonucuna; Orneklerin Ssadece
%0.8’inin mikroskobik incelemesinde ARB goriilmesi ve ornek grubunun %67.6’smin

solunum yolu dis1 6rneklerden olugmasinin etki etmis oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda Orneklerin  %32.4’1 solunum yolu Orneklerinden olugmaktadir.
Solunum yolu ornekleri i¢in GX testinin duyarhiligi %82.7, ozgilligi %98.7 bulundu.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; solunum yolu érneklerinde GX testinin duyarhligi %80.8-
100 ve ozgilligi %98.8-99.4 arasinda degismektedir (5,60,64,67). Diinyada yapilan cesitli
calismalarda; solunum yolu 6rneklerinde GX testinin duyarliligi %67.9-%97.1 ve 6zgilliigii

%98-%99.6 arasinda degismektedir (4,68,69). Steingart ve ark. tarafindan 22 calismanin
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degerlendirildigi bir meta-analizde; solunum yolu 6rneklerinde GX testinin toplam duyarlilig1
%89 (%95 Cl: %85-92) ve ozgiilligi %99 (%95 CI: %98-99) olarak hesaplanmistir (65).
Calismalarda duyarlilik sonuglarinin degiskenlik gostermesinin solunum yolu 6rneklerinin de
tiirii ve dagilim1 arasindaki farkliliktan kaynaklandigi bildirilmektedir. Calismamizdaki 1361
solunum yolu 6rneginin; 498’1 balgam, 412’si BL, 202’si BAL, 165’1 AMS ve 84’i TS
ornegidir. Caligmamizda solunum yolu Ornek tiirlerinde GX testinin duyarhligi; BAL’da
%100 (3/3), TS’de %100 (3/3), balgamda %84 (21/25) ve BL’de %76.2 (16/21) bulunmustur.
Agrawal ve ark. tarafindan 149 BAL ve 21 balgam o6rnegiyle yapilan bir caligmada, GX
testinin duyarliligi balgamda %100 ve BAL’da %81.4 olarak bulunmus ancak balgam
orneklerinin sayica daha az olmasindan kisithilik olarak bahsedilmistir (70). Sharma ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, GX testinin farkli solunum yolu 6rneklerindeki tani performansi
arastirtlmis ve brongial yikama, Oksiiriikle ¢ikarilan balgam, BAL, endotrakeal aspirat ve
indiiklenmis balgam Orneklerinde testin duyarliligi sirasiyla %100 (2/2), %96.9 (380/392),
%90 (18/20), %87.5 (14/16) ve %84.2 (16/19) olarak bulunmus, oksiiriikle ¢ikarilan balgam
orneklerinde duyarliligin daha yiiksek oldugu bildirilmis fakat bronsiyal yikama ve
indiiklenmis balgam 6rneklerinin sayisinin azligindan dolay1 bu 6rneklerde testin tani1 degeri
tam olarak yorumlanamamustir (69). Calismamizda balgam Orneklerinde GX testinin
duyarhiliginin, Sharma ve ark. ile Agrawal ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmalara gore diistik
oldugu gozlenmektedir. Calismamizda kiiltirde MTK {iremesi saptanip GX testi ile MTK
DNA’s1 saptanmayan balgam Orneklerinin tamaminda mikroskobik incelemede ARB
goriilmedi. Bu 6rneklerde diisiik basil yiikii, testin duyarliligina etki etmis olabilir. Ozkiitiik ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismada, GX testinin duyarlihigi balgamda %86.2, BAL/bronsiyal
aspiratta %79 olarak ¢alismamizdaki bulgularla uyumlu bulunmus, endotrakeal/transtrakeal
aspiratta %60 olarak ¢alismamizdan farkli saptanmistir (60). Ancak s6z konusu ¢alisma ve
calismamizda kiiltiirde MTK iiremesi saptanan trakeal bolge 6rneklerinin sayica az olmasi ve
bu 6rneklerin uygun olmayan sekilde almabilecegi diigiiniildiigiinde bu 6rneklerin duyarhlig

acisindan ¢aligmalar arasindaki farki karsilastirmak uygun olmayabilir.

Calismamizda solunum yolu dis1 6rnekler, tiim 6rneklerin %67.6’sm1 olusturmaktadir.
Calismamizda solunum yolu dist 6rnekler i¢cin GX testinin duyarliligi %67.2 ve 6zgiilliigii
%99.3 bulunmustur. Ulkemizde yapilan galismalarda solunum yolu dis1 drneklerde kiiltiir ile
karsilastirildiginda GX testinin duyarliligt %58.2-83.3 ve ozgiilliigii %96.5-99.5 arasinda
degismektedir (5,60,64,67). Diinyada yapilan g¢esitli ¢alismalarda; solunum yolu dist
orneklerde GX testinin duyarliligt %33.3-83.6 ve oOzgilligli %98.2-99.9 arasinda
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degismektedir (4,52,71,72). Maynard-Smith ve ark. tarafindan 23 ¢alismanin degerlendirildigi
bir meta-analizde; solunum yolu dis1 6rneklerde GX testinin medyan duyarliligi %83,
ozgilligi %98 olarak bulunmus, duyarlilik sonuglart %25-100, 6zgiillik sonuglar1 %73-100
arasinda degiskenlik gdstermistir (73). Solunum yolu dis1 Orneklerde GX testinin
duyarliliginin g¢aligilan 6rnek tiirlerinin oldukga ¢esitli olmasina, 6rnekteki mikobakteriyel
yikii yansitan yayma durumuna, orneklem boyutuna, ¢alisilan hasta grubuna ve Ornek
islemleme prosediiriine bagh degiskenlik gosterdigi disiiniilmektedir. Diigiik duyarlilik,
ozellikle mikroskobik incelemede ARB negatif olan oOrneklerde akciger disit TB tanisimi
dislamada testin kullanimini kisitlamaktadir. Ancak bu meta-analizde elde edilen sonuglar
1s1¢inda GX testinin akciger dis1 TB tanisi i¢in onemli bir gelisme oldugu kanisina varilmis ve

DSO’niin GX testi ile ilgili 2014 yilinda yayinlanan kilavuzlar: desteklenmistir (73).

Calismamizdaki 2838 solunum yolu dis1 6rnegin; 590’1 plevra sivisi, 458’1 BOS,
136’s1 periton s1visi, 98’1 eklem s1vis1 ve 77°si1 perikard sivist olmak lizere 1359°u steril viicut
stvist, 771’1 doku (633’1 doku biyopsisi, 132’si lenf nodu biyopsisi ve 6’s1 plevral biyopsi),
305’1 abse ve aspirasyon materyali, 234’ idrar, 56’s1 kemik iligi, 53’1 kan ve 60’1 diger
orneklerden olugmaktadir. Caligmamizda solunum yolu disi1 6rnek tiirlerinde GX testinin
duyarliligy; idrarda %100 (1/1), kanda %100 (1/1), diger 6rnekler grubunda %100 (1/1), abse-
aspirasyon materyallerinde %94.7 (18/19), doku biyopsisinde %63.6 (7/11) ve lenf nodu
biyopsisinde %33.3 (3/9) olmak {iizere tiim doku 6rneklerinde %50 (10/20), BOS’ta %66.6
(6/9), plevra sivisinda %40 (2/5) ve periton sivisinda %0 (0/1) olmak iizere BOS dis1 steril
viicut sivilarinda %33.3 (2/6), kemik iligi 6rneklerinde ise %0 (0/1) bulunmustur. Maynard-
Smith ve ark. tarafindan yapilan meta-analizde; GX testinin toplam duyarliligi; plevral sivi
orneklerinde %34 olarak calismamizdaki sonuglara benzer bulunmus, lenf nodu biyopsi
orneklerinde %96, lenf nodu biyopsisi de dahil olmak iizere tiim doku Orneklerinde %88
olarak ¢aliymamizdakinden yiiksek bulunmustur (73). Mazzola ve ark. tarafindan yapilan
calisgmada GX testinin duyarliligi; BOS 6rneklerinde %100, pilly 6rneklerinde %95.6, idrar
orneklerinde %88.2, biyopsi drneklerinde %83.6, plevral siv1 drneklerinde ise %38 olarak
bulunmustur (72). Calismamizda doku Orneklerinde duyarliligin diisilk olmasi 6rnek
homojenizasyonunun tam olarak saglanamamasidan ve 6rnekte PCR inhibitorii varligindan
kaynaklanmis olabilir. Calismamizda kiiltiirde MTK iiremesi saptanan BOS ve diger steril
viicut s1vist orneklerinin tiimiiniin mikroskobik incelemede ARB negatif olmas1 gz oniinde
bulunduruldugunda, bu 6rnek tiirlerinde mikobakteriyel yiikiin az olmasina bagli olarak

duyarhligin diisiik bulundugu diisiiniilebilir. Bununla birlikte, DSO &zellikle hizli taninin
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hayati olacagt TB menenjit siipheli hastalarda BOS 6rneklerinde GX testinin baslangig testi

olarak tercih edilmesi gerektigini dnermektedir (59).

GX testinin degerlendirildigi ¢calismalarda elde edilen sonuclardaki degiskenligin en
onemli nedenlerinden biri ¢alisilan Orneklerin - mikroskobi sonuglaridir (59,65,73).
Calismamizda orneklerin %0.8’inde (32/4199) mikroskobik incelemede ARB goriilmiistiir.
Calismamizda GX testinin; ARB pozitif 6rneklerde duyarliligi %100 ve 6zgilligi %64.3,
ARB negatif orneklerde duyarliigi %69.6 ve ozgiilliigii %99.2 bulundu. Uretici firma
tarafindan GX testinin analitik saptama alt sinir1, 131 koloni olusturan birim — colony forming
unit (CFU)/mL (%95 CI: 106.2-176.4 CFU) olarak bildirilmektedir (74). GX testi ile MTK
DNA’snin saptanmasi, érnekteki mikobakteriyel yiike bagli olup, diisiik mikobakteriyel yiikii
isaret eden ARB negatifligi testin duyarhiligmi etkilemektedir. Ayrica, Ozkiitiik ve ark., ARB
negatif orneklerde GX testi ile duyarlihigin diisiik bulunmasimin, sivi ve kati olmak tizere iki
farkl kiiltiir yonteminin birlikte kullanilmas ile kiiltir duyarliliginin artmis olmasimna bagh
olabilecegini belirtmistir (60). Bununla birlikte, GX testi sadece MTK DNA’sin1 saptadigi
icin Ozellikle mikroskobik incelemede ARB goriilen 6rneklerde MTK-TDM ayriminda hizli

ve glivenilir bir aragtir (73).

Calismamizda GX testi ile yalanci pozitif sonug elde edilen 37 6rnegin (%0.9), 17°s1
solunum yolu 6rnegi (10 balgam, 6 BL, 1 TS), 20’si solunum yolu dis1 6rneklerden (7 doku
biyopsisi, 6 abse/aspirasyon materyali, 3 diger 6rnekler, 2 BOS ve 2 idrar) olusmaktadir.
Toplam 27 hastaya ait bu 37 6rnek incelendiginde 15 hastaya ait 23 6rnegin alindig1 sirada
hastalarin TB tanis1 nedeniyle anti-TB tedavi aldigi1 goézlemlenmis, bu orneklerde tedavi
sonrasi 6lii basil DNA’sma baglh GX testi ile MTK DNA’s1 saptandig1 diistiniilmiistiir. Ayrica
bu 6rneklerden 4 hastaya ait 5 6rnekte mikroskobik incelemede ARB pozitifligi saptanmistir.
Albay ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, 171 solunum yolu 6rneginden bir BAL 6rneginde
ve 218 solunum yolu dis1 drnekten bir lenf nodu biyopsisinde GX testi ile yalanci pozitif
sonu¢ elde edilmis; BAL Ornegi arastirildiginda, hastanin ge¢misinde TB 6ykiisii oldugu,
ancak uzun siiredir ila¢ tedavisi almadigi ve klinik iyilesmenin saglandigi 6grenilmistir.
Dolayis1 ile bu pozitifligin &lii basil DNA’sma bagl olabilecegi diisiiniilmiistiir (64). Ozkiitiik
ve ark. tarafindan yapilan ¢alisjmada GX testi ile 34 Ornekte (%1.3) yalanci pozitiflik
saptanmis, yalanci pozitif 6rneklerin ait oldugu hastalar arastirildiginda, 20’sinin daha onceki
orneklerinde kiiltirde tireme oldugu, TB tanisi ile anti-TB tedavi aldigi saptanmistir (60).
Chang ve ark. tarafindan 15 ¢aliymanin degerlendirildigi meta-analiz sonuglarina gore GX

testinin yalanci pozitiflik oran1 %1.6 olarak belirlenmis ve yalanci pozitifligin TB 6ykiisii olan
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hastalarda 6lii basil DNA’sina veya subklinik relapsa bagl olabilecegi ifade edilmistir (66).
Bununla birlikte Hillemann ve ark., GX sisteminde kapali reaksiyon ortamina bagli olarak
kontaminasyon riski diisiik olmasina ragmen kontaminasyonun da yalanci pozitifligin nedeni

olabilecegini ifade etmistir (52).

Calismamizda GX testi ile yalanci negatif sonug elde edilen 28 6rnegin (%25.5) 9’u
solunum yolu 6rnegi (5 BL, 4 balgam), 19’u solunum yolu dis1 6rneklerden (6 lenf nodu, 4
doku biyopsisi, 3 plevra sivisi, 3 BOS, 1 periton sivisi, 1 abse/aspirasyon materyali, 1 kemik
ilig1) olugsmaktadir. Bu 6rneklerin tamaminda diisilk mikobakteriyel yiikiin gostergesi olarak
mikroskobik inceleme ile ARB negatifliginin mevcut olmasmin yani sira 6zellikle doku
orneklerinde homojenizasyonun istenilen diizeyde saglanamamis olmasi, GX testinin yalanci
negatif sonu¢ vermesine neden olmus olabilir. Chang ve ark. tarafindan yapilan meta-analizde
GX testinin yalanci negatiflik oran1 %9.6 olarak belirlenmis, kiltiir ile 6rnekteki 10-100
CFU/mL kadar az miktardaki mikroorganizmanin saptanabilmesi ve GX testinin saptama alt
smirmm 131 CFU/mL olmas1 nedeniyle yalanci negatif sonuc¢larin ortaya c¢ikabilecegi

belirtilmistir (66,74).

Calismamizda MTK igin kiiltiir pozitifligi referans alinarak GX testi ve mikroskobik
incelemenin duyarhiliklar1 sirasiyla; tim Orneklerde %74.5 ve %16.4; solunum yolu
orneklerinde %82.7 ve %?28.8; solunum yolu disi 6rneklerde %67.2 ve %5.2 olarak
bulunmustur. Tiim 6rneklerde ve solunum yolu ile solunum yolu dist 6rneklerde GX testi ile
mikroskobik incelemenin duyarhliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0.001). Kiiltiirde MTK {iremesi saptanan 110 6rnegin 92’sinde mikroskobik
incelemede ARB goriilmemis ancak GX testi ile bu 92 Ornegin 64’iinde (%69.6) MTK
DNA ’s1 saptanmustir. iki testin de dzgiilliigii yiiksek bulunmustur. Steingart ve ark. tarafindan
gergeklestirilen meta-analizde GX testi ve yayma mikroskobisinin karsilagtirildigi 21 ¢alisma
degerlendirildiginde yayma mikroskobisinin toplam duyarliligi %65 olarak bulunmugken, GX
testinin toplam duyarliligi %88 olarak hesaplanmus, kiiltiir ile dogrulanmis vakalarda TB

saptanmasinin GX testi ile %23 oraninda arttig1 gézlenmistir (65).

Dogrudan klinik 6rnekten RIF direnci ile iligkili mutasyonlar1 saptayabilmesi, GX
testinin 6nemli bir avantajidir. RIF direngli suslarin %90-95’inde RRDR olarak bilinen rpoB
geninin 81 baz ciftlik bolgesinde mutasyon gézlenmesi, duyarli izolatlarda ise bu mutasyonun
olmamas: nedeniyle RIF, molekiiler IDT icin ideal hedeftir. RIF direngli izolatlar ayni
zamanda %85-90 INH direngli oldugundan, RIF direnci CID-TB tanis1 igin bir marker olarak
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kullanilabilmektedir (2,47). Calismamizda kiiltirde MTK {iremesi saptanan 110 Grnekten
14’iine sonug gegersizligi-hata nedeniyle MGIT SIRE yontemi ile sonug verilememistir. Geri
kalan 96 6rnekten 22’sinde GX testi ile MTK DNA’s1 saptanmadi. GX testi ile 5 6rnekte RIF
direncini belirleyen mutasyon saptanirken, iki 6rnekte RIF direnci belirsiz olarak sonuglandi.
GX testi ile RIF direncini belirleyen mutasyon saptanan 5 drnekten MGIT SIRE yontemi ile
ticiinde RIF duyarli bulunurken, birinde RIF direnci saptandi, birinde ise kiiltiirde tireme
olmadig1 i¢in IDT yapilamadi. GX testi ile RIF direnci belirsiz olan iki drnekten birinde
MGIT SIRE yontemi ile RIF duyarli bulunurken, diger drnekte kiiltiirde tireme olmadig1 i¢in
IDT yapilamadi. Calismamizda GX testinde MTK DNA’s1 saptanmayan drnekler ve MTK
DNA’s1 saptanip RIF direnci belirsiz olan érnekler ile MGIT SIRE yonteminde IDT sonucu
mevcut olmayan Ornekler (gecersiz sonug¢ veya kiiltiirde iireme olmamasi) analiz disi
birakildiginda; GX testinin RIF direncini saptamada duyarlilign %100, 6zgiilliigii %95.8, POD
%25 ve NOD %100 bulundu. Steingart ve ark. tarafindan yapilan meta-analizde; GX testinin
RIF direncini saptamada duyarlihigi %33-100, 6zgilligli %83-100 arasinda degisirken,
toplam duyarlilik %95, 6zgiilliik %98 olarak hesaplanmis ve testin yalanci direncgli ve yalanci
duyarl sonuglara sebep olabilecegi belirtilmistir (65). Boehme ve ark. tarafindan yapilan
calismada, GX testinin RIF direncini saptamada diisiik POD’ye sahip olmasi nedeniyle
ozellikle CID-TB prevalansinin diisiik oldugu bdlgelerde konvansiyonel yontemlerle
dogrulama testi yapilmasmin gerekli oldugu itizerinde durulmustur (75). Rahman ve ark.
tarafindan 92 balgam 6rnegiyle altin standart yontem olarak LJ proporsiyon IDT kullanilarak
iki molekiiler IDT ydnteminin karsilastirildig1 ¢alismada; GX testi ile LJ-IDT sonuglari
arasinda %93.5 uyum bulunmus, LJ-IDT ve molekiiler IDT arasindaki uyumsuzlugun
molekiiler yontemlerle vakalarin daha direngli saptanmasina bagh olarak ortaya ¢iktig: ifade
edilmistir. Buna neden olarak; molekiiler yontemlerin fenotipik IDT’yi etkilemeyen sessiz
mutasyonlar1 saptayabilmesi ve GX testinin Ct degerleri arasindaki farki temel alarak direnci
ongoren kantitatif bir ydntem olmasindan dolay: bu testle LJ-IDT gibi kalitatif yontemlerden
daha degisken sonuglar elde edilebilecegi bildirilmistir (76). loannidis ve ark. da GX testinin
spesifik mutasyonlar1 saptamayan ama vahsi-tip sekansindan sapmalar1 saptayan bir test
olmasindan dolayr mikst enfeksiyon veya sessiz mutasyonlarmn oldugu vakalarda uyumsuz
sonuglarin ortaya cikabilecegini ifade etmistir (77). Bunsow ve ark. tarafindan yapilan
calismada; ¢aligmamizdaki sonuglara benzer sekilde GX testinin RIF direncini saptamada
duyarlihigi %100, 6zgilligli %96 hesaplanmis, yalanct direngli ii¢ sonugtan ikisinde prob B
Ct degerinde gecikme saptanmustir. Bu bulgunun fenotipik IDT ile iliskili olmayan kodon

514’teki sessiz mutasyona bagli olabilecegi diisiiniilmiis ve bu 6rneklerin birinde bu mutasyon
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saptanmustir (4). Calismamizda GX testi ile RIF direncini belirleyen mutasyon saptanan ancak
MGIT SIRE yontemi ile RIF duyarli bulunan 3 6rnegin prob A Ct degeri 0 idi. Ancak bu
orneklere dizi analizi yapilamadigi i¢in uyumsuzlugun nedeni tam olarak ortaya

cikarilamamustir.

Sonug olarak, GX testinin mikroskobik incelemede ARB goriilen orneklerde TB
tanisinda giivenilir bir yontem oldugu; 6zellikle solunum yolu dis1 6rnekler olmak iizere az
sayida basil i¢ceren mikroskobik incelemede ARB goriilmeyen orneklerde ise duyarliligimin
daha diisik oldugu belirlenmistir. Testin basit bir egitimle uygulanabilirligi ve ¢ok fazla
deneyim gerektirmemesi, iki saat gibi kisa bir siirede dogrudan klinik 6rnekten MTK DNA’s1
ve RIF direncini birlikte saptayabilmesi, mikroskobik incelemeye gére duyarlihgmimn daha
yiiksek olmasi goz oniinde bulunduruldugunda TB hizli tanisinda yararl bir yontem oldugu
sonucuna varilmistir. Ancak, test sonuglarinin daima kiiltiir ve fenotipik IDT sonuglariyla

dogrulanmasi1 6nerilmektedir.
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8. SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda MTK icin kiiltiir pozitifligi referans alindiginda, mikroskobik
incelemenin duyarliligi diisik bulunmustur. Yontemin 6zgiilligli yiiksek olmasina ragmen
yalanci negatiflik, hastalardan topluma bulag agisindan Onem arz etmektedir. Ayrica
mikroskobik incelemede ARB goriilmesiyle klinik ornekte canli-6lii basil ve MTK-TDM
ayrimi yapilamamaktadir. Mikroskobik inceleme, tanida yetersiz kalmasi nedeniyle mutlaka

altin standart yontem olan kiiltiir ile birlikte uygulanmalidir.

2. Calismamizda MTK igin kiiltiir pozitifligi referans alindiginda, ayn1 giin igerisinde
sonu¢ veren iki yontemden GX testinin TB tanisinda mikroskobik incelemeden daha iyi

performans sergiledigi gozlenmektedir.

3. GX testinin; mikroskobik incelemede ARB goriilen 6rneklerde TB tanisinda
oldukea giivenilir bir yontem oldugu, ancak 6zellikle solunum yolu dis1 6rnekler olmak {izere
az sayida basil igeren mikroskobik incelemede ARB goriilmeyen orneklerde duyarliligmin
daha diisiik oldugu gézlenmektedir. GX testinin; kullanict becerilerine ¢ok az bagli olmasi,
kolay uygulanabilirligi, hasta 6rneklerinin bekletilmeden tek tek calisilabilmesi ve iki saatten
kisa siirede sonug¢ vermesi gibi avantajlar1 gz oniinde bulunduruldugunda, ¢alismamizdaki
sonuglar bu testin TB siipheli vakalarda ilk test, mikroskobik incelemede ARB goriilmeyen
orneklere ileri inceleme gerektiginde ek test olarak kullanilmasmi éneren DSO onerilerini

desteklemektedir.

4. GX testi ile bakteri canliligi belirlenemedigi icin TB hastalarinda tedavinin

takibinde yararl olmayabilir.

5. GX testinin, TB olgularinda RIF direncinin hizli tespitinde bir tarama testi olarak
onemli islev gdrecegi diisiiniilse de yalanci direnglilik durumu gereksiz CID-TB tedavisi ve
tedavide kullanilan ilaglara ciddi yan etki gelisimi ile sonuc¢lanabilecegi icin test sonuglari

mutlaka fenotipik IDT ile dogrulanmalidir.

6. Kiiltlir yontemleriyle ortalama iireme siirelerinin (s1v1 besiyerlerinde 7-14 giin, LJ
kiiltiirii i¢in 21-42 gilin) uzun olmasi, ek biyogiivenlik Onlemlerine ve egitimli personele
gereksinim duyulmasina ragmen, TB tanisinda altin standartin hala bakteriyolojik kiiltiir
yontemi oldugu unutulmamaldir ve GX testi kiiltliir sistemlerini destekleyerek

uygulanmalidir.
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