OZET

Tuberkulozun kontrolinde, Mycobacterium tuberculosis complex’in (MTBC)
neden oldugu hastaligin erken tanisi 6nemlidir. Bu amagla son vyillarda
tuberkllozun hizli tanisinda nikleik asit amplifikasyon yontemleri yaygin olarak
kullaniilmaya baslamistir. Klinik 6rnekten direkt MTBC saptamaya yonelik nukleik
asit amplifikasyon temelli yontemlerden biri de PCR-ELISA'dir.

Bu calismada, PCR-ELISA yo6nteminin (ProDect MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS, bcs Biotect S.p.A., Cagliari, ltalia) akciger ve akciger digi
orneklerde guvenirliligi arastinimigtir. Calismada tuberkiloz kugskulu hastalardan
alinan 100 klinik drnek (76 akciger, 24 akciger disi drnek) mikroskopi, kultir ve
PCR-ELISA yontemi ile incelenmigtir. Altin standart yontem olan kultir ile birlikte
degerlendirildiginde, tum o&rneklerden elde edilen sonuglara gére PCR-ELISA
testinin duyarhligi %68.2, 6zgullugu %94 .1, pozitif prediktif dederi (PPD) %95.7 ve
negatif prediktif degeri (NPD) %60.4 olarak belirlenmistir. Akciger orneklerinde
duyarlilik, 6zgullik, PPD ve NPD sirasi ile %71.1, %93.5, %94.1 ve %69.0;
akciger disi orneklerde ise %61.9, %100, %100 ve %27.3 olarak saptanmistir.
Yayma pozitif akciger érneklerinde ise testin duyarliligi %83.3 ve 6zgulligu %100
olarak bulunmustur.

Sonug olarak; tuberkllozun hizli tanisinda PCR-ELISA yonteminin kismen
cok fazla ekipman gerektirmeyen bir yontem olmasi nedeni ile, 6zellikle yayma
pozitif akciger 6rnekleri icin, mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda tuberklloz
tanisinda rutin nikleik asit amplifikasyon testi olarak degerlendirilebilecegi

sonucuna varimigtir.

Anahtar sozcukler: Mycobacterium tuberculosis, PCR-ELISA, Nukleik asit

amplifikasyon testi, TUberklloz, Tani.



Evaluation of polimerase chain reaction-enzyme linked immunoassay
(PCR-ELISA) for direct detection of Mycobacterium tuberculosis in clinical

specimens

In controlling of Tuberculosis (TB), early diagnosis of disease caused by
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) is vital. Hence, nucleic acid
amplification methods for rapid diagnosis of TB methods came to be used widely
in recent years. PCR-ELISA is among nucleic acid amplification based methods
that are used for the direct detection of MTBC in clinical samples.

In this study, PCR-ELISA (ProDect MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS-
ProDect GEN E.L.LA., bcs Biotect S.p.A., Cagliari, Italia) was evaluated for
detection of MTBC in pulmonary and extrapulmonary clinical samples.

100 clinical samples (76 pulmonary and 24 extrapulmonary) from patients
suspected of TB were assested by microscopy, culture and PCR-ELISA methods.
When PCR-ELISA test results were compared to culture results taken as the gold
standard, the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values (PPV
and NPV) for whole specimens were found to be 68.2%, 94.1%, 95.7% and
60.4%, respectively. The sensitivity, specificity, PPV and NPV were 77.1%, 93.5%,
94.1%, 69.0% for pulmonary specimens and 61.9%, 100%, 100%, 27.3% for
extrapulmonary specimens, respectively. For smear positive pulmonary
specimens, the sensitivity and specivity were found to be 83.3% and 100%,
respectively.

In conclusion, PCR-ELISA method can be utilized cost-effectively, providing
results with the use of less equipment, as a routine nucleic amplification test for
the rapid diagnosis of tuberculosis in a mycobacteriology laboratory, specifically

for smear positive pulmonary samples.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, PCR-ELISA, Nucleic acid

amplification test, Tuberculosis, Diagnosis
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1. GIRIS VE AMAG

Tlberklloz (TB) tum ugraslara ragmen, dinyada en sik 6lime neden olan
enfeksiyon hastaliklarindan biri olarak hala en énemli halk saghgi problemlerinden
biridir. TB sadece gelismekte olan Ulkelerin degil, gelismis Ulkelerin de sorunu
olmaya devam etmektedir. Sosyoekonomik dizeyi dusuk toplumlarda ve immun
yetmezligi olan kigilerde daha sik gorulmektedir. Cogunlugu gelismekte olan
Ulkelerde olmak Uzere dunya nufusunun yaklasik Ugte birinin Mycobacterium
tuberculosis (MTB) ile enfekte oldugu, her yil ortalama 2-3 milyon kisinin TB
nedeniyle 6ldugu tahmin edilmektedir. Kontrol digi akciger TB’lu her hasta yilda
10-15 insana hastaligi aktararak TB’un yayilimini kériklemektedir (1, 2).

Etkin TB kontrol programinin en énemli asamasi aktif olgularin erken ve
dogru olarak saptanmasidir. TB hastalarinin erken tanisi ve tedavisi bu hastaliktan
toplumun korunmasinda en etkili yol oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle
tuberkuloza yakalandigi dusunulen hastalarin tanilarini kanitlayacak, duyarhligi ve
ozgullugu yuksek, hizli sonu¢ veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan
laboratuvar yontemlerinin gunlUk kullanima girmesi 6nemli bir zorunluluktur. Bu
nedenle klinik mikobakteriyoloji laboratuarlari, hasta érneginde M.tuberculosis’in
aranmasil, izolasyonu, identifikasyonu ile anti-tiberkiloz ila¢ duyarlihgini test
ederek TB’un yayihmini 6nlemede ve kontrol altina alabilmede 6nemli bir rol
ustlenmektedir (3, 4).

Tuberkulozda ilk tani klinik verilerle yapilmig olsa bile kesin tani igin etken
mikroorganizmanin konvansiyonel olarak direkt bakida goérilmesi ve kiltirde
uretilerek tanimlanmasi esastir. Ancak laboratuar tanida mikobakteriler yavasg
ureyen mikroorganizmalar olduklarindan kudlturde uUremenin godzlenmesi igin
ortalama 2-8 haftaya gereksinim duyulur. Ayrica organizmanin direkt bakida
saptanmasi da duyarlilidi distk bir yéontemdir (5).

Son vyillarda direncli basillerin izolasyonlardaki artis ve taniya yonelik

konvansiyonel testlerin pratik olmamalari, uzun zaman gerektirmeleri, tur



duzeyinde tiplendirme de yetersiz kalmalari, rutin kullanilma sorunlarinin
¢cbzumune yonelik arayislar yeniden gundeme getirmigtir. Bu amagla CDC hasta
takibi ve halk sagliginin koruma amagli olarak tanisal mikobakteriyolojide mevcut
en hizli yontemlerin kullanimini 6nermektedir. Son 10-15 yil igcinde mikobakteriler
hasta drneginden ve kultur ortamlarindan saptanmasi, tur duzeyinde tanimlanmasi
ve duyarlihk testleri icin 6zgulluk ve duyarliligi yuksek, guvenilir hizli sonug
verebilen ve kolay uygulanabilir yontemlerle ilgili ¢alismalar hiz kazanmigtir. Bu
sureg icerisinde geligtirilen ticari Grunlerin bir kismi gunumuzde diyagnostik amacla
mikobakteriyoloji laboratuvari rutin galismalari ve epidemiyolojik arastirmalar igin
kullanilimasina ragmen bir kisminin halen faz calismalari devam etmektedir.
Bunlar arasinda etken mikroorganizmanin nukleik asitlerinin aranmasina yonelik
molekuler (genotipik) yontemler tani sdrecini kisaltmada ve tedaviye yonelik
antibiyotik direnci ile ilgili mutasyonlarin saptanmasinda umut verici yontemler
olarak kullaniimaktadir. Guinumuzde 6zellikle yayma preparatin direkt bakida ARB
(aside direngli bakteri) pozitif akciger ornekleri icin dogrudan klinik érneklerden
mikobakterilerin saptanmasi ve tanimlanmasi amaci ile gelistirilen nukleik asit
amplifikasyon temeline dayali pek c¢ok ticari Urinler mevcuttur [Nukleik asit
amplifikasyon testi (NAAT)]. Bu testler tercihen direkt bakisi pozitif solunum
orneklerinde ayni gun igerisinde TB tanisi konulmasina yardimci olabilen
yontemlerdir (5, 6).

ProDect MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS testi (bcs Biotect S.p.A.,
Cagliari, Italia) M.tuberculosis’in DNA’sini direkt klinik érnekten saptamaya yonelik
olarak gelistiriimis ve PCR-ELISA yoéntemini kullanan ticari bir nukleik asit
amplifikasyon testidir. Testte M.tuberculosis’e spesifik IS6110 gen bdlgesi PCR
yontemi ile amplifiye edilmekte ve amplifiye edilmis spesifik DNA bdlgeleri DNA-
ELISA yéntemi ile gdsterilmektedir.

Bu calismada; bir nikleik asit arama testi olan PCR-ELISA ydnteminin
akciger ve akciger disi klinik érneklerde direkt M.tuberculosis saptanmasin da

guvenirliliginin aragtiriimasi1 amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tuberkiiloz ve Tarihgesi:

Tlberklloz (TB), tedavisindeki ilerlemelere ragmen halen tim dinyada
onemli bir mortalite ve morbidite nedeni olan, multisistemik tutulum gdsteren
kazeifiye granulomlarla karakterize bir enfeksiyon hastaligidir (1).

insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olan TB hakkindaki bilgiler, M.O. 3000
yil éncesine kadar uzanmaktadir (7). Tiberkiloz tanimi ilk kez M.O. 4. yizyilda
Hipokrat tarafindan yapilmistir (8). ilk tedavi énerilerini M.S II. yiizyllda Galen
ortaya koymustur. Vesailus (M.S.1478) TB hastalarinin otopsilerinde kaviter
lezyonlari bildirmistir. Sylvius ise TB’dan d6len hastalarin akcigerlerinde tiberkl
olarak adlandirdigi kiiguk sert nodullerin bulundugunu géstermistir (9).

Onyedinci ve 18. ylzyillarda sanayi devrimi, yoksulluk, yetersiz beslenen ve
kalabalik barinma kosullarinda yasayan insanlarin sayisini artirarak TB salgininin
genislemesine neden olmustur. Bu dénem dinyada TB’dan 6lumlerin en yuksek
dizeyde yasandigi dénemdir (10).

19. yy’a kadar sadece klinik olarak tanimlanan tuberkilozun bulasici bir
hastalik oldugu ilk defa 1868 yilinda bir Fransiz askeri doktoru olan Jean Antoin
Villemin tarafindan saptanmistir (11, 12).

ilk kez 1882 yilinda tiiberkiiloza neden olan etkeni buldugunu aciklayan
Robert Koch, kisa bir sure sonra 1891 yilinda, benzer sekilde immunolojide de
cigir acan Koch fenomenini tanimlamistir. Koch hastalarin akcigerlerindeki
lezyonlarda basili gostermis, bunu kultirde Uretmis ve Uretilen basil ile deney
hayvanlarinda tlberkuloz olusturmustur (13).

1907-1921 yillar1 arasinda calisan Calmette ve Guerin gunimizde de
profilakside en &énemli silah olan BCG (Bacillus Calmette Guerin) asisini
bulmuslardir. Seibert ve Glenn (1939) ise PPD’yi (Tuberculin Purified Derivative)
bulmuslardir (12).



Kemoterapi doneminden onceki tedaviler hastanin dogal direncini arttirmak
amaclyla yapilmaktaydi. Selman Walksman'in 1944 vyilinda streptomisini
bulmasiyla kemoterapi donemi baslamis oldu. Sonraki yillarda PAS, INH ve

gunumuizde de kemoterapide kullanilan diger ilaglar bulunmustur (8, 11, 12).

2.2 Epidemiyoloji:

2.2.1 Diinyada Tuberkiloz:

Gunumuzde TB dunyada ve Ulkemizde c¢ok onemli bir halk saghgi
sorunudur. Bugun dunya ndfusunun Ugte biri, yaklasik 1.7 milyar Kigi
Mycobacterium tuberculosis (MTB) ile enfekte oldugu ve her yil yaklagik 2 milyon
kisinin TB nedeniyle 6ldugu tahmin edilmektedir. (1, 14).

Diinya Saghk Orgitti (DSO) verilerine gére 2005 yilinda diinya genelinde
8.8 milyon yeni TB olgusu oldugu ve bunlarin 7.4 milyonunun Asya ve Afrika’nin
Guney Sahra ulkelerinden oldugu, 1.6 milyon kiginin TB nedeniyle dldugu tahmin
edilmektedir. Bu kotu senaryoya AIDS epidemisi yasanan Afrika ve Glneydogu
Asya’nin katkisi buyuUktar. Dinyada TB artisinda degisik faktoérler sorumludur.
Bunlardan en 6nemlileri; saglik politikalarinda TB’a yeterli énemin verilmemesi,
HIV epidemisi, sosyoekonomik kosullarda koétllesme ve demografik degisikliklerdir
(2).

Dunyada TB hastalarinin %80’ini kapsayan, en ¢ok hastanin oldugu ulkeler
yuksek hasta yuku olan Ulkeler olarak ele alinmaktadir. Buglin 22 ulke dinyadaki
TB hastalarinin %80’ini barindirmaktadir. Bunlardan en ¢ok hastanin bulundugu
bes Ulke Hindistan, Cin, Banglades, Filipinler ve Guney Afrika’dir (15).

TB hasta sayilarindaki artislar ve TB kontrol ¢abalarinin yeterince basari
saglayamamasi nedeniyle, DSO 1993 yilinda tuberkiloz igin acil durum ilan
etmistir. Boylece 1990l yillarda bagslayan DGTS (Dogrudan Goézetimli Tedavi
Stratejisi) uygulamalari, dinyada hizli bir sekilde yayillmistir. Bu stratejinin
hedefleri, belli bir toplumda beklenen balgam yaymasinda ARB pozitif hastalarin
%70’ini saptama ve bulunan hastalarin en azindan %85’inde kur elde etme olarak
belirlenmistir (16).

TB’a bagh olumler dunyadaki tim olimlerin %7’sini, az gelismis Ulkelerde

ise %26’sin1 olusturmaktadir. TlUberkilozun tek basina tim diger enfeksiyon



hastaliklarindan daha fazla 6lime sebep olmaktadir. Gelismekte olan Ulkelerde
diger urkaticu bir gercek TB hastalarinin ancak %46 sinin saptanabildigi ve

bunlarinda yaridan azinin tedavi imkanina kavusabildigidir (41,17).

2.2.2 Turkiye’de Tuberkuloz:

Tarkiye'de gecgen yuzyilin basinda TB ciddi bir epidemi nedeni olmustur ve
bu donemlerde TB olumleri, batin 6lum nedenleri iginde ilk sirada yer almistir.
Ulkemizde TB ile etkin miicadele 1950’li yillarda baslatiimis ve 1960 yilinda Verem
Savas Dispanserleri kurulmustur. Bunun sonucu olarak 1945 yilinda TB olumleri
yuzbinde 262 iken, 1950 yilinda yuzbinde 204’ye dusmustur (10, 17).

GUnUmuzde ulkemizdeki TB’un durumu deg@erlendirildiginde, hastalik
insidansi agisindan basarili kontrol programi uygulanmis Ulkeler ile koétu
programlar uygulamis ulkeler arasinda konumumuz oldugu gorulmektedir (17).
Verem Savas Daire Bagkanliginin 2007 raporuna gore (18); 1965’de yuzbinde 172
olan TB insidansi 2005 yilinda ylzbinde 26.0 olarak bildirilmistir. 2005 yili toplam
hasta sayisi Turkiye genelinde 20.535, yeni vaka sayisi 18.753 olarak
bulunmustur. Bu rakamlarin Turkiye’'de tim hastalari icermedigi bilinmektedir. Ayni
rapora gore; Ulkemizde tluberkiloz hastalarinin gogunlugunun geng yasta oldugu,
hastalarin %61.66’sinin 15-44 yas arasi hastalar oldugu bildirilmistir.

Verem Savas Daire Bagkanliginin 2007 raporuna gore; Ulkemizde TB’un
bakteriyolojik tanisinin konulmasinda da ciddi eksiklikler oldugu gorulmektedir.
2005 yilinda akciger TB’lu hastalarin yaklagik yarisinin (%55.6) yayma pozitif
oldugu ve %38.1’inin kultur pozitif oldugu bildirilmistir (18).

Dinyada 1999 vyili kohortunda DGTS uygulanan yerlerde hastalarin
%96’sinin, DGTS wuygulanmayan yerlerde %41’inin tedavi sonuglari
degerlendirilebilmistir. Turkiye, DGTS uygulanmayan bir tlke olarak listelenmekte
ve Turkiye tedavi sonucu vermeyen, yani degerlendiriiemeyen ulke olarak kayitlara
gecmekteydi (16). Ancak 2000 yilinda ilk uygulamalari baslayan DGTS, 2003 yil
itibariyla pilot olarak uygulanmig, 2006 yilinda tum Ulke geneline yayginlastiriimis
bulunmaktadir. 2005-2006 yilinda DGTS’ye hazirlik olarak yapilan egitimler ve
formlarin yenilenmesi, bireysel veri tabanina gecis ve yapilan degerlendirmeler
sonucunda Turkiye DSO’ne veri gonderen Ulkeler arasinda yer almistir. Saglik

Bakanligi Verem Savagi Dairesi Baskanligi tarafindan yurGtilen “Turkiye Ulusal



Tuberkuloz Surveyans Aragtirmasi (TUTSA)” ile toplanan ve degerlendirilen veriler

2007 yili raporu olarak yayinlanmigtir (17, 18 ).

2.3 Mycobacterium tuberculosis’in genel 6zellikler:

2.3.1 Taksonomi:

Mycobacterium cinsi Mycobactericeae ailesindeki tek cinstir. Bu cinsin
temel ozellikleri yavas uremeleri, aside direngli olmalari ve hicre duvarlarinda bol
miktarda lipid igermeleridir. Mycobacterium tarlerinin DNA’sindaki G+C orani %
61-71 olup (M.leprae hari¢c %55), diger mikolik asit iceren bakteri cinsleri ile
benzerlik gdstermektedir; Gordonia %63-69, Nocardia %64-72, Rhodococcus %
63-73 ve Tsukamurella %68-74. Sadece Mikobakteriler tam olarak aside direncli
boyanma 6zelligi gosterirken, diger cinslerde farkli derecelerde aside direnglilik
s6z konusudur (1).

DNA-DNA homolojileri %95'den fazla olan ve bakteriyolojik 0Ozellikleri
benzerlik goésteren M.tuberculosis, M.bovis, (M.bovis BCG dabhil), M.africanum,
M.microti, M.canetti turleri M.tuberculosis kompleks basligi altinda gruplandirilir ve
tanimlanir. Ayrica son zamanlarda M.caprae ve M.pinnipedii de bu gruba dahil
edilmistir (1,19). M.bovis genellikle akciger disi organ tutulumlarina neden olur.
GUnumuzde sutlerin pastorizasyonu ile birlikte goérilme sikhgr azalmistir.
M.africanum, Bati Afrikada nadiren hastalik meydana getiren bir tlrdtr. M.microti,
kemirici hayvanlar igin patojendir. M.canettinin c¢ocuklarda lenfadenit ve HIV
olumlu hastalarda jeneralize TB’a neden olabildigi bildirilmistir. M.bovis BCG asi
amach kullaniimaktadir (1). Tuberklloz basili terimi, kompleksin diger Gyelerinin
insanlarda ¢ok daha nadir patojen olmalari nedeniyle M.tuberculosis ile neredeyse
es anlamli olarak kullaniimaktadir (9, 1).

M.tuberculosis kompleks disinda kalan tim mikobakteriler ‘tiberkiloz digi
mikobakteriler’ (TDM) veya ‘atipik mikobakteriler’ olarak adlandirilir. M.tuberculosis
kompleks ve M. lepra disindaki mikobakterilerin timiU dogada, toprakta, suda
bolca bulunurlar ve ¢ogu patojen degildir. Ayrica hasta kigilerden diger insanlara
yaylhimlarina nadiren rastlanir (1). Hastalik etkeni olmaksizin vicutta kolonize
olabildikleri icin ayirimlarinin yapilabilmesi zordur. Mycobacterium cinsinin standart

karakterine uyan 120’den fazla TDM taru vardir (14).



TDM tarleri Ureme hizlarina gobre yavas Uureyen ve hizli Ureyen
mikobakteriler olarak iki sinifta toplanir. Hizli Greyen turlerde (Runyon grup V)
yedi gun ve daha kisa surede koloniler gorunur hale gelir. Hizli Ureyenlerden
patojen olanlar arsinda M.fortuitum kompleks (M.fortiutum, M.pregrinum),
M.cheloane kompleks (M.cheloane, M.abcessus) sayilabilirken, saprofitik olanlar;
M.thermoresistible, M.smegmatis, M.vaccae, M.phlei, M.flavescens’dir. Yavas
Ureyen turlerde ise daha uzun surelerde Ureme gozlenir Yavas Ureyen TDM grubu
pigmentasyon 6zelliklerine gore fotokromojenler (Runyon grup 1), skotokromojenler
(Runyon grup Il), fotokromojen olmayanlar (Runyon grup Ill), olarak uge
ayrilmaktadir. Fotokromojen olanlar karanlikta pigment olusturmazken gun
IsIginda sar1 veya portakal sarisi koloniler olustururlar. M.kansasii, M.marinum,
M.simiae, M.asiaticum bu guruptandir. Skotokromojenler hem isikta, hem de
karanlikta sari ve turuncu pigment meydana getirirler (M.scrofulaceum, M.xenopi,
M.celatum, M.szulgai, M.gordonae). M.gordonae disindakiler potansiyel
patojenlerdir. Fotokromojen olmayanlar isikta ve karanlikta pigment olusturmazlar.
Bu grupta M.avium, M.intracelulare, M.malmoense, M.ulcerans,
M.paratuberculosis, M.haemophillum, M.genavense patojendirler. Ayrica genellikle
saprofitik olup nadiren hastalik yaptigi disunulenler M.gastri, M.terrae, M.triviale,
M.nonkromogenicum ve M.schimodeidir (7, 9, 14, 20, 21).

Mikobakterilerin tlr tanimlanmasinda pigment olusumu ve Greme hizlari ile
birlikte pek ¢ok biyokimyasal test uygulanmaktadir. Ancak bu testler ginumuzde
yeni turleri ayirt etmekte yetersiz kalmaktadir. Tum klinik mikobakteri izolatlarinin
yaklasik %14°0 fenotipik yontemlerle tanimlanamamaktadir. TDM ayriminda yeni
identifikasyon ydntemlerinden olan molekller ve kromotografik yéntemler de
uygulanabilmektedir. Son yillarda, konvansiyonel tanimlama iglemlerinin yerine
DNA dizi analizi gibi molekuler yontemlerin uygulamaya girmesiyle
mikobakterilerin taksonomisinde onemli ilerlemeler saglanmis, ¢ok sayida yeni
mikobakteri tirt bulunmus ve yeni taksonomik gruplar tanimlanmistir. GlUnamuzde
16S rDNA dizi analizi, DNA-DNA hibridizasyonu ve housekeeping genlerin dizi
analizi yeni bir tr tanimlanirken kullanilan molekuler kriterlerdendir (22).

TDM tdrleri hem immun sistemi baskilanmis hem de normal olan
konaklarda tlberklloz disi hastaliklar meydana getirebilir. Siklik sirasiyla
pulmoner enfeksiyonlar, lenfadenitler, dissemine enfeksiyonlar, lokalize deri ve

yumusak doku enfeksiyonlari, tendon-kemik  enfeksiyonlari, kateter



enfeksiyonlarina neden olabilirler. HIV epidemileri ile birlikte ABD ve Avrupa’da
AIDS hastalarinin  %25-50’sinin TDM ile enfekte oldugu belirtiimektedir. Bu
etkenlerden en sik rastlanilani M.avium kompleks (MAC), ikinci siklikla da
M.kansasii'dir (1, 19).

2.3.2 Bakteriyoloji:

MTB; tipik olarak hafif kivrik ya da diz gubuk seklinde bir basildir. 1-4 ym
uzunlugunda ve 0,3-0,6 um ¢apinda, kapsulsuz, sporsuz ve hareketsiz bir basildir.
Anilin boyalari ile kolaylikla boyanmazlar. Gram boyamada ¢ok az mavi boya
alarak gram (+) boyanirlar. Hucre duvarinin yuksek lipid icerigi nedeniyle sert bir
hidcre duvarina sahiptirler. Hlcre duvarinda bulunan mikolik asit, fuksin veya
auromine O gibi arilmetan boyalarla stabil bilesikler yapar ve asit-alkol veya guglu
mineral asitler ile kargilastiktan sonra bile boyay! birakmazlar. Dekolarizasyon
direnci seklinde aciklanan bu Ozellikten dolayl “aside direngli bakteriler” (ARB)
olarak tanimlanmaktadirlar. Zorunlu aerob olmasi en énemli biyolojik 6zelligidir ve
oksijen yoklugunda Ureyemez. %5-10 CO, Uremeyi artirir. Oksijen
konsantrasyonunun yiiksek oldugu dokulara yerlesme egilimindedir. istemli hiicre
ici bir bakteri olan MTB’nin diger bir 6zelligi de Ureme hizlarinin oldukga yavas
olmasi olup, jenerasyon suresi 18-22 saattir. MTB 37°C’de 2-3 haftalik inklibasyon
sonunda Ustl ve kenarlari girintili ¢cikintili, kuru, sert, kirli beyaz, 1-2 mm ¢apli
pigmentsiz koloniler olusturur. Sivi besiyerlerinde ip yada kordon gibi bir gériiniime
neden olan kord faktérl olustururlar. Basilin endotoksini ve ekzotoksini yoktur.
Ancak hucre duvari ve sitoplazmada degisik yapida antijenler igerdiginden basil
hucresinin pargcalanmasi ile agiga c¢ikan komponentler konak¢l immun yanitini
ortaya ¢ikarirlar (1, 9, 19, 23).

2.3.3 Hiicre duvar yapisi:

Mikobakterilerin hlicre duvari yapisi gram negatif veya gram pozitif bakteri
hicre duvarlarindan oldukga farkli, kompleks bir yapidir. Bu kompleks yapi diger
bakterilerdeki gibi sitoplazmik membranim Gzerinde yer alir. Hucre duvarinin ana
yapisini, peptidoglikan-arabinogalaktan-mikolik asit kompleksi olarak adlandirilan

birbirine kovalent baglarla bagli U¢ polimerden olusur. Mikobakterilerin



peptidoglikaninda yer alan N glikolii muramik asit icerigindeki glikolil yapisi
nedeniyle bakteri lizozoma direnglidir. Peptidoglikan yapisinin tetrapeptid yan
zincirinin 3. pozisyonunda diaminopimelik asit yer alr. En icte yer alan
peptidoglikan, orta tabakayi olusturan arabinogalaktana fosfodiester bagi ile
baglidir. Arabinogalaktan polisakkaridin indirgenmemis ucunun 2/3'G mikolik asit
ile ester yapar. Arabinogalaktanin terminal ugclari lineer oligosakkaridler olup
molekulin esas immunojenik determinantini olugturur (24, 25, 26).

Mikobakteri hucre duvarinin kuru agirliginin %60’1 mikolik asidi de iceren
lipidlerden olusur. Mikolik asitler uzun, kompleks, dallanmis a-alkil, B-hidroksi yag
asitleri olup mikobakteri ve yakin iligkili turlere 6zgudur Peptidoglikana bagl buyuk
bir arabinogalaktan molekulu Uzerine yaklasik 30 kadar mikolik asit tutunmustur.
Hucre yuzeyine dik olarak yerlesen mikolik asit zincirleri, esit uzunlukta olmayan iki
karbon zincirine sahiptir. Mikolik asitlerin buyukligunun ve kimyasal yapilarinin
mikobakteri tlrlerine 6zgul olmasi tur dizeyinde tanimlanmalarini saglar. Mikolik
asitler, cok dusuk akigkanliga sahip olduklarindan birgok kemoterapdtik igin direng
saglarlar. Bu bariyer guclu asit ve bazlara dayanikliigin yani sira antikor ve
komplemanlarin etkisinden de bakteriyi korurlar ve enfeksiyon sirasinda
persistansi saglar. Ek olarak kord faktor (dimikoliltrehaloz) gibi mikolik asit iceren
glikolipidler sitokin salinimina bagli olaylari indUkleyerek virilans ve patogenezde
rol oynar. Bunlar arasinda sistemik toksisite, antitimoral aktivite, granilom
olusturucu aktivite, makrofajlardan kemotaktik faktorlerin salgilatiimasi, |6kosit
migrasyon inhibisyonu sayilabilir. Kord faktor ile birlikte virulansta rol oynayan
diger bir yapi hicre duvarinda periferik yerlesimli bir glikolipid olan sulfatidlerdir
(24, 25, 26).

Mikobakterilerin hicre duvari, yapiya kovalant bagl lipidler diginda pek gok
farkl tipte lipidleri de icerir. Bu hlicre duvar yapilarindan pek c¢ogu basilin
virulansinda ve patogenezinde 6nemli rol oynar. Bunlar trehaloz iceren glikolipidler
(kord faktord), balmumu (wax), lipoarabinomannan (LAM), lipomannan(LM),
fenolikglikolipidler, lipoglikan, glikopeptidolipidler, lipooligosakkaritler,
fosfotidilinozitolmannozidler (PIM), fosfotidiletanolamin ve triagilgliserollerdir (24,
26).

Hucre duvarinin altinda yer alan plazma membrani baslica, ozmotik
korunma ile iyonlarin ve diger molekullerin transportunda gorevlidir.

Mikobakterilerin plazma membraninda, LAM ve lipomannanpolisakkaritleri ve
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fosfotidilinozitolmannozid (PIM) gibi yapilar yer alir. LAM, sitoplazmik membrandan
baslayip, hicre duvarinin tim katmanlarini kat eder. MTB’in 6nemli antijenlerinden
olan LAM’In antijenik Ozelligini arabinoz Unitelerinin sagladigi gosterilmigtir (24,
26).

Mikobakterilerin hicre duvarinda, 6nemli islevleri olan pek c¢ok farkli
proteinler de yer almaktadir. Hicre bdlinmesinde rol alan enzimler ve duvar
polimerlerinin sentezinde rol almak, atiklarin hicre duvarindan gegisinde rol
oynamak, porinleri olusturmak ve antijenik 6zellik saglamak seklinde iglevleri
Ozetlenebilir. Isi soku proteinleri, MTB kompleksine 6zgul lipoproteinler (38Kda
gibi), sitoplazmik membrana bagli veya salgilanan proteinler (antijen85 gibi )

mikobakterilerin baglica proteinleridir. (24).

2.4 Laboratuvar tani:

Klinik, radyolojik ve/veya histolojik bulgularla bir hastada tuberkilozdan
kuskulanilabilir. Ancak hastaligin kesin tanisi sadece klinik érneklerde tliberklloz
basilinin varliginin kanitlanmasi ile mamkuindur (27).

TB tani ydntemlerinin amaci, klinik érneklerde mikobakterilerin varhgini
gOstermek ve hastalik etkeni olan tirl izole etmektir. Taninin tam ve dogru olarak
yapilabilmesi uygun &rnedin, uygun yontemle alinmasina, uygun sekilde
laboratuvara gonderilmesine, uygun sekilde islenmesine baglidir. Tani ve
tedavilerinde guvenilir sonug¢ veren yontemlere gereksinim duyulmaktadir (1).
Amerikan Hastalik Kontrol Merkezi (CDC), Amerikan Toraks Dernegi (ATS) ve
Amerikan Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi (IDSA) tarafindan ortak hazirlanan 2005
yili tiberkuloz kontrol hizmetleri igin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda; ARB
mikroskobisi, kiltlr, identifikasyon, birincil ve ikincil segenek ilaglar icin duyarlilik
testleri ve molekiler tani testlerinin uygulanabilmesi gerekliligi bildiriimektedir (3).

Tuberkuloz laboratuarina gonderilen pulmoner ornekler arasinda balgam,
indiklenmis balgam, aclik mide suyu (gastrik lavaj sivisi), bronkoalveolar lavaj
(BAL), bronsiyal firgalama, transtrakeal aspirat, larenks sUrlntisu gibi érnekler
sayilabilir. Ekstrapulmoner ornekler ise idrar, doku biyopsi ornekleri, beyin omurilik

sivisl, periton sivisi, plevra sivi ve perikardiyal sivi gibi érneklerdir (14).
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2.4.1. Orneklerin islemlenmesi:

Mikobakterilerle birlikte kontaminasyona neden olan bakteri ve mantarlari
ve bu mikroorganizmalarin etrafini saran |okosit, eritrosit, vucut sivilari ve doku
gibi organik kalintilar besiyerlerinde Uremeyi baskilarlar. Balgam gibi normalde
steril olmadigi dustnulen oOrneklerde bu organik kalintilari sindirmek ve
kontaminasyona neden olan organizmalari elimine etmek igin dekontaminasyon ve
homojenizasyon islemi uygulanir, daha sonra bakteri yodunlugunu artirmak
amaclyla konsantrasyon iglemi uygulanir. Laboratuvarda uygulanan islemler
biyoguvenlik kabinlerinde ve belirli standartlara uyularak yapilmalidir. (14, 28).

Dekontaminasyon amaciyla kullanilan c¢esitli yontemler mevcuttur bunlar
arasinda Sodyum hidroksit (NaOH), N-Asetil-L-Sistein (NALC) + NaOH,
benzolkonium kloride-trisodyum fosfat, oxalic asit yontemleri sayilabilir. Bugun
kontamine ornekler icin en c¢ok tercih edilen ve en yaygin kullanilan
homojenizasyon ve dekontaminasyon yontemi NALC-NaOH yontemidir (14).

BOS, vicut sivilari ve kan gibi normalde steril kabul edilen dérneklere
dekontaminasyon islemi uygulanmaz, bu &6rnekler 3000xg,15 dakika santrif(j
islemi uygulanarak konsantrasyon islemi yapilir. Orneklerin isisini santrifij islemi
sirasinda 20°C veya daha dusuk kalmasi i¢in mimkinse de sogutmali santrifij tipi
kullanilmalidir. Sogutmali santriflij érneklerin izolasyon oranini artirirken, izolasyon

suresini de kisalttigi bildirilmistir (14, 28).

2.4.1.1. NALC-NaOH yontemi:

Ornegin hacmine esit miktarda NALC-NaOH sollisyonu (50ml %4 NaOH +
50ml %2.9 Sodyum sitrat + 0.5gr NALC) eklenip vorteks ile iyice karigsmasi
saglandiktan sonra 15 dakika bekletilir. Sonrasinda Gzerine 50ml isaretine kadar
0.067M fosfat tamponu (pH6.8) eklenip, alt-Ust edilerek NaOH’in etkisinin strmesi
engellenirken materyalin viskozitesi de azaltilmis olunur. Yogunlastirma amaciyla
3000xg de 15 dakika santrifij de cevrilir ve Ust kisim bosaltilarak elde edilen

sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu eklenerek resiispanse edilir (14, 28).
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2.4.2. Mikroskobik inceleme

Klinik 6rneklerden ve kulturden mikobakterilerin varliginin gosterilmesi igin
aside direngli boyama yontemleri sonrasi mikroskopik inceleme ile basilin
gorulmesi en 6nce uygulanan, en kolay, en ucuz ve en hizli yontemdir. Ancak
mikroskopik incelemede aside direncli basilin gorulebilmesi icin Ornegin
mililitresinde en az 5000 kadar bakteri bulunmasi gerekmektedir, bu durum
yontemin duyarlihdini azaltmaktadir (14, 28, 29).

Aside direnclilik; bakterinin hucre duvarinin yapisina baglidir ve gelistirilmis
pek ¢cok boyama metodu bu 6zelligini gosterebilir. En sik kullanilan boyalar fenol
solUsyonu igeren boyalardir. Lipidden zengin hicre duvarina bu boyalar daha iyi
penetre olmaktadir ve renk giderici asid-alkol ile iglemlendiginde, hucre
duvarindan ilk boyanin uzaklastiriimasi ¢ok zordur. Sertlesen hicre duvari boyayi
birakmaz. Ek olarak zit renkli bir boya ile tekrar boyama iglemi aside direncli
bakterilerin (ARB) daha rahat gérunmesi igcinde kontrast saglayacaktir (14, 28).

ARB boyama igin dekontamine ve konsantre edilmis &rneklerden
hazirlanmis yayma preparatlar boyama éncesi U¢ kez alevden gegirilerek yada
elektrikli lam isiticisinda (65°C-75°C) en az 2 saat slreyle tespit edilir ve daha

sonra boyama islemi uygulanir (14, 28).

Mikobakteriler icin baslica iki ARB boyama teknigi gelistirilmistir (14, 28).
A. Karbol fuksin boyama; isik mikroskobu kullanilarak degerlendirilir.
a. Ziehl-Neelsen (EZN, Erlich Ziehl-Neelsen) boyama
b. Kinyoun boyama
B. Florokrom boyama; floresan mikroskobu kullanilarak degerlendirilir.
a. Auramine -rhodamine

b. Auromin O

Tanida en hizli ydontem mikroskobik inceleme olmakla birlikte TB olgularinin
yarisinda basil gorulmesi bu yontemin duyarlihgini dugurmektedir. EZN boyama
sonrasi mikroskopinin 6zgulligunun yuksek olmasina ragmen, duyarlihdr %22-78
arasinda degismektedir. Florokrom boyama ile duyarlilik artmakta ve tarama igin
harcanan zaman kisalmaktadir. Ancak Florokrom boyama ile pozitif bulunan

sonuglarin EZN yontemi ile dogrulanmasi énerilmektedir (14,19).
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2.4.2.1. Ziehl-Neelsen (sicak karbolfuksin) boyama:

Hazirlanan ve tespit edilen yayma preparat Ziehl-Neelsen karbolfuksin boya
ile kaplanir ve buhar g¢ikana kadar alttan yavasca isitilir. 3-5 dakika sureyle
buharlasmasi devam ettirilir ve sogumaya birakilir. Daha sonra sudan gegirilerek,
%3 asid alkolle lam kaplanir. Artik lamdan renk akmayincaya kadar yaymaya renk
giderme islemi uygulanir. Lam suyla iyice yikanir ve zit boyayla 20-30 sn boyanir.
Lam su ile tekrar yikanir. Havada kurutulur. Boyali preparat x100’lUk imersiyon
objektifinde (X1000 buyutme) incelenir (14).

2.4.2.2. Kinyoun boyama:

EZN boyama yontemindeki karbolfuksin boyadaki bazik fuksin ve fenol
konsantrasyonu arttirilarak, 1sitma islemini gereksiz kilan modifiye bir boyama

yontemidir (14).

2.4.2.3. Florokrom boyama:

Florokrom boya, lipidden zengin hlcre duvarina baglanarak basilleri
gorunur hale getirir. Bu yontemde basiller siyah zemin Uzerinde sari veya turuncu
floresans verecek sekilde gorulurler. Bu boyama yonteminde hazirlanan yayma
preparat florokrom boya ile kaplanir. Yaymanin 15 dakika slreyle boyanmasi
saglanir. Lam suyla yikanir. Lam asit-alkol ile 2 dakika renksizlestirme isleminden
gegcirilir. Potasyum permenganat ile 2 dakika zit boyama yapilir. Lam su ile yikanir
ve havada kurutulur. Floresan mikroskobi ile 20 ve 40 ‘lik objektifte incelenir (14,
28).

2.4.3. Kultiir yontemleri:

Kaltir yontemleri ge¢ sonu¢ vermesine ragmen; tur duzeyinde
identifikasyon islemleri igcin izolatlarin elde edilebilmelerini, bakterilerin
canliliklarinin  dogrudan gosterilmelerini, ila¢ duyarlilik testlerinin yapilarak

hastalarin dogru tedavi edilebilmelerini, ¢ogaltilan izolatlarin daha sonraki
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arastirmalar i¢in saklanmalarini saglamasi agisindan, TB’un tanisinda halen altin
standart olmaya devam etmektedir (30).

Mikobakteri kdlturt icin sivi ve kati besiyerleri kullanilabilmektedir. Kati
besiyerleri yumurta bazli besiyerleri ve agar bazli besiyerleri olarak iki grupta
incelenebilir. Bu besiyerlerinin timu, antibiyotik eklenerek selektif hale getirilebilir.
Yumurtal besiyerlerinde Ureme biraz daha iyi olmakla beraber, agar icerenlerde
ureme daha hizhidir. En hizli Greme ise sivi besiyerlerinde gbzlenmekte, ancak
koloni morfolojisini inceleme sansi olmamaktadir. CLSI mikobakterilerin primer
izolasyonunda klasik kati besiyerleri yani sira sivi besiyerlerinin de birlikte
kullanilmasini 6nermektedir. EGer iki kati besiyeri kullanilacaksa besiyerlerinden

birinin selektif olmasi onerilir (1, 14, 28, 31).

2.4.3.1 Yumurta bazli besiyerleri:

Yumurta bazli kati besiyerlerinden tum dunyada en yaygin kullanilani
Léwenstein-Jensen (LJ) besiyeridir. icinde tam yumurta veya yumurta saris,
patates unu, gliserol, cesitli tuz ve mineraller ve malasit yesili vardir. Bir diger
yumurtali besiyeri, Pentagrani Lowenstein-Jensen besiyeri'ne gore, inhibitdr
madde olan malasit yesilini daha ylksek konsantrasyonda igerir ve bu nedenle
kontaminasyonun ¢ok oldugu o6rneklerde tercih edilebilir. American Thoracic
Society Medium ise malasit yesilini en duslik konsantrasyonda igerir ve vicut
sivilar gibi steril 6rneklerde Onerilmektedir. Birgok mikobakteri turinun uremesini
ve tipik morfolojisi olusturmasini saglayan LJ besiyeri, ayrica uygun saklama
kosullarinda uzun raf Omrine sahiptir. Ucuz ve gulvenilirdirler. En 6nemli
dezavantajlari ise koloni olusumunun erken dénemde saptanmasindaki zorluk ve
antitberkuloz ilaglara kargi duyarlilik testlerinde ilacin besiyerinde dengeli
konsantrasyonda dagiimamasi ve pisirme (koagulasyon) sirasinda ilaglarin
inaktivasyonu olarak bilinmektedir. Opak bir besiyeri olan Léwenstein- Jensen
besiyeri’nde kolonilerin gortinebilir olmasi igin gerekli stire 18-24 giandur. L-J Gruft,

Mycobactosel L-J, antibiyotik iceren daha secici LJ besiyerleridir. (14, 23, 28).
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2.4.3.2 Agar bazl besiyerleri:

Agar bazl besiyerlerinden en yaygin olarak kullanilanlari Middlebrook 7H10
ve 7H11°dir. Bu besiyerlerinin igine zenginlestirici olarak Oleik asit, albumin,
dekstroz ve katalaz karisimi (OADC) eklenmektedir. Besiyerinin saydam olmasi
kolonileri erken saptama sansi verir, besiyerlerinde koloniler 10-12 glnde
mikroskop altinda incelendiginde saptanabilir. Bu hizli saptama biotin ve katalazin
ornekte bulunabilen zarar gormus basilleri situmule etmesine baghdir. Ancak
pahali olmasi, isI ve i1giktan etkilenmesi sonucu saklanma surelerinin nispeten kisa
olmasi besiyerlerinin dezavantajlaridir (14, 23, 28).

Middlebrook 7H10 en sik kullanilan agarli primer izolasyon besiyerleridir.
Kazein hidrolizatinin eklenmesi ile elde edilen 7H11 ise, izoniazide direngli
mikobakterilerin Uremesini, buna %2 gliserol eklenmesi ise Mycobacterium avium-
intracellulare’nin Uremesini saglar. Middlebrook 7H10 ve 7H11 malasit yesili
icermektedir, ancak yumurtali besiyerlerinden cok  daha dusuk
konsantrasyondadir. Ancak saydam Middlebrook besiyerlerinde daha erken sonug¢
vermesine karsin, uzatiimis inkibasyon surelerinde en ylksek pozitif sonuclari
Léwenstein-Jensen besiyeri vermektedir ve bu nedenle vazgecilmez sayilmaktadir
(1, 28).

Mycobactosel Middlebrook 7H10, Mitchison’s selektif 7H11 antibiyotik ve
antifungal icermeleri nedeniyle kontaminasyonun daha az siklikla gézlendigi

selektif agar bazl besiyerleridir. (23, 28).

2.4.3.3 Sivi besiyerleri:

Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween albumin gibi sivi besiyerleri
mikobakterilerin primer izolasyonu, stok suslarinin subkulttrlerinin yapilmasi, ilag
duyarlilik testleri ve diger in vitro testler icin inokulum hazirlamak amaciyla yaygin
olarak kullanilir. Ozellikle Middlebrook 7H9 en sik kullanilan sivi primer izolasyon
besiyeridir Ayrica ticari olarak kullanilabilen sivi bazli besiyeri sistemleride vardir
(23, 28).
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2.4.3.4 Hizl Kiultar Sistemleri:

Son yirmi yildir tUm danyada basari ile kullanilan hizli ticari kalttr sistemleri
mikobakterilerin Ureme surelerini kisaltan yontemlerdir. Bu sistemlerde genellikle
sivi besiyeri kullaniimakla birlikte, bifazik ve kati besiyerlerinin kullanildigi
sistemler de mevcuttur. bu sistemlerde genellikle Uremenin saptanmasi, gaz
basincindaki degisiklikler, CO, olugsumu ve oksijen kullanimi radyometrik,
florometrik veya kolorimetrik olarak Olcllerek yapilmaktadir. Hizli kultar sistemleri
1-3 haftada dremeyi saptarken, kati Dbesiyerlerinde Ureme 3-8 hafta
surebilmektedir. Ancak kati besiyerlerinde koloni morfolojisine ve mikst Uremeleri
g6zlemek mumkundur. Bu sistemler arasinda BACTEC 460TB sistemi (Becton
Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, Md.), BACTEC MGIT 960 sistemi (Becton
Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, Md.), VersaTREK (ESP culture system II)
(Trek Diagnostic Systems, Inc., Westlake, OH), BacT/Alert3D mycobacterial
detection system (bioMerieux, Hazelwood, Mo.), Septi-Chek AFB mycobacterial
culture system (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, Md.)
sayllabilir (1, 28).

2.4.3.4.1 BACTEC 460TB Radyometrik Sistem:

Yari otomatize hizli kaltir yontemi olan BACTEC 460 radyometrik sistemi
hizli ve guvenilir tani saglamasi nedeniyle altin standart olarak kabul gormus bir
sivl besiyeri sistemidir. Ticari kultur sitemleri arasinda en sik kullanilanlardan biri
olan BACTEC 460TB sistemi gerek primer izolasyon yoninden, gerekse ilag
duyarlilik testi yontinden, kati besiyerlerine UsttnlUkler saglamistir (1, 28 ).

Bu yontemde Kklinik 6rnekler radyoaktif C-isaretli palmitik asit iceren
Middlebrook 7H12 besiyerine (BACTEC 12B) ekilir. Besiyerinde Ureyen
mikobakteri **C-isaretli palmitik asiti metabolize eder ve **CO, meydana getirir.
BACTEC 460 cihaz, kiltir sisesindeki radyoaktiviteyi dlcerek ortaya cikan **COy'i
kantitatif olarak saptar ve tUreme indeks (growth index=Gl) olarak verir. Bu deger
uremenin miktari ile direkt orantilidir. Sistem klinik érneklerden mikobakterilerin
izolasyonu yaninda, antimikrobiyal duyarlilik testlerinde ve TDM’lerden MTB
kompleksi ayirt etmede de (NAP testi) kullaniimaktadir (28, 32).
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Yapilan ¢ok sayidaki ¢alismalarin sonucunda, BACTEC 460TB yontemi ile
M. tuberculosis izolasyon oranlari %91-100 arasinda bildirilmigtir. Yine bu
calismalara gore, mikobakteri cinsi ve Kklinik ornegin Ozelligi g6z oOnunde
bulundurulmaksizin, BACTEC 460TB yontemi ile mikobakterilerin 7-18 gunde
(ortalama 13 glin) saptanabildigi gosterilmistir (33, 34).

2.4.4. Nukleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT):

TB’un laboratuvar tanisinda ARB mikroskobisinin duyarlihdinin duguk
olmasi, kiltur de Uremenin uzun zaman almasi, hizli ve guvenilir sonuclar veren
yeni yontem arayislarina neden olmustur. Molekller yontemler, &zellikle
mikroskobi ile gorulmesi, kilturde Uretilmesi uzun zaman alan, zor veya olanaksiz
mikroorganizmalarin  saptanmasinda oOnemli rol oynamaktadir. Molekuler
yontemler oldukga hizli olmalari ve tanimlama araliklarinin genigligi nedeniyle
Mikobakteri enfeksiyonlarinin tanisinda da yaygin kullanim alani bulmustur Bu
molekuler yontemlerin tuberklloz tanisinda kullaniminin yayginlagmasi tiberkuloz
tanisina hiz kazandirmistir. Molekuler testler direkt klinik o6rneklerden
Mycobacterium  tuberculosisn  saptanmasi  yaninda, kultirde Uretilen
mikobakterilerin tlrlerinin saptanmasi veya tiplendirilmesi, antimikobakteriyal
ilaglara karg! direngli olup olmadiklarinin arastiriimasi ve epidemiyolojik
arastirmalarda da kullaniilmaktadir (5, 35, 36, 37).

Klinik ornekten direkt TB tanisina yonelik molekuler testler genel olarak
nikleik asit amplifikasyonu (NAA) temeline dayanmaktadir. Bu testlerde diger
enfeksiyon etkenlerinde oldugu gibi Mycobacterium tuberculosis’in 6zgul nukleik
asit  dizisinin, saptanabilecek duzeye gelinceye kadar c¢ogaltiimasi
amaclanmaktadir. Bu sistemler icin primer amplifikasyon hedefleri M.tuberculosis’e
6zgul IS 6110 insersiyon dizisi ve 16S rRNA geni ile 23S rRNA dir (38, 39, 40, 41).

Klinik drnekten direkt TB tanisina yonelik molekuler yontemler genellikle Ug
ana basamaktan olusgur:

ilk basamak klinik érnekten mikroorganizmanin niikleik asitlerinin elde
edildigi ekstraksiyon basamagidir. Degisik ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir:
Fenol-kloroform ydntemi, distile suda kaynatma, deterjanlar+proteinaz K, degisik

kimyasallarin kullanimi (Chelox-100, Guanidin vb.) ve sonikasyon gibi yontemler
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DNA ekstraksiyonu icin kullanilir. Ayrica ticari olarak kullanilan DNA/RNA
ekstraksiyon kitleride mevcuttur.

Ikinci basamakta hedef niikleik asit bélgesinin (DNA veya RNA) saptanabilir
dizeye gelinceye kadar ¢ogaltilmasi (amplifikasyon) basamagidir. Amplifikasyon
basamagi degisik tekniklerle gergeklestirilebilir. Bu tekniklerden en sik kullanilanlar
arasinda PCR (Polimeraz zincir tepkimesi), TMA (Transkripsiyon temelli
amplifikasyon), SDA (Strand displacement amplification) sayilabilir.

Uglincli basamak ise cogaltiimis olan hedef bdlgenin (amplikon) &zgiil
problarla saptanmasi basamagidir. Saptama basamagi da degisik tekniklerle
gerceklestirilebilmektedir [hibridizasyon, ters hibridizasyon (revers hybridization),
DNA-ELISA, gercek zamanh saptama (real-time detection), HPA (hybridization
protection assay) gibi] (38, 40).

Klinik o6rneklerden M.tuberculosis’in  saptanmasinda halen in-house
yontemler kullanilabilmesine karsin, Son yillarda ¢ok sayida ticari nukleik asit
amplifikasyon tesleri piyasaya surlimustur ve bunlardan ikisi tani amagli kullanim
icin FDA (Food and Drug Administration of the United States of America) onayi
almistir. GUnumuzde otomatize veya yari otomatize ticari NAAT giderek artan

oranda rutin tani testi olarak laboratuvarlarda kullaniimaktadir (6, 14, 35, 40).

2.4.4.1. In-house PCR:

Geleneksel in-house PCR, nikleik asitlerin istenilen bdlgelerinin, bolgeye
Ozel, sentetik oligonukleotid primerleri kullanilarak, in vitro ortamda
kopyalanmasini esas alir. Hedef olarak rRNA veya genomik DNA'nin ayirici 6zellik
tasiyan farkli bolgeleri kullanilabilir. Kopyalama islemi kisa slrer. Bu buyuk bir
avantajdir. Yontemin bir diger avantaji, az miktarlarda hedef molekil oldugu
hallerde dahi sonuca gidebilmektir. PCR igin, mililitrede 10 basil bulunmasi tani
icin yeterli olmaktadir. Burada en 6nemli faktér, DNA kontaminasyonudur. DNA
dayanikli bir molekuldir. Laboratuvar uygulamalari sirasinda aerosol ile
reaksiyona girerek, yalanci pozitiflik yaratabilir. Bununla birlikte, calisilan
materyalin tlrine gore, PCR'In inhibe olmasi s6z konusu olabilir ki bu da yalanci
negatif sonuglarin ortaya c¢ikmasina neden olur. Yéntemin guvenirliliginin
saglanmasi icin mutlaka bir negatif ve bir pozitif kontrol ¢alisiimali, sonuglar klinik

bulgular ve diger laboratuvar yontemleri ile bir arada degerlendiriimelidir (39, 40).
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DNA’nin cogaltilabilmesi icin PCR tepkime karisiminda olmasi gereken
elemanlar; DNA ekstrakti, primerler, dNTP karisimi, DNA polimeraz, tamponlar ve
MgCl, dir. Tum karigim thermal cycler aletine yerlestirilir ve spesifik PCR siklus
programi uygulanir. Amplifiye edilen PCR urunleri degigik yontemlerle belirlenir.
En yaygin kullanilan yontem agaroz jel elektroforezidir. Agaroz jel elektroferezinde
gorulebilmesi igin flouresan bir boyayla boyanir. Olusan DNA bantlari UV 1s1d1
altinda goérunar hale gelir (41).

In-house (home-Brew) PCR olarak tanimlanan teknikte standardizasyon
eksikligi nedeni ile laboratuvardan laboratuvara degisen duyarliik ve 6zgulluk
sonugclari elde edilmektedir. Bir ¢alismada 7 farkli laboratuarda ayni 200 6rnek
calisiimis ve %3-77 arasinda degisen yanlis pozitif sonuclar elde edilmistir (42).
In-house PCR kullanilarak yapiimis 84 calismanin bulgularinin degerlendirildigi bir
meta analiz sonucunda duyarlilik ve o6zgulligun sirasiyla %9-100 ve %6-100
arasinda degistigi gorulmustir (43). Bu nedenle gunumuzde Klinik dérneklerde
M.tuberculosis saptanmasinda daha standardize molekiler testler tercih
edilmektedir (38).

2.4.4.2. Ticari Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri:

Molekuler testlerde duyarhlik yUzdelerini arttirabilmek amaci ile yeni
yontemler gelistiriimeye c¢alisiimistir. Bu amagla in-house sistemlerden sonra ticari
sistemler de geligtirilmistir. Ticari sistemlerin kontaminasyon riskinin daha az
olmasi, kantitiatif sonu¢ verebilmesi, daha duyarli olmasi ve otomatizasyon

kapasiteleri gibi avantajlari vardir (44).

2.4.4.2.1. Amplicor MTB Test (Roche Molecular Systems, Branchburg,
NJ):

Klinik érneklerde M.tuberculosis kompleksin saptanmasinda kullanilan ilk
ticari kittir. Amplicor M.tuberculosis testi tim mikobakteri tirlerinde ortak olarak
bulunan 16S rRNA geninin 584 bp’lik bdlgesinin PCR ile ¢ogaltiimasi ve olusan
DNA amplikonlarinin M.tuberculosis kompleks’e 6zgu problarla kolorometrik
yontemle saptanmasi temeline dayanir. Testin 6rnek hazirlama (ekstraksiyon)

basamagi disindaki tim basamaklar (amplifikasyon ve saptama) Cobas Amplicor



20

cihazinda otomatik olarak gerceklesmektedir. Testte kontaminasyonu onlemek igin
urasil-N-glikozilaz  (UNG), inhibisyonun saptanmasi amaciyla internal
amplifikasyon kontroli bulunmaktadir. Test 6-7 saat icinde sonuglanir. Amplikor
MTD testi, direkt bakisi pozitif solunum 6rneklerinde tanisal amagla kullaniimasi
icin FDA (Food and Drug Administration of the United States of America) onayina
sahiptir (35, 39, 40).

Degisik calismalarda, direkt bakisi pozitif solunum o&rneklerinde testin
0zgullugu %100°e yakinken, duyarlihdr %90-100 arasinda bildiriimig, direkt bakisi
negatif solunum orneklerinde ise duyarlihgi %50-95.9 arasinda degistigi
gOsterilmistir. Direkt bakisi negatif solunum digi Orneklerde testin duyarlihgi
%17.2- 70.8 araligina dugmektedir (35, 39, 40).

2.4.4.2.2. Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct (AMTD) Test
(Gen-Probe Inc., San Diego, CA):

AMTD testi transkripsiyon esasina dayali amplifikasyon (TMA) ve Gen-
Probe hibridizasyon koruma teknigi (HPA) ile birlestiriimis bir sistem ile calisir.
Hedef Miko”bakteriyal 16S rRNA’nin 42°C’de izotermal olarak TMA ile gogaltiimasi
ve olusan RNA ampliconlarinin M.tuberculosis kompleks’e 6zgu akridinium esterle
isaretlenmis DNA problar ile kemiliminesans yontemle saptanmasi temeline
dayanir. Bir mikobakteri hucresinde bir kopya DNA bulunurken 2000'in Gzerinde
rRNA bulunmasi yontemin duyarhligini artirir. Tum iglemin tek bir tupte olmasi
kontaminasyon riskini azaltir. Ayrica hedefin rRNA olmasi ve RNA’nin dis ortamda
DNA'dan daha labil olmasi da kontaminasyon riskini azaltan bir faktordir. Testte
inhibitor varligini géstermek icin internal amplifikasyon kontroli bulunmamaktadir.
Test 2.5 saatte sonucglanmaktadir. Yontemin tum solunum orneklerinde tanisal
amagcla kullaniimasi FDA tarafindan onaylanmistir (35, 39, 40).

Testin 6zgullugu %100’e yakin, duyarlihdi ise direkt bakisi pozitif solunum
orneklerinde %91.7--100, direkt bakisi negatif solunum 6rneklerinde ise %65.5—
92.9 arasinda degistigi bildirilmistir (35, 40).
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2.4.4.2.3. BD ProbeTec ET System (Becton Dickinson, Sparks, Md):

SDA yontemi (Strand displacement amplification= dizi yer degistirme
amplifikasyonu) ile floresan enerji transfer (ET) saptama teknolojinin birlegtirildigi,
amplifikasyon ile saptamanin es zamanli gergeklestigi yari otomatize bir sistemdir.
M.tuberculosis kompleks’e 6zgu 1S6110 ve mikobakteri turleri igin ortak 16S rRNA
geninin (rDNA) izotermal olarak birlikte SDA yontemi ile ¢ogaltiimasi ve floresan
ET teknoloji ile olusan DNA amplikonlarinin M.tuberculosis kompleks’e 6zgu
floresan boya ile isaretlenmis DNA problari ile saptanmasi temeline dayanir.
floresan ET teknoloji, amplifikasyon ile es zamanli gergeklesen bir gercek zamanl
saptama (real-time detection) yodntemidir. BD ProbeTec ET testinde internal
amplifikasyon kontroli (IAC) bulunmaktadir ve test 3.5-4 saat icinde
sonuglanmaktadir. Bu yontem tanisal amagcla kullaniimasi igin hentiz FDA onayi
almamigtir (35, 40).

Literatlrde, testin 6zgullugu %98.5 -100, duyarlligi ise direkt bakisi pozitif
solunum orneklerinde %98.5-100, direkt bakisi negatif solunum 6rneklerinde ise
%33.3—100 arasinda bildirilmistir (35, 40, 46, 47, 48).

2.4.4.2.4. GenoType Mycobacteria Direct test (Hain Lifescience,

Nehren-Germany):

DNA strip teknolojisi ile Uretilmis revers hibridizasyon yontemi olan Line
Probe Assay (LIPA) ile dogrudan hasta érneginden tani amagclh kullanilan ticari
sistemdir. Bakterinin hedef 16S-23S rRNA bdlgesi izotermal olarak NASBA
(NUkleik asit dizi bazhh amplifikasyon) yontemi ile 41°C’de amplifiye edilir. Tek
sarmal biyotin isaretli amplikonlar membran strip Uzerindeki 6zgul problara
baglanir. streptavidin/alkalin fosfataz (AP) konjugat eklenmesi ile hibridizasyonun
oldugu bantlarda renklenme olusur. Test bant paterlerine gore gorsel olarak
degerlendirilir. Testin internal amplifikasyon kontroli vardir ve test 4-6 saatte
sonucglanmaktadir. Test MTBC disinda 4 tane NTM’nin es zamanl olarak
saptanmasini da saglamaktadir. Franco- Alvarez ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada duyarllik %92, 6zgullik %100, bulunmustur (30, 49).
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2.4.4.2.5. INNO-LiPA Testi (Innogenetics NV, Belgium):

Yontem PCR tabanl ters hibridizasyon temeline dayanmaktadir. Bu testte,
mikobakteriyel 16S-23S rRNA geni nested-PCR yontemi ile amplifiye edilmekte,
amplifikasyon sirasinda biyotinle isaretlenen amplikonlar LiPA (line prob assay)
yontemi ile nitroseluloz serit Uzerine yerlestiriimis rpoB gen bdlgesini (81bp’lik
parca) kapsayan 10 farkli 6zgul probla hibridize edilmektedir. Olusan hibridler
alkalen fozfatazla konjuge edilmis streptoavidin ve kromojen substrat ilavesi ile
gorsel olarak saptanmaktadir. Bu testte ile klinik dérnekten direkt olarak MTBC
varhgini saptarken, eszamanli olarak rifampisin direnci de saptanabilmektedir.
Test yaklasik 12 saatte tamamlanmaktadir, internal ampifikasyon kontrolt ve FDA
onay! yoktur (30, 35, 50, 51).

2.4.4.2.6. ProDect MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS testi (bcs Biotect
S.p.A., Cagliari, Italia):

M.tuberculosis’in DNA’sini direkt klinik érnekten saptamaya yonelik olarak
gelistiriimis ve PCR-ELISA yontemini kullanan ticari bir nikleik asit amplifikasyon
testidir. Testte M.tuberculosis’e spesifik 1IS6110 gen bodlgesi PCR yontemi ile
amplifiye edilmekte ve amplifiye edilmis spesifik DNA bdlgeleri DNA-ELISA (DNA
enzyme immunoassay) yontemi ile gosterilmektedir.

DNA-ELISA hibridizasyon ydntemi; mikroplate kuyucuklara kaplanmis,
streptoavidin-biotin bagli, hedef DNA bdlgesine komplementer tek iplikcikli prob
DNA ile amplifiye edilmis tek iplik¢ikli DNA’larin hibridizasyonu esasina dayanir.
Mevcut hibrit Uzerine anti-gift ipliki DNA ya baglanma o6zelliginde olan DNA
monoklonal antikor ilave edilmekte, hibridizasyon gerceklesmemis ise baglanma
olmadigindan yikama ile uzaklagmaktadir. Daha sonra ilave edilen HRP
(horseradish peroxidase) ile konjuge edilmis Protein A, DNA ile baglanmis antikoru
teshit etmekte, kromojen-substrat ilavesi ile renklenme olusmaktadir. Olusan
rengin spektrofotometrede okutulmasi ile bir absorbans degeri elde edilmekte ve
bu absorbans degerinin cut off degerinden yuksek bulunmasi klinik 6rnekte

M.tuberculosis bulundugu gdstermektedir (52).



23

2.4.4.2.7. Real-time PCR (LightCycler-Roche, iCycler-BIO-RAD, API
PRISIM 7000-Applied Biosystem):

Bu yontemde nukleik asit amplifikasyonu ile birlikte es zamanl olarak
gerceklesen saptama DNA’'ya baglanan boyalar veya floresan veren boyalar ile
isaretli problar ile gerceklesmektedir. Bunlardan biri Tag-Man problaridir. Real-
time PCR yontemlerinde sadece sicaklik dongulerini saglayan ‘thermal cycler’
yerine floresan olusumunu saglayan ve olusan floresani saptayan 6zel thermal
cyclerlar kullanilir. Sinyal siddeti, PCR GUrininun miktarina bagl olarak
artmaktadir. Ayrica tupler acilmadan test tamamlandidi igin kontaminasyon riski
azalmaktadir. Sinyal miktarinin her PCR dongusunde saptanabilmesini ve test
suresince takip edilebilmesini saglayan bilgisayar sistemine gereksinim vardir.
Yontemin avantajlari PCR sonrasi urin saptama basamaklarinin olmamasi,
kantitasyon vyapilabilmesi ve kontaminasyon riskinin ¢ok dusuk olmasidir.
GUnumuzde kullanim alani bulmus cesitli real-time PCR yontemleri mevcuttur.
Bunlar TagMan problarini kullanan, Syber Green Boyasi kullanilan ve FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) teknigini kullanan yontemlerdir. Diger
tanisal mikrobiyoloji alanlarinda kullanimlarinin aksine real-time PCR gecikmeli de
olsa TB tanisi i¢in adapte edilme noktasinda gibi gértlmektedir. En buylk beklenti
duyarliliktaki artistir, ayrica kantitatif sonuglar verebilmeleri tedavinin takibinde de
kullanilabileceklerini distundiurmektedir. (40, 53-56).

Bununla birlikte bariz vyararlari ve gelisme potansiyellerine ragmen,
NAAT’lerinin, kisa vadede, TB tanisinda kultirin vyerini almasi olasi
gorunmemektedir. Ayrica tedavinin takibi ve duyarlilik testlerinde halen kultur
esastir (40).
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3.GEREG VE YONTEM

3.1 Klinik Orneklerin Segilmesi:

Calismaya 02.06.2006 tarihinden itibaren Celal Bayar Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi Mikobakteriyoloji laboratuvarina tiberkiloz 6n tanisi ile gelen
76’s1 akciger ornegdi, 24’UG akciger disi 6rnek olmak Gzere toplam 100 klinik 6érnek
alindi. Calismaya alinan akciger orneklerinin 45’i balgam, 24’G bronkoalveoler
lavaj sivisi, 7’si aghk mide sivisi (AMS) iken; akciger digi orneklerin; 7’si doku
biyopsi 6rnegi, 3’0 perikardiyal sivi, 2'si BOS, 6’s1 eksuda, 5’i plevral sivi ve 1i
peritoneal sivi 6rnedi idi. Calismaya alinan klinik drnekler rastgele yontem ile
secilmedi, PCR-ELISA testini degisik gruplarda degerlendirebilmek amaci ile
mikroskobik inceleme ve kultlr sonuglarina gore degisik oranlarda klinik 6rnekler

secildi.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve islenmesi:

Tlberklloz kuskulu hastalardan genel kurallara ve standartlara uygun
sekilde alinan ve laboratuvara gonderilen klinik 6rneklerden normal flora
elamanlarini da icerdigi kabul edilen orneklere (akciger ornekleri gibi) standart
dekontaminasyon- homojenizasyon ve yogunlastirma islemi uygulanirken,
normalde steril oldugu kabul edilen BOS, plevral sivi gibi 6rneklere sadece
yodunlastirma islemi uygulandi. Dekontaminasyon-homojenizasyon ydntemi
olarak standart NALC-NaOH yontemi kullanildi ve yogunlastirma islemi 6rnekler
3000xg de 15-20 dakika sogutmali santrifij de c¢evrilerek gercgeklestirildi.
Dekontaminasyon-homojenizasyon ve yogunlastirma isleminden sonra elde edilen
ornekten bir bélimid mikroskobik inceleme ve kultir i¢in kullanildi. Daha sonra
kalan yaklasik 1ml’lik miktar vida kapakli érnek ependorf tliplere alinarak PCR-
ELISA testi icin kullanilincaya kadar -70 °C’de saklandi.
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3.2.1. NALC-NaOH yontemi:

N-Asetil-L-Sistein (NALC) + Sodyum Hidroksit (NaOH) solusyonunun

hazirlanmasi:
50ml %4 NaOH + 50ml %2.9 Sodyum sitrat + 0.5gr NALC
NALC-NaOH y6nteminin uygulanisi:

Klinik 6rnek 50ml’lik polipropilen, konik tabanli, kapakli steril tiplere (Falkon
tupu) aktariimis ve Uzerine O6rnek hacmi kadar NALC-NaOH sollusyonu ilave
edilerek 20 sn vortekslendi ve oda isisinda 15 dakika bekletildi. Sonrasinda
notralizasyon amaciyla Uzerine 50ml igaretine kadar 0.067M fosfat tamponu
(pH6.8) eklendi ve karisim el yardimi ile alt-Ust edildi. Yogunlastirma amaciyla
3000xg de 15 dakika santrifij de cevrildi, Ust kisim bosgaltilarak elde edilen

sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu eklenerek restispanse edildi.

3.3. Mikroskobik inceleme:

Mikroskobik inceleme igcin hazirlanan 6Ornek preparatlari Erlich-Ziehl-
Neelsen (EZN) yontemi ile boyanarak ARB (aside direngli bakteri) varlidi
yonunden incelendi ve sonugclar kaydedildi.

3.3.1. Erlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemi:

Boyalarin hazirlanmasi:

Karbolfuksin: 10ml %95 etanolde 0.3gr bazik fuksin ¢dzunduruldi ve
uzerine 90ml %5’lik fenol solisyonu eklendi.

Asit-Alkol: 3ml konsantre hidroklorik asit, 97ml %95’lik etanole eklendi.

Metilen mavisi: 100ml distile suda 0.3g methylen blue chlorid ¢coézundurulda.

Erlich-Ziehl-Neelsen boyama yonteminin uygulanisi:

Ornekten hazirlanan yayma preparatlar havada kurutuldu ve alevde fikse
edildi. Lam karbolfuksin ile kaplanip, buhar cikana kadar lam alttan yavasca
isitildi, aralikh 1s1 uygulanarak 3-5 dakika slreyle buharlagsmasi devam ettirildi.
Lam sogumaya birakildi ve sonrasinda su ile yikandi. %3 asid- alkol ile artik

lamdan renk akmayincaya kadar yaymaya renk giderme islemi uygulandi (yaklasik
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2 dakika). Lam suyla yikandi ve metilen mavisi ile 20-30 sn boyandi. Lam su ile

tekrar yikandi, havada kurutuldu ve 100°’luk imersiyon objektifi ile incelendi.

3.4. Kiltdir:

Orneklerin kultirt igin radyometrik BACTEC 460TB kiiltiir sistemi ve
Léwenstein-Jensen (LJ) besiyeri kullanildi. Bdylece kultlr igin bir sivi besiyeri
(BACTEC 12B) ve bir de klasik kati besiyeri (LJ) kullaniimig oldu. Kultar islemi

Uretici firma Onerileri ve standart prosedurlere uyularak gergeklestirildi.

3.4.1. inokulasyon, inkiibasyon ve identifikasyon:

BACTEC 12B siseleri BACTEC 460TB cihazinda 6n okutmadan gegirilerek
kontaminasyon kontrolt ve CO2 ilavesi yapildi. Siselere 100yl PANTA sollsyonu
(Polimiksin B- Amfoterisin B- Nalidiksik asit- trimetoprim ve Azlosilin) eklendi.
Dekontamine edilmis klinik drneklerden 0.2 ml Lowenstein-Jensen besiyerine ve
0.5ul BACTEC 12B sisesine (Middlebrook 7H12 besiyeri;) ekim yapildi.

LJ besiyerleri tuplerinin ekimden sonra vidali kapaklar hafif aralik
birakilarak; tupler yatay bir sekilde 1-2 giin 37 °C’de etluvde birakildi. Daha sonra
kapaklar sikica kapatillarak 8 hafta 37 °C’de inklbasyona birakildi. Haftalk
araliklarla koloni olusup olugsmadigi kontrol edildi. Kuskulu gértlen batin koloniler
EZN yontemiyle boyanarak aside direngli bakteri olup olmadiklari arastirildi.
Kalturler 8 haftaya kadar Grememislerse negatif olarak degerlendirildi.

BACTEC 12B siseleri ekim sonrasi 6 hafta stre ile 37 °C’de inkube edildi ve
uretici  firmanin onerisi dogrultusunda izlendi. BACTEC 12B kultar siseleri
BACTEC 460 TB cihazinda (Becton Dickinson Diagnostik Instruments ,Sparks,Md)
ilk 2 hafta haftada 3 kez, daha sonraki 4 hafta sitiresince haftada bir kez okutuldu
ve Ureme indeksi (growth index, Gl) élguldl. Kultir sisesinde Greme saptandiginda
cikolatamsi agara ekim yapilarak kontaminasyon kontrolu yapildir, EZN yontemiyle
boyanarak, aside direncli bakteri olup olmadiklari ve kord olusumu arastiriidi. LJ
veya BACTEC 12B besiyerinden herhangi birinde M.tuberculosis Uremesi
saptandiginda kultlr sonucu pozitif olarak degerlendirildi.

Klltirde Ureyen M.tuberculosis izolatlarinin tanimlanmasinda BACTEC

NAP testi ve gerektiginde biyokimyasal testler kullanildi.
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3.5. PCR-ELISA Testi:

Calismaya alinan klinik orneklerde M.tuberculosis nikleik asitlerinin
aranmasina yonelik olarak kullanilan genotipik testte ProDect MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS BCS6860114/P (bcs Biotect S.p.A., Cagliari, Italia) ve ProDect
GEN E.ILA. BCSPDGO001 (bcs Biotect S.p.A., Cagliari, ltalia) kitleri kullanildi.
Calisma uretici firmanin onerileri dogrultusunda uygulandi. Test suresince tum

islemler biyolojik guvenlik kabininde gerceklestirildi.

3.5.1. DNA ekstraksiyonu:

Dekontamine edilmis klinik drnekten DNA izolasyon kiti (High Pure Viral
Nucleic Acid Kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) kullanilarak

M.tuberculosis igin kit Ureticisinin 6nerdigi protokole uygun sekilde gerceklestirildi.

1- 1.5 ml lik mikrosantrifdj tipune;

200pl 6rnek,

200ul galisma sollsyonu (Binding buffer eklenmis poly A: 2.5 ml
binding buffer igine Poly A),

50ul Proteinaz K sollsyonu eklendi, hepsi karistirihp 10dk 72C°'de
inktbe edildi.

2- 100yl Binding Buffer eklenip karigtiridi.

3- Ornek sayisi kadar kitin icindeki collection tiplerden cikartilip, her birinin
icine high pure filter tip gecirildi. Filter tiptn Ust toplayici bolimine tim o6rnek
pipetlendi.

4- Tum high pure tlpler standart mikrosantriflij de 1 dk 8000xg’de santrifiij
edildi.

5- Collection tupte biriken sivi dokuallr ve tekrar filter tlpler icine gegirilir.

6- 500 pl inhibitér removal buffer filter tipin Ust kismina eklendi, 1dk
8000x%g’de santrifij yapildi.

7- Collection tlipte biriken sivi dokuldu ve tekrar filter tipe gegirildi.

8- 450 ul Wash buffer filter tipin Ust kismina eklendi, 1 dk 8000xg’de

santrifije edildi.
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9- Collection tupte biriken sivi dokuldu ve tekrar filter tipe gegirildi

10- 450 pyl Wash buffer filter tipun Gst kismina eklendi, 1 dk 8000xg’de
santrifije edildi v e tupler sanrfujden gikarilmadan 10 sn maksimum hizda santrifdj
edildi.

11- Collection tup icindeki sivi ile birlikte atildi ve filter tip yeni 1.5 ml lik
reaksiyon tupune alindi.

12- 50 pl Elution Buffer filter tipun Ust toplayici kismina eklenip,1 dk
8000xg’de santrifuj edildi.

13- Filter tip atildi. Mikrosantrifuj tipinde elde edilmis stabil viral nukleik
asit (DNA) -20°C saklandi.

3.5.2. PCR amplifikasyonu:

M.tuberculosis DNA’sinin amplifikasyonu i¢in ProDect MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS BCS6860114/P (bcs Biotect S.p.A., Cagliari, Italia)
amplifikasyon kiti kullanildi ve Uretici firmanin onerileri dogrultusunda ¢alisildi.

Kit icerigi;

4000 yl 1S6110 EIA probe

400 yl  1S6110 EIA Positive Control

525yl P11S6110 Oligo

525yl P2IS6110 Oligo

1- PCR Karisimi (amplifikasyon miksi) asagida belirtilen sekilde hazirlandi;
PCR buffer (10xkonsantrasyonda) 10 ul

MgCl, 6 pl
dNTPs 2yl
Oligo P11S6110 5l
Oligo P21S6110 5l
DNA Polimeraz 0.5 ul
Steril su 46.5 pl
Final hacim 75ul

2- Calisilacak érnek sayisi kadar hazirlanan karisim 0.5ml’lik thermal cycler
tuplerine 75’er ul dagitildi.
3- Uzerlerine 25l ekstrakte DNA eklendi.
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4- Thermal cycler aletine (GeneAmp PCR System 9700, Norwalk CT, USA)
yerlestirildi. Thermal cycler aletinde asagidaki siklus programi uygulandi.
5- Reaksiyon 4°C'de duruduruldu. Amplifikasyon drinu saptama

basmaginin uygulanacagdi zamana kadar 2-8°C’de saklandi.

94°C 4dk 1 siklus
94°C 1dk
65°C 30sn 35 siklus
72°C 1dk
72°C 10dk 1 siklus

3.5.3. ELISA yontemiyle saptanmasi:

Amplifikasyon Uranin saptanmasinda ProDect GEN E.ILA. BCSPDGO001
(bcs Biotect S.p.A., Cagliari, Italia) kiti kullanildi ve Uretici firmanin 6nerileri

dogrultusunda caligildi.

Kit icerigi;

Streptavidin kapli mikroplate (96 kuyucuklu)

11ml hibridizasyon buffer (Denhardt's solution, SSC, TRIS-HCI buffer,
EDTA ve koruyucu)

0.3 ml Anti-ds-DNA antikor (¢ift zincirli DNA'ya baglanma 6zelliginde olan
fare monoklonal antikor, TRIS buffer, fetal sigir serumu ve koruyucu)

0.3ml enzyme tracer (horseradish peroksidaz (HRP) ile konjuge protein A,
MES buffer, proteinler, stabilizatér ve koruyucu)

20ml anti-ds-DNA diluent (PBS buffer, fetal sigir serumu ve koruyucu)

20ml Tracer diluent (PBS buffer, fetal sigir serumu ve koruyucu)

1ml Negatif kontrol (TRIS-HCI buffer, MgCl,, BSA, koruyucu)

2X40ml Wash buffer (PBS buffer, Tween 20, koruyucu)

9 ml Kromojen (sitrat buffer icinde tetramethybenzidine derivesi)

9 ml Substrat (hidrojen peroksit ve sitrat buffer)

30 ml Blocking Reagent (1N siilfirik asit solisyonu)
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Kati fazin hazirlanmasi;

1. Kit icinden c¢ikan 96 kuyucuklu plate’in her bir kuyucuguna 100l
biyotinlenmis prob solisyonu (TRIS-EDTA buffer iginde, 5 ucu biyotinlenmis
hedefe spesifik prob dilisyonu) pipetlenerek kuyucuklar kaplandi.

2. Plate’in Uzeri kapatilarak 2-8°C de 18-22 saat inkibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon sonrasinda, hazirlanan wash buffer ile 5 kez yikandi.

Test islemi;

1. Amplifiye olmus cift iplikli DNA 94°C’de 15 dakika denatirasyon islemi
uygulanarak tek iplikli DNA’ya donuasturulir. Denature edilmig Ornekler ve
kontroller pipetlenene kadar buz banyosunda bekletildi.

2. Her bir kuyucuga 100ul hibridizasyon buffer eklendi. (blank harig)

3. 20ul negatif kontrol, pozitif kontrol ve denattire edilmis drnekler sirasiyla
kendilerine ait kuyucuklara pipetlendi.

4. Kuyucuklarin Uzeri kapatilarak 55°C 1saat inkibasyona birakildi.

5. Konsantre Anti-ds-DNA antikoru Anti-ds-DNA diluent ile 1:50 oraninda
dilue edildi.

6. inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuk 300-370 pl hacminde wash buffer ile
5 kez yikandi.

7. Hazirlanan Anti-ds-DNA antikor calisma sollUsyonu her bir kuyucuga
100ul eklendi. (blank harig)

8. Kuyucuklarin Gzeri kapatilarak oda isisinda (20-25°C) 30 dakika
inkUbasyona birakildi.

9. Konsantre enzime tracer, tracer diluent ile 1:50 oraninda dilue edildi.

10. 6’nci basamaktaki yikama islemi tekrarlandi.

11. Hazirlanan enzyme tracer galisma soltisyonu her bir kuyucuga 100l
eklendi. (blank harig)

12. Oda i1sisinda 30 dakika inkiibasyona birakildi.

13. Kromojen solusyonu substrat solUsyonu ile 1:1 oraninda karistirildi.

14. 6'ncl basamaktaki yilkama iglemi tekrarlandi.

15. Tum kuyucuklara 100ul kromojen/substrat sollisyonu pipetlendi.

16. Oda isisinda ve karanlikta 30 dakika bekletildi.
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17. Tum kuyucuklara 200l blocking reagent eklenerek 10 dakika igerisinde
bir spektrofotometre ile 450/630 nm’de orneklerin absorbans degerleri okutuldu ve
kaydedildi.

Sonuclarin degerlendiriimesi;
Negatif kontrollerin absorbans degerleri ortalamasina 0.150 eklenerek cut-
off dederi bulundu. Absorbans degeri cut-off degerinden kiguk olan 6rnekler

negatif, yiksek olan érnekler pozitif olarak degerlendirildi.

3.6. istatistiksel Analiz:

Calismada elde edilen Mikroskobik inceleme, kultur ve PCR-ELISA test
sonuglari SPSS 11:5 (SPSS INC, Chicago, IL, USA) programina kaydedildi ve
istatistiksel analizleri yapildi. PCR-ELISA testinin farkli gruplarda duyarlilik,
O0zgulluk, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerleri, kultir sonuclari altin

standart kabul edilerek ve ilgili formdller kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

Caligmada 76 (%76) akciger ve 24 (%24) akciger disi olmak Uzere toplam
olarak 100 klinik 6rnek degerlendirilmigtir. Calismaya alinan tim klinik 6rnekler
mikroskobik inceleme, kultur ve PCR-ELISA yontemleriyle incelenmistir.

100 klinik 6rnegin ARB boyama sonrasi yapilan mikroskobik incelemesinde
direkt baki 43 (%43) ornekte pozitif saptanirken (16’s1 +1, 13’0 +2, 7’si +3 ve 7’si
+4), 57 (%57) Ornekte negatif olarak degerlendirilmistir. Klltirde 100 6rnegin
66'sinda (%66) M.tuberculosis Uremesi saptanirken, 34’Unde Ureme
saptanmamistir. PCR-ELISA testi ile ise 47 (%47) drnek pozitif, 53 (%53) ornek
negatif olarak degerlendiriimigtir. PCR-ELISA testinin klinik 6rneklerde
M.tuberculosis saptanmasindaki performansi, kultlr sonugclari altin standart kabul
edilerek degerlendirildiginde, tim &rneklerden alinan sonuglara gére duyarliligi
%68.2, 6zgullugu %94.1, PPD %95.7 ve NPD %60.4 olarak bulunmustur (Cizelge
1).

Cizelge 1. Tum orneklerde PCR-ELISA Test Sonuglarinin Degerlendirilmesi

X
ELISA Kiltiir (n) % :E’ mE DE g
(n) Pozitif | Negatif | Toplam | A 0 o z =)
Pozitif 45 2 47 X X g g g
Tiim 6rneklerde | Negatif 21 32 53
Toplam 66 34 100 68.2 | 941 | 95.7 | 60.4 | 77.0
Pozitif 30 0 30
DB® Pozitif _
. Negatif 7 6 13
orneklerde
Toplam 37 6 43 81.1 | 100.0 | 100.0 | 46.2 | 83.7
_ Pozitif 15 2 17
DB negatif i
. Negatif 14 26 40
orneklerde
Toplam 29 28 57 51.7 | 92.9 | 88.2 | 65.0 | 71.9

3Pozitif prediktif deger; "Negatif prediktif deger; °Direkt Bakida ARB



33

Akciger orneklerinin  %59.2’sinde (45/76) kultur pozitif saptanirken,
%44.7’sinde (34/76) PCR-ELISA testi pozitif saptanmistir. 13 (%17.1) kaltur pozitif
akciger ornegi PCR-ELISA testi ile negatif bulunurken, 2 (%26.3) kiltur negatif
akciger ornegi PCR-ELISA testi ile pozitif bulunmustur. Bu sonuclara gore akciger
orneklerinde PCR-ELISA testinin duyarliigi %71.1 ve 6zgullugu %93.5 olarak
hesaplanmigtir. Akciger orneklerinden direkt bakisi pozitif saptanan 36 (%47.4)
ornegin %83.3'U (30/36) kultlr pozitif saptanirken, %69.4’0 (25/36) PCR-ELISA
testi ile pozitif oldugu gorulmastur. Bu direkt bakisi pozitif akciger érneklerinden ’i
(%13.9) kllturde pozitif fakat PCR-ELISA testinde negatif bulunmustur. Direk
bakisi pozitif akciger orneklerinde PCR-ELISA testinin duyarlligi %83.3 ve
06zgulligu %100.0 oldugu saptanmistir. Direk bakisi negatif 40 akciger 6rneginden
alinan sonuglara goére ise bu grupta PCR-ELISA testinin duyarlihgi ve 6zgulligu

sirasiyla %46.7 ve %92.0 bulunmustur (Cizelge 2).

Cizelge 2. Akciger orneklerde PCR-ELISA Test Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

4
ELISA Kiiltir (n) % ?p E E g
(n) Pozitif | Negatif | Toplam | A 0 o zZ =)
Pozitif 32 2 34 s | 8 SEESIES
Akciger i
. . Negatif 13 29 42
orneklerinde
Toplam 45 31 76 711 | 935 | 94.1 | 69.0 | 80.3
Pozitif 25 0 25
DB Pozitif i
Negatif 5 6 11
orneklerde
Toplam 30 6 36 83.3 | 100.0 | 100.0 | 54.5 | 86.1
Pozitif 7 2 9
DB negatif i
. Negatif 8 23 31
orneklerde
Toplam 15 25 40 46.7 | 92.0 | 77.8 | 74.2 | 75.0

Akciger disi 24 6rnegin %87.5'inde (21/24) kulltur pozitif saptanirken,
%54.2’sinde (13/24) PCR-ELISA testi pozitif saptanmigtir. 8 kiltlr pozitif akciger
disi 6rnek PCR-ELISA testi ile negatif bulunmustur. Akciger disi érneklerde PCR-
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ELISA testinin duyarlihdr %61.9 ve 6zgulligu %100 olarak hesaplanmigtir (Cizelge

3).

Cizelge 3. Akciger digi orneklerde PCR-ELISA Test Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

x E
PCR- z | 3 E
ELISA Kaltir (n) % :§’ E E g
(n) Pozitif | Negatif | Toplam | A& O a zZ =)
Pozitif 13 0 13 s | = S g | &
Akciger disi i
Negatif 8 3 11
orneklerde
Toplam 21 3 24 61.9 | 100.0 | 100.0 | 27.3 | 66.7
Pozitif 5 0 5
DB Pozitif
Negatif 2 0 2
orneklerde
Toplam 7 0 7 71.1 - 100.0 0 71.4
Pozitif 8 0 8
DB negatif i
Negatif 6 3 9
orneklerde
Toplam 14 3 17 57.1 | 100.0 | 100.0 | 33.3 | 64.7
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5. TARTISMA

Tani, tedavi ve kontrol yontemlerindeki gelismelere ragmen, tlberklloz
onemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir. M.tuberculosis’in hizli ve
dogru laboratuvar tanisi TB’lu hastalarin tedavisinde ve hastaligin kontrolinde ¢ok
onemlidir. M.tuberculosis’in laboratuvar tanisinda yillardan beri kullaniimakta olan
mikroskopi ve kultur, dusik duyarliik ve ge¢ sonug¢ verme gibi sinirlamalara
sahiptir. Tanida yasanan bu sorunlarin agilabilmesi i¢in son yillarda direkt klinik
orneklerdeki M.tuberculosis’in DNA’sini ¢ogaltmaya yonelik olarak dizenlenmis
ndkleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) gelistiriimistir ve TB tanisinda rutin
kullanimda yer almaya baslamiglardir (1,2, 30, 40, 56, 57, 58).

Direkt klinik o6rnekten M.tuberculosis’in DNA’sini saptamaya yoOnelik bir
NAAT olan PCR-ELISA testinde M.tuberculosis’e spesifik IS6110 gen boélgesi PCR
yontemi ile amplifiye edilmekte ve amplifiye edilmis spesifik DNA bdlgeleri DNA-
ELISA yodntemi ile gosterilmektedir. Yam WC. ve arkadaslari akciger+akciger disi
orneklerde bu ydntemin duyarlihk ve 6zgulligunu sirasiyla %97 ve %100 olarak
saptamislardir (59). PCR-ELISA testinin ginimuzde ticari olarak gelistirilmis Kiti
mevcuttur (ProDect MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS, bcs Biotect S.p.A.,
Cagliari, Italia), fakat literatirde, bu test kitinin degerlendirildigi yeterli sayida
calisma olmadigi goérulmustir (52). Bu calismada direkt klinik &rneklerden
M.tuberculosis saptanmasinda ProDect MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
testinin performansi degerlendirilmistir.

Calismamizda ProDect MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS testinin
yalanci pozitiflik oraninin olduk¢ca duisik oldugu goérilmus, toplam 100 Klinik
Oornegin sadece 2’sinde kultir negatif- PCR-ELISA testi pozitif saptanmistir
(6zgullik= %94.1). Nukleik asit amplifikasyon testlerinde yalanci pozitiflik nedenleri
arasinda test suresince ¢apraz kontaminasyon ve hastanin antitUberkuloz tedavisi

altinda olmasi sayilabilmektedir (35, 60 ). Bu nedenledir ki CDC yedi glinden fazla



36

suredir TB tedavisi goren hastalarda alinan klinik oOrneklerde NAAT
calisiilmamasini 6nermektedir (35). Bu galismadaki yalanci pozitif iki 6rnegin direkt
bakida ARB negatif solunum o6rnegi (balgam) oldugu gorulmus, fakat hastanin
klinik ve diger bulgularla TB tanisi alip almadigi veya 6rnegi verdigi donemde ilag
alip almadigi bilgisine ulagilamamistir. Ayrica yanlis pozitifligin bir diger nedeni de
altin standart olarak sadece kultir pozitifliginin kabul edilmesi olabilmektedir.
Direkt bakinin negatif oldugu az miktarda basil ¢ikarilan durumlarda basilin 6rnek
icinde dengesiz dagilimina baglh olarak kulturde ureme olmadigi halde ticari direkt
NAAT leri pozitif olarak saptanabilmektedir (60).

Caligmada toplam 100 klinik drnegin (76 akciger ve 24 akciger disi) 21’inde
kultdr pozitif- PCR-ELISA testi negatif saptanmistir (duyarlillk=68.2). TB tanisinda
kullanilan ticari direkt NAAT lerinde ¢ok degisik duyarhlik oranlar bildiriimekte ve
bu testlerde duyarlihigin istenilen dizeye getirilememesi bu testlerin eksikligi olarak
gorulmektedir. En basta gelen yalanci negatiflik nedenleri érnekte amplifikasyon
inhibitéri maddelerin bulunmasi ve drnekteki ¢ok az sayida basilin (direkt baki
negatif drnekler) 6rnek icinde homojen dagiimamis olmasidir (35, 38, 60). Bu
calismada yalanci negatif sonu¢ veren 21 érnegin 14’Gnun direkt bakisi negatif,
3’Unun ise direkt bakisinin sadece 1+ oldugu goérulmustir. Yalanci negatiflige
neden olan faktérler 6rnek turline gére degismektedir. Bu nedenle NAAT lerinin
performansi 6rnegin turtne (akciger ve akciger disi) ve direkt baki sonucuna goére
(pozitif ve negatif) ayri gruplarda degerlendiriimektedir.

Calismamizda, 76 akciger 6rneginden alinan sonuglar degerlendirildiginde
PCR-ELISA testinin duyarliigi %71.1 ve 6zgulligu %93.5 bulunmustur. Akciger
orneklerinden alinan sonuglar direk baki sonuglarina gore degerlendirildiginde,
PCR-ELISA testinin duyarlihdi ve 6zgulligu sirasiyla; direk bakisi negatif akciger
orneklerinde %46.7 ve %92.0; direkt bakisi pozitif akciger érneklerinde %83.3 ve
6zgulligld %100.0 olarak saptanmigtir. TB tanisinda kullanilan diger direkt
NAAT’lerinde de akciger orneklerinde, 6zellikle de direkt bakisi pozitif akciger
orneklerinde duyarlilik yuksek bildirilmistir. Bu nedenle FDA onayi almis olan iki
ticari NAATnin biri sadece akciger oOrneklerinde (Amplified Mycobacterium
tuberculosis Direct Test, Gen-Probe Inc., San Diego, CA) digeri ise sadece direkt
bakisi pozitif akciger o6rneklerinde (Amplicor MTB Testi, Roche Molecular

Systems, Branchburg, NJ) tani amaciyla kullanim igin FDA onayi almistir (35).
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Bizim calismamizda da PCR-ELISA testinin duyarlihidr ve ozgullugu diger ticari
NAAT leri igin bildirilen degerlere benzer bulunmustur (Cizelge 4).

Piersimoni ve ark. TB tanisinda kullanilan ticari direkt NAAT lerinin
degerlendirildigi ¢alismalarin sonuglarini analiz etmisler ve akciger disi dérneklerde
bu testler icin %91.3-100 arasinda 6zgullik ve %27.3-82.3 arasinda duyarlilik
sonuglari bildirildigini saptamiglardir. Yine ayni analizde direk bakisi negatif
akcigerdisi orneklerde %17.2'lere kadar dusen duyarlilik sonuglari bildirildigini
gormuslerdir (Cizelge 4) (35). Bu galismada akciger digi 6rneklerde PCR-ELISA
testinin duyarlihdr %61.9 ve 6zgulligu %2100 bulunmustur. Akciger disi orneklerde
duyarliligin duguk olmasinin en O6nemli nedeni bu tur &rneklerde inhibitor
maddelerin daha yuksek oranda bulunmasi ve bu tur 6rneklerde basil sayisinin
daha az sayida bulunmasidir (38). Bu calismada da test edilen 24 akciger digi
ornegin 17’sinin direkt bakisi negatifti. Kultur pozitif PCR-ELISA negatif olan
akciger digi 8 6rnegin, 6’s1 direkt bakisi negatif olan drneklerdi, diger ikisi ise
dusuk duzeyde direk baki pozitifligine (1+) sahipti. Direkt bakisi 2+ olan tum kaltur
pozitif akciger disi drnekler PCR-ELISA testi ile pozitif olarak saptanabilmistir. Bazi
ticari direkt NAAT lerinde bulunan internal amplifikasyon kontroll (IAC), dérnekteki
amplifikasyon inhibitéri maddelerin varligini gosterebilmektedir. PCR-ELISA
testinde IAC bulunmamaktadir (35).

Direkt NAAT’lerinin en buylk avantaji hizli tanidir. Bu testler ile bir gin
icinde (2.5-12 saat) sonu¢ verilebilmektedir (35). Bu calismada deg@erlendirilen
ProDect MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS testi de 6-7 saatte
tamamlanmaktadir. Ticari direkt NAAT lerinin en 6nemli dezavantajlarindan biri ise
maliyetlerinin ylksek olmalari ve bu nedenle de 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde
rutin tani testi olarak kullaniimalarinin zorlugudur. ProDect MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS testinin amplifikasyon basamagi PCR temellidir ve diger ticari
NAATlerinin amplifikasyon basamagina benzer maliyete sahiptir. Fakat saptama
basamagi DNA-ELISA teknigi ile gerceklesmektedir ve pahali cihaz ve ekipman
gerektirmemektedir. ProDect MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS testinin kit
maliyeti ise, bir defada calisilan 6rnek sayisina goére degismekle birlikte, test
basina yaklasik olarak 75 $’ dir. Bu testin test basina kit maliyetinin diger ticari

NAAT leri ile benzer oldugu gorulmustar.
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Cizelge 4. Farkh ticari direkt NAAT’leri i¢in ¢esitli caligmalardan bildirilen

duyarlilik ve 6zgiilluk araliklari (35).

Duyarhlik (%)

Duyarhlik Ozgullik DB* pozitif DB negatif
Direkt ticari NAAT | Ornek tirl (%) (%) drneklerde Orneklerde
Akciger
. ) 83.0-92.4 99.0 - 100.0 | 90.0-100.0 50.0-71.7
Amplicor MTB orneklerinde
Testi Akciger disl
27.3-82.3 91.3-99.8 87.5-100.0 17.2-70.8
drneklerde
Amplified Akciger
. ) 90.8 - 97.8 93.2-100.0 | 97.5-100.0 75.0-83.0
Mycobacterium Orneklerinde
tuberculosis Akciger disl
i 77,3-93.8 92.1-100.0 90 - 100.0 63.6 — 88.9
Direct drneklerde
Akciger
. 82.7 —100.0 96.5-99.8 99.0-100.0 | 33.3-100.0
BD ProbeTec ET | 6rneklerinde
System Akciger digl
60.7 - 77.8 97.7 —98.9 90.0-100.0 40.3 - 85.7
drneklerde

°DB: Direkt Bakida ARB
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6. SONUG VE ONERILER

Sonug olarak tuberkulozun hizli tanisinda PCR-ELISA testinin (ProDect
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS) kismen ¢ok fazla ekipman gerektirmeyen
bir yontem olmasi nedeni ile, Ozellikle yayma pozitif akciger ornekleri igin,
mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda tuberkiloz tanisinda rutin nukleik asit
amplifikasyon testi olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmigtir. PCR-ELISA
testinin yUksek 6zgulligu sayesinde, bu testle elde edilen pozitif sonuglarin taniyi
dogrulmada yararll olacagi, fakat negatif sonuglarin klinik bulgularla beraber
degerlendirmenin ve kultir sonuglari alindiginda kultir sonuclari ile taniyi

dogrulamanin uygun olacagi dugtunulmasgtar.
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