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KLINIK VE RADYOLOJiK BULGULAR iLE AKCIGER TUBERKULOZU ON
TANISI ALAN HASTALARIN MIKROBIYOLOJiK SONUGLARI*

MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF THE CASES PREDIAGNOSED AS
PULMONARY TUBERCULOSIS BASED ON CLINICAL AND
RADIOLOGICAL FINDINGS
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OZET: Bu calismada, klinik ve radyolojik bulgular ile akciger tiiberkiilozu
6n tanisi almis tedavi éncesi 34 yeni olgu, mikroskopi [Ehrlich-Ziehl Neelsen
(EZN) ve Auramine-Rhodamine (A-R) boyama ile], kultir [Léwenstein-Jensen
(LJ) besiyerine ekim ile] ve u¢ ayr molekiler yéontem [Cobas Amplicor
Mycobacterium tuberculosis polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Gen-Probe
amplifiye M.tuberculosis direk test ve TagMan Real Time ABI 5700 PCR] ile
degerlendirmistir. Hastalara ait balgam 6rneklerinin 19’unda (%55.8) EZN
boyama ile, 18’inde (%52.9) A-R boyama ile ve 20’sinde (%58.8) kultir yontemi
ile pozitiflik saptanmistir. Molekuler yéntemlerden Cobas Amplicor ve TagMan
PCR ile 21 6rnek (%61.7) pozitif sonuc verirken, Gen-Probe AMTD y6nteminde 16
drnek (%47.0) pozitif olarak bulunmustur. incelenen 34 érnegin 10’'unda (%29.4)
tum testler pozitif iken, altisinda (%17.6) tim testler negatif olarak belirlenmistir.
Sonuc olarak, tuberkiloz tanisinda molekuler yéntemler klinik bulgular ve
bakteriyolojik yéntem (mikroskopi ve kultar) sonuclarinin desteklenmesinde
olanagi olan laboratuvarlarda oldukga yararli olarak kullanilabilirler.

Anahtar sézclikler: Mycobacterium tuberculosis, akciger tliberklilozu,
mikrobiyolojik tani, molekdler ybéntem.

ABSTRACT: In the present study, 34 new pulmonary tuberculosis cases
prediagnosed upon clinical and radiological findings, have been evaluated by
means of microbiological aspects such as microscopy [Ehrlich-Ziehl Neelsen (EZN)
and Auramin-Rhodamine (A-R) stains], culture [inoculation into Léwenstein-Jensen
(LJ) media] and three different molecular methods [Cobas Amplicor Mycobacterium
tuberculosis polymerase chain reaction (PCR), Gen-Probe amplified M.tuberculosis
direct test and TagMan Real Time ABI 5700 PCR]. M.tuberculosis positivity of the
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sputum samples were 55.8% (n: 19) with EZN staining, 52.9% (n: 18) with A-R
staining and 58.8% (n: 20) with culture methods. Among molecular techniques,
Cobas Amplicor and TagMan PCR yielded positive results in 21 patients (61.7%),
however, the positivity rate of Gen-Probe AMTD was 47.0% (n: 16). Of 34
samples, 10 (29.4%) were found to be positive with all of the methods used,
while six (17.6%) of them were negative with all methods. It can be concluded
that molecular methods may aid to the diagnosis of tuberculosis, in conjunction
with clinical findings and bacteriological results.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, pulmonary tuberculosis, microbiological
diagnosis, molecular methods.

GiRIS

Tuberktlozun yayiiminin 6nlenmesinde en 6nemli basamak, aktif olgularin
tespiti ve dogru taninin konulabilmesidir. Klinik bulgular ile birlikte etkenin
mikroskopik olarak tanimlanmasi ve kulturde Uretilmesi altin standart olarak
kabul edilmektedir. Ancak mikroskopi yonteminin duyarliiginin disuk olmasi ve
kaltar yontemi ile tani igin de 2-8 haftalik bir surenin gerekliligi, kesin taninin
gecikmesine neden olmaktadir. Son yillarda molekuler yontemler mikobakteri
laboratuvarlarinda konvansiyonel yontemlere destekleyici olarak rutin tani amaciyla
kullaniimaya baglanmistir’. Bunlardan Amplifiye Mycobacterium tuberculosis Direk
Testi (Gen-Probe, California; AMTD) ile Cobas Amplicor Mycobacterium tuberculosis
polimeraz zincir reaksiyonu (MTB PCR; Roche Diagnostics, USA) testi solunum yolu
orneklerinde Mycobacterium tuberculosis complex’in hizli tanisinda yaygin olarak
kullanilan FDA onayl yontemlerdir 2. Degisik merkezlerde yapilan arastirmalarda bu
yontemlerin duyarliik ve ézgulltkleri, AMTD icin %90.9-95.5 ve %98.8-100, Cobas
Amplicor MTB PCR igin %79.4-91.9 ve %99.6-99.8 olarak belirlenmistir®®, TagMan
Real Time ABI 5700 PCR (Applied Biosystem, USA) ise rutin tani laboratuvarlarinda
son zamanlarda kullanima sunulan yeni bir yontem olup bu testin duyarliik ve
6zgullugu ile ilgili hendz detayl bir Klinik veri analizi yapilmamistir.

Bu calismada, klinik ve radyolojik bulgularla akciger tuberkulozu 6n tanisi
alan, tedaviye baslanmamis 34 yeni olgunun M.tuberculosis acisindan bakteriyolojik
ve molekuler yontemlerle degerlendirimesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ataturk Gogus Hastaliklar ve Gogus Cerrahisi Hastanesine
klinik ve radyolojik bulgular ile akciger taberkulozu tanisiyla yatirilan ve tedaviye
baslanmamis 34 hasta dahil edildi. Calisma icin hastalardan yazili onay ile etik
kurul onay! alindi.

Hastalardan alinan balgam &rnekleri %4'10k NaOH + %2.94'ltk trisodyum
sitrat- N-asetil L sistein (NALC) yontemiyle dekontamine ve homojenize edildi®.
Hazirlanan suspansiyondan birer ml DNA izolasyonunda kullanmak amaciyla 3
ayri mikrosantrifij tupune aktarildi. Bu 6rnekler molekuler yontemler ile galisma
glnune kadar —20°C’de saklandi. Geri kalan kisimdan es zamanli olarak Ehrlich-
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Ziehl Neelsen (EZN) ve Auramine-Rhodamine (A-R) yontemleri ile boyama ve
Lowenstein-densen (LJ) besiyerine ekim yapildi. Kultdr tdpleri, 37°C’de 8 hafta
sUre ile inkdbe edildi ve bu sUrenin sonunda Ureme gdrulmeyen ekimler negatif
olarak degerlendirildi. Ureme saptanan érneklerde M.tuberculosis'in tanimlamasi,
nitrat, niasin, tiofen 2-karboksilik asit hidrazid (TCH) ve paranitro-benzoik asit (PNB)
testleri ile yapildi. Nitrat, niasin, TCH pozitif, PNB negatif suslar M.tuberculosis
olarak tanimlandi®.

Molekuler yontemlerde kullaniilmak Uzere ayrilan 6rneklerden DNA
ekstraksiyonu, amplifikasyon ve sonuclarin degerlendiriimesi, Uretici firmalarin
Onerilerine ve standart uygulama protokollerine uygun olarak gergeklestirildi.
Kullanilan molekuler yéontemler; Gen-Probe AMTD (Gen-Probe Inc., San
Diago,California), Cobas Amplicor MTB PCR (Roche Diagnostics Inc., Branchburg,
USA) ve TagMan Real Time ABI 5700 PCR (ABI PRISM 5700- Applied Biosystem/
Gene Amp 5700, Foster City, CA, USA) idi.

BULGULAR

Klinik ve radyolojik bulgularla akciger tuberkilozu tanisi konulan ve tedavi
almamis 34 yeni olguya ait balgam érneklerinin bakteriyolojik ve molekuler yéntemler
ile alinan sonuglar Tablo I'de gosterilmistir. Calisilan 34 balgam 6rneg@inin 10’unda
(%29.4) tum testler ile pozitif sonug alinirken 6’sinda (%17.6) tum testlerin negatif
oldugu izlenmistir.

Tablo |: Hastalarin Balgam Orneklerinde Bakteriyolojik ve Molekiiler
Ydéntemlerle Alinan Sonuclar

Yéntem Pozitif Hasta Sayisi (%)
EZN Boyama 19 (65.8)
A-R Boyama 18 (62.9)
Kaltar 20 (58.8)
Gen-Probe AMTD 16 (47.0)
Cobas Amplicor MTB PCR 21 (61.7)
TagMan Real Time ABI 5700 PCR 21 (61.7)

TARTISMA

Dunya nufusunun Ugte biri Mycobacterium tuberculosis ile enfektedir ve yilda
yaklaslk sekiz milyon yeni olgu bildirilmektedir. Tuberkulozun insidansi surekli
olarak yukselmekte ve cok ilaca direncgli M.tuberculosis suslarinda hizli bir artis
saptanmaktadir. Hastaligin kontrol altina alinmasinda hizli laboratuvar tanisinin
onemli bir yeri vardir. Bu amacla son yillarda gesitli nUkleik asit amplifikasyon
yontemleri, konvansiyonel yontemlere destekleyici olarak kullaniimaktadir. Kalttr ile
kiyaslandiginda molekuler testlerin duyarliidi %56-100 arasinda bildirimektedir'.
Solunum yolu érneklerinde kiltlre goére duyarlilik %84 olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte laboratuvarlar arasinda ciddi farkhliklar olabilmekte, hatta %70-80'lere
ulasan yalanci pozitif veya negatif sonuc veren cok merkezli laboratuvar verileri
bildirilmektedir''2. Polimeraz zincir reaksiyonu temelli testlerde, duyarlilik, 6zgulltk,
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tekrarlanabilirlik, pozitif ve negatif prediktif test degerleri gibi bir test icin dnemli
olan konularda ciddi sorunlar ile karsilaglimaktadir. Yalanci pozitiflik yaninda yalanci
negatiflik de dnemli bir sorundur. Mikobakterilerden yeterince nukleik asit elde
etmenin gucligu ve klinik drneklerdeki inhibitér maddeler yalanci negatifligin dnemli
nedenlerindendir. Amplifikasyonda kullanilan Tag polimeraz enziminin, hemoglobin,
SDS (sodium dodecyl sulfate) ve heparinle inhibe oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
bu testlerde kontaminasyon onlemlerine dikkat edilmesi, her testte dusuk pozitif,
yUksek pozitif ve negatif kontroller kullaniimasi gerekmektedir'.

Molekuler testler tanida tek basina kullanilamazlar, bu nedenle klinik
ve bakteriyolojik testlerle (mikroskopi ve kultar) birlikte degerlendirilmelidirler.
Galismamizda klinik ve radyolojik olarak akciger tiberkuloz tanisi almis 34 hastada
dc ayri molekuler test ile yapilan degerlendirmede, Cobas Amplicor MTB PCR ve
TagMan Real Time ABI 5700 PCR ile 6rneklerin %61.7’si, Gen-Probe AMTD ile
de %47'si pozitif bulunmustur. Konvansiyonel yontemler ile yapilan incelemede
EZN boyama ile saptanan pozitiflik orani %55.8, A-R boyama ile %52.9 ve kulttr
yontemi ile %58.8°dir. Goruldiagu gibi Gen-Probe AMTD ile saptanan pozitiflik
orani mikroskopi ile saptanan orandan daha dusuktur. Dolayisiyla AMTD ydntemi,
gerek diger molekdiler yontemler gerekse konvansiyonel yontemler ile birlikte
degerlendirildiginde tanida kullanimi uygun gérinmemektedir.

ilag duyarlilik kontrol merkezi (FDA), tUberkuloz tanisinda molekuler yontemleri
sadece akciger kaynakli érnekler icin dnermektedir. Rajelehti ve arkadaglan, 151
aktif akciger tuberklloz sUpheli hastadan alinan 224 balgam 6rneginde yaptiklari
calismada, kulttrle kiyaslandiginda aside direncli boyamanin duyarlilik ve 6zgalligunu
%67 ve %98, Cobas Amplicor MTB PCR igin ise %83 ve %99 olarak bildirmiglerdir.
Ayni calismada hastalardan ardigik 3 balgam 6rnegi alindiginda Cobas Amplicor
MTB PCR duyarliigi %91 olarak saptanmistir. Cogu arastirmaci, bu testlerin
Klinik olarak akciger tUberkulozu sUphesi duslk olan hastalarda kullanimamasini
Onermektedir®. Bu belirsizliklere ragmen molekuler testler, rutin uygulamada ¢abuk
sonug vermeleri nedeniyle artan oranda talep edilmektedir. Yuksek klinik suphesi
olan hastalarda molekuler testler negatif olsa bile tedavi baglanmalidir. Mitarai ve
arkadaglan', Cobas Amplicor MTB PCR testinin duyarlilik ve 6zgulligunt akciger
tiberktlozunda %60.2 ve %99.8 olarak bildirmektedir. Bu ¢alismada Cobas Amplicor
MTB PZR testinin mikroskopiden daha ytksek duyarlilikta oldugu belirlenmistir. Alp ve
arkadaslarinin®™ 2098 klinik 6rnegdi retrospektif olarak degerlendirdikleri calismalarinda,
EZN ve Cobas Amplicor MTB PCR testinin duyarliliklar sirasiyla %42.9 ve %67.3
olarak saptanmistir. Vuorinen ve arkadaslan'®, solunum yolu ¢rneklerinde kulttrle
kiyaslandiginda AMTD yonteminin duyarliidini %80.8, Cobas Amplicor MTB PCR
yonteminin duyarliigini ise %84.6 olarak bildirmiglerdir. Ayni calismada klinik verilerle
birlikte degerlendirildiginde kdltdrin duyarliid %89.7, mikroskopinin %75.9, AMTD’nin
%82.8, Cobas Amplicor MTB PCR'In ise %82 olarak bildirilmistir'®.

Calismamizdan elde edilen verilere gore Cobas Amplicor MTB PCR ve
Tag Man Real Time ABI 5700 PCR testlerinin mikroskopi ve kultdr ydntemlerine
destekleyici olarak solunum yolu 6rneklerinde hizli tani amaciyla kullanilabilecegi
gorustndeyiz. Testlerin duyarlilik, 6zgullik ve maliyet etkinlik analizinin belirlenmesine
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gereksinim vardir. Bu testler canli ya da 610 mikobakteri ayrimini yapamadigi icin
tedavi takibinde kullaniimamalidir. Klinisyenler molekuler testlerin sonuglarini klinik
taniyr g6z 6nunde bulundurarak yorumlamalidir. Sonuc olarak, molekuler yontemlerin
yUuksek maliyetleri nedeniyle, klinik siphenin ylksek oldugu, konvansiyonel
yontemlerle kesin tani konulamayan ve tanisal problem yasanan akciger tUberkulozlu
tedavi almamig olgularda kullanimasinin uygun olabilecedi kanisina varilmigtir.
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