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AKCIGER VE AKCIGER DISI ORNEKLERDE "AMPLIFiYE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DIREK TEST'iN
GUVENILIRLIGININ DEGERLENDIRILMESI

ASSESSMENT OF PERFORMANCE OF "AMPLIFIED MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS DIRECT TEST" IN PULMONARY AND
EXTRAPULMONARY SPECIMENS

Stiheyla SURUCUOGLU', Nuri OZKUTUK', Hérii GAZi', Pinar CELIK?

OZET: Tuberkilozun kontroll igin hizli ve giivenilir tani yéntemlerinin
kullanilmasi 6nemlidir. Bu nedenle nukleik asit amplifikasyon yéntemleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu calismada, “Amplified Mycobacterium tuberculosis
Direct Test”in (Amplified MTD Test, Gen Probe) akciger ve akciger disi
Orneklerdeki glvenilirligi arastinimistir. Eylil 2001-Mart 2005 tarihleri arasinda
Mikobakteriyoloji Laboratuvar’'nda toplam 267 6rnek (170 akciger, 97 akciger
digi 6rnek) bu ydntem ile calisiimistir. Test sonuglar altin standart yéntem
olan kultur ile birlikte degerlendirildiginde; akciger érnekleri icin amplifiye MTD
(AMTD) testinin duyarliigi %84, 6zgulligu %96, pozitif prediktif degeri (PPD)
%73 ve negatif prediktif degeri (NPD) %98 olarak belirlenmistir. AMTD testi
ile pozitif, ancak kultir negatif olan hastalarin sonuclar klinik veriler ile birlikte
yeniden degerlendirildiginde, bu oranlar sirasiyla %88, %100, %100 ve %98
olarak bulunmustur. Akciger disi 6rneklerde ise AMTD testinin duyarliigi %60,
6zgulligld %100, PPD %100 ve NPD %98 olarak saptanmistir. Sonug¢ olarak
tiberkllozun hizli tanisinda AMTD testinin akciger érnekleri igin gtvenilir oldugu
ve test sonuglarinin hastalarin klinik verileri ile birlikte degderlendiriimesinin
guvenilirligi artiracagr dasunitlmustar. Galismamizda, kiltir pozitif akciger disi
Ornek sayisi disik olmakla birlikte (%5), bu 6rneklerde duyarlihgin akciger
Orneklerine oranla daha dusuk bulunmasi nedeniyle AMTD testinin akciger disi
tuberkuloz tanisi icin dikkatle kullaniimasi gerektigi sonucuna variimistir.

Anahtar sézclikler: Niikleik asit amplifikasyon teknikleri, amplifiye
Mycobacterium tuberculosis direk testi, tiiberktiloz, tani.

ABSTRACT: Since rapid diagnosis is critical in control of tuberculosis,
nucleic acid amplification techniques have been widely used. The purpose of
the present study was to assess the performance of Amplified Mycobacterium
tuberculosis Direct Test (Amplified MTD Test, Gen-Probe) for the diagnosis of
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pulmonary and extrapulmonary tuberculosis in our laboratory. A total of 267
specimens (170 pulmonary and 97 extrapulmonary) were tested in the Clinical
Mycobacteriology Laboratory of Manisa (a province located in Aegean part of
Turkey) University Hospital from September 2001 to March 2005. When Amplified
MTD (AMTD) test results were compared to the culture results taken as the
gold standard, the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values
(PPV, NPV) for pulmonary specimens were found to be 84%, 96%, 73%, and
98%, respectively. When AMTD test positive, culture negative discrepant results
were evaluated against the clinical history of the patients, these rates were
detected as; 88%, 100%, 100%, and 98%, respectively. For 97 extrapulmonary
specimens, sensitivity, specificity, PPV and NPV of AMTD test were 60%, 100%,
100%, and 98%, respectively. In conclusion, the results of the AMTD assay
were reliable for the rapid diagnosis of pulmonary tuberculosis; if the results
were evaluated together with the clinical status of patients, the performance
of the test would be increased. However, even though the culture positive
extrapulmonary specimens were sparse in our study (5%), the sensitivity of
the AMTD test in extrapulmonary specimens was found less than that in
pulmonary specimens. Therefore it is thought that AMTD test results should
be evaluated carefully for the diagnosis of extrapulmonary tuberculosis.

Key words: Nucleic acid amplification techniques, amplified Mycobacterium

tuberculosis direct test, tuberculosis, diagnosis.
GIRiS

TlberklUlozun (TB) erken tanisi, hastaligin kontroliinde ve tedavinin
basarisinda dnemli rol oynar. TB tanisinda geleneksel olarak kullaniimakta olan
yéntemler, mikroskobik inceleme ve kilturdur. Ancak mikroskopik incelemenin
duyarlhih@r disuktar, TB olgularinin yaklasik yarisinda yayma pozitiftir'.
Mikroskobik inceleme ile TB ve TB disi mikobakteri ayriminin yapilamamasi da
testin 6zgulliguni olumsuz yonde etkilemektedir. TB tanisinda altin standart
yontem kultdr olarak kabul edilir. Ancak mikobakterilerin yavas Ureme &zelligi
nedeniyle, kultdr sonuclarinin bildirilmesi icin kati kalttr sistemlerinde 6-8
hafta, otomatize sivi kiltar sistemlerinde ise 3-6 hafta gereklidir. Bu nedenle
direk hasta 6rneginden etkenin saptanmasina yonelik molekuller testler Gnem
kazanmistir. GUnimuzde bu amagla kullanilan ticari kitlerin sayisi giderek
artmaktadir. Bu kitlerin kullanimi sadece akciger &rnekleri icin FDA (Food
and Drug Administration) onayi almissa da, akciger disi tlberklloz tanisinda
yasanan sorunlar nedeniyle hem akciger hem de akciger disi érnekler icin
yaygin olarak kullaniimaktadirlar?. Bu testlerin duyarlilik ve 6zgulligine iliskin
bircok calisma yayinlanmistir®”. Ancak calisilan érneklerin tirG ve laboratuvar
uygulamalan elde edilen sonuclan 6énemli dlctide etkilemektedir.

Bu arastirmanin amaci, laboratuvarimizda “Amplified Mycobacterium
tuberculosis Direct Test”in (AMTD) akciger ve akciger disi 6rneklerdeki
performansini degerlendirmektir. Testin performansina iliskin verilerin elde
edilmesi ve bu bilgilerin klinisyenler ile paylagilmasi, testin kalite kontrolt ve
guvenilirligi acisindan énemli bilgiler kazandiracaktir.
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GEREC ve YONTEM

Klinik Ornekler: Eylil 2001-Mart 2005 tarihleri arasinda Mikobakteriyoloji
Laboratuvar’'nda her biri farkli hastadan alinan toplam 267 6rnek (170 akciger,
97 akciger digi 6rnek) AMTD test ile calisildi. Akciger érneklerinin 139’u balgam,
31’i bronkoalveoler lavaj sivisi iken; akciger disi érneklerin 38’i idrar, 22’si plevral
sivi, 13’0 acglik mide sivisi, 10’'u beyin omurilik sivisi (BOS), 8’i doku biyopsi
Ornegi, 2’si periton sivisi, 1'i perikart sivisi ve 1’i eksida 6érnegi idi.

Orneklerin igslenmesi ve kiiltir: Akciger drnekleri ve diger kontamine
kabul edilen &rnekler NALC-NaOH yéntemi ile 15 dakika dekontamine edildi
ve sogutmali santrifijde 3.000Xg’de 20 dakika santriflj edildi. Daha sonra
Ustte toplanan sivi, dezenfektan iceren kaba bosaltildi ve sediment 3 ml fosfat
tampon ile yeniden sulandiriidi. islenen érnek mikroskobik inceleme, kiiltir ve
AMTD testi icin kullanildi. AMTD testi icin 6rnekler calisiincaya kadar -20°C’de
saklandi. Normalde steril kabul edilen drnekler dekontamine edilmeden direk
olarak veya santriflj edildikten sonra kullanildi. Doku biyopsi 6rnekleri ise
steril kogullarda parcalara ayrildiktan sonra cam boncuk iceren 50 ml Falkon
santrifij tiplerine alinarak vorteksleme yolu ile homojenize edildi.

Mikroskobik incelemede Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi kullanildi ve
sonuglar kantitatif olarak bildirildi®. Kultur icin sedimentten BACTEC 12B sisesine
(BACTEC 460TB sistemi, Becton Dickinson, Sparks, Md) ve Léwenstein-Jensen
(LJ) besiyerine (Salubris, Turkiye) ekim yapildi.

BACTEC 12B siseleri Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda izlendi. Kaltar
siseleri 6 hafta siire ile inkiibe edildi. Ureme indeksi (growth index, Gl) ilk 2
hafta haftada iki kez, daha sonraki 4 hafta sUresince haftada bir kez dlculdu.
Gl>10 dizeyine ulastiginda cikolata agara ekim yapilarak kontaminasyon
kontrolU yapildi. Daha sonra GI=100’e ulastiginda besiyerinden 0.1 ml alinarak
mikroskobik inceleme yapildi ve kord olusumu arandi. LJ besiyerleri 8 hafta
boyunca inktube edildi ve olusan koloni géranumleri incelendi. Kolonilerden
EZN boyama ile asidorezistan basillerin varligi gésterildi. Tanimlamada BACTEC
NAP testi kullanildi ve gereginde geleneksel biyokimyasal yéntemler (niasin
birikimi, nitrat indirgemesi ve Isiya stabil katalaz testleri) ile dogrulands®.

Amplifiye Mycobacterium tuberculosis Direk Testi (AMTD): Bu yéntem Uretici
firmanin (Amplified MTD Test, Gen-Probe, San Diego, California) 6nerilerine
gore calisildi. Galisma alani, pipetler ve diger ekipman esit oranda sulandiriimis
camagsir suyu ile dekontamine edildi, érnekler guvenlik kabini icinde eklendi.
M.gordonae ATCC14470 ve M.tuberculosis H37Rv suslari negatif ve pozitif
kontrol olarak kullanildi. RLU (relative light units; bagil isik birimi) degerinin
=500.000 bulunmasi pozitif, <30.000 olmasi negatif, 499.000-30.000 kuskulu
olarak degerlendirildi. Kuskulu bulunan &rnekler yeniden calisildi ve ikinci
degerlendirmede esik deger 30.000 olarak alind.

AMTD testi pozitif, kdltir negatif olan celigkili durumlarda, hastalarin
klinik tablolarl ve tedaviye yanitlari sorgulanarak klinik tanilarina ulasildi
ve AMTD testi yanlis pozitif olgularin analizi yapildi. Test performansinin
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degerlendiriimesinde duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerler
kullanildi. Bu degerlendirme, kultir altin standart alinarak yapildi. Celiskili
olgularnin analizinden sonra istatistiksel degerlendirme yinelendi.

SONUGLAR

Arastirmada toplam olarak 267 klinik 6érnek (170 akciger, 97 akciger
disi 6rnek) retrospektif olarak degerlendirilmistir. Akciger érneklerinin %11’i
(19/170) kultur pozitif, %13’0 (22/170) ise AMTD testi pozitiftir. AMTD testi
pozitif olan 22 6rnegin 16’si (%73) kiltlr pozitif, 6'sI (%27) ise kultur negatiftir.
Tablo I'de akciger 6rneklerinin AMTD testi ve kultir sonuclan karsilastirilarak
goOsterilmistir.

Tablo 1. Akciger Orneklerinin AMTD Testi ve Kiltir
Sonugclarinin Karsilastirimasi

Kultar (n)
AMTD Testi  Pozitif Negatif Toplam Duyarliik (%)  Ozgiillik (%) PPD? (%) NPDP (%)
Pozitif 16 6 22 84 96 73 98
Negatif 3 145 148

Toplam 19 151 170
aPozitif prediktif deger, °Negatif prediktif deger.

AMTD testi pozitif, kiltlr negatif 6 hastanin klinik 6zellikleri ve tedavi
Oykuleri geriye donuk olarak incelendiginde, bu olgularin tiberkuloz olarak
kabul edildigi ve dortli antitiberklloz almakta olduklari belirlenmistir. Tablo 'de
bu olgularin yayma sonugclari ve klinik tanilari gosterilmistir.

Tablo Il. AMTD Testi Pozitif, KGltir Negatif Sonug Alinan
Hastalarin Klinik Ozellikleri

3 Tedavi

Hastalar, Yas Ornek Yayma Klinik Tani Oykusu
MK, 2 BAL Negatif Akciger TB Var
IC, 56 BAL Negatif Akciger kanseri ve TB Var
NE, 66 BAL Negatif TB lenfadenit ve Akciger TB Var
HK, 54  Balgam Pozitif (+) Akciger TB Var
HD, 64 Balgam Pozitif (+) Akciger TB Var
CY, 78 Balgam Pozitif (+) Akciger TB Var

BAL: Bronkoalveoler lavaj sivisi.

AMTD testi negatif, kiltlr pozitif olan G¢ hastanin da, akciger TB olarak
tedavi alan hastalar oldugu belirlenmistir. Bu olgulardan biri TB reaktivasyonu,
ikisi ise yeni olgudur. Bu sonuclar yanlis negatif olarak kabul edilmistir.

Celiskili olgularin klinik tanilari gézden gegirildikten sonra AMTD testi sonugclari
bu kez klttr ve klinik tani dikkate alinarak yeniden degerlendirilmistir (Tablo IIl). Test
sonuclar mikroskobik inceleme sonuglarina gére gruplandirilarak verilmigtir.
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Tablo lll. Akciger Orneklerinde AMTD Test Sonuclarinin Yayma Sonugclarina
Gore Kultdr ve Klinik Tani Esliginde Yeniden Degerlendiriimesi

Kultir+Klinik (n)

Duyarlitk ~ Ozgiilliik PPD®  NPD®

ARB Yayma AMTD Pozitif (%) Negatif  Toplam (%) (%) (%) (%)
Negatif Pozitif 7 - 7 88 100 100 99
Negatif 1 109 110
Toplam 8 109 117
Pozitif Pozitif 15 - 15 88 100 100 95
Negatif 2 36 38
Toplam 17 36 53
TOPLAM Pozitif 22 - 22 88 100 100 98
Negatif 3 145 148
Toplam 25 145 170

3Pozitif prediktif deger, °Negatif prediktif deger.

Arastirmada degerlendirilen toplam 97 akciger disi 6rnegin 5'i (%5) kultdr
pozitif, 3'U (%3) AMTD testi pozitif bulunmustur. Kultir pozitif érneklerin 3’'Gnde
(1 aclik mide sivisi, 1 plevral sivi, 1 doku biyopsi 6rneg@i) AMTD testi pozitiftir (%60).
Kultar pozitif, AMTD testi negatif olan 2 érnek ise TB plérezisi tanisi alan hastalara
ait plevral sivi 6rnekleridir. Akciger disi 6rneklerin yayma sonuglari incelendiginde
93’Unlin yayma negatif (%96), 4'Unln (%4) yayma pozitif oldugu belirlenmistir.
Yayma pozitif olan érneklerin kiltirinde Greme olmamigtir. Tablo IV’de akciger digi
Orneklerin AMTD test sonuclan ile kultir sonuclan karsilastinimistir. Yayma pozitif
olgularin az olmasi nedeniyle mikroskopi sonuclarina gére ayrm yapilmamistir.

Tablo IV. Akciger Disi Orneklerin AMTD Testi ve
Kultir Sonuglarinin Karsilastiriimasi

Kdaltar (n) Duyarliik  Ozgillik PPD? NPDP
AMTD Testi Pozitif ~ Negatif = Toplam (%) (%) (%) (%)
Pozitif 3 - 3 60 100 100 98
Negatif 2 92 94
Toplam 5 92 97

aPozitif prediktif deder, °Negatif prediktif deger.

TARTISMA

Tuberkulozun kontrolinde hizli tani 6nemli rol oynar. Tanida en hizl
yéntem mikroskobik inceleme olmakla birlikte TB olgularinin yaklasik yarisinda
basil goérilmesi bu yéntemin duyarliigini dustrmektedir. Bu arastirmada da
akciger tlberkllozu tanisi alan 25 hastanin akciger érneg@inin 17’sinde (%68)
yayma pozitif bulunmustur. Mikroskobik inceleme ile ayrica TB basili ile TB
disi mikobakterilerin ayrimi yapilamamaktadir. Molekuler yontemler hizli sonug
vermelerinin yani sira duyarllik ve 6zgulliklerinin mikroskobik incelemeden
yuksek olmasi nedeniyle giderek artan siklikta kullaniimaktadir.
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Ticari molekuler kitlerden MTD ve Roche Amplicor MTB ilk kez 1995
yilinda yayma pozitif akciger érnekleri icin FDA onayi almistir. Daha sonra
1998 yilinda MTD’nin modifikasyonu olan “Gen-Probe Amplified MTD” (AMTD)
testi kullanima sunulmus, 2000 yilinda yayma negatif akciger érnekleri icin de
onaylanmistir’®. AMTD testinde transkripsiyon temeline dayal amplifikasyon ve
Gen-Probe hibridizasyon teknigi uygulanmaktadir. Klinik érnekte M.tuberculosis
kompleksin rRNA’sI hedef alinmaktadir. Amplifikasyonun izotermal kosullarda ve
tek tlpte caligilarak yaratilmesi kontaminasyon riskini azaltmaktadir. Bir baska
avantajl, calisma suresinin 3,5 saat gibi kisa olmasidir. Ancak sistem icinde
internal amplifikasyon kontrolli bulunmadigindan inhibitér varh@ini arastirmak
icin kuskulu durumlarda basil eklenmis &érnekler ile test tekrarlanmaktadir.

Akciger ve akciger disi érneklerde AMTD testinin performansinin
degerlendiriimesine iliskin birgok arastirma yayinlanmistir®”. Bu calismalarda
akciger orneklerinde duyarhlik %85,7-100 arasinda degisen oranlarda
bildirilmistir. Bu farkliliklarin nedeni, laboratuvar uygulamalarina bagl olabildigi
gibi calisilan 6rneg@in yayma pozitif veya negatif olmasina ve galisilan bolgedeki
TB prevalansina da bagh olabilir. Calismamizda akciger 6rneklerde AMTD
testinin duyarliigi %84, 6zgulligi %96 bulunmustur. Galisilan olgulardan alti
tanesinde AMTD testi pozitif, kultir negatif, U¢ tanesinde ise AMTD negatif,
kaltar pozitif bulunmustur. Molekuler testlerden elde edilen yanlis pozitif ve
yanlis negatif sonuclarin laboratuvarda kalite kontrol programi icinde dikkatle
degerlendirilmesi gereklidir. Ozellikle yanlis pozitif sonuclar gereksiz ve toksik
ilac kullanimina, gereksiz hasta izolasyonuna, temasl taramasina ve yuksek
maliyete yol agcmalari nedeniyle énem tasirlar. Yanhs negatif sonuclar ise
tedavinin durdurulmasina, hasta izolasyonunun sonlandiriimasina ve hastaligin
yayllmasina yol acabilir'’'®. Bu nedenle AMTD testi sonuclarinin, kiltir sonuclari
alinincaya kadar izlenmesi ve gerektiginde laboratuvar uygulamalarinin gézden
gecirilmesi gereklidir. Bu arastirmada yanlis pozitif olarak degerlendirilen
alti olgunun klinik tanilari geriye dénik olarak gézden gecirildiginde, bu
olgularin klinik, radyolojik ve tedavi dykulerine dayanilarak TB olarak kabul
edildigi izlenmigtir. Bu nedenle sonugclar pozitif olarak degerlendirilmistir. Altin
standart olarak kdltir ve klinik tani birlikte degerlendirildiginde AMTD testinin
duyarlligr %88, 6zgulligu %100, PPD %100 ve NPD %98 olarak bulunmustur.
Bu degerler farkli calismalarda bildirilen sonuclara benzerdir®’. Galismada
elde edilen yanlis negatif sonuglarin ise 6rnekteki inhibitérlerin varligina bagh
olabilecegi disiintimistir. Hastalik Kontrol ve Onlem Merkezi (CDC), AMTD
negatif, yayma pozitif érnekler icin ikinci bir érnekle testin tekrarlanmasini
onermektedir'’. Ancak arastirmanin retrospektif olmasi nedeniyle bu uygulama
yapillamamigtir. Test sirasinda inhibitér kontrolinin yapilmamasi ise sistemin
dezavantajl olarak degerlendirilmelidir.

Yayma pozitif olgularda ve &érnekteki basil yuku arttikca molekuler
yéntemlerin duyarliiginin artmasi beklenir'#'¢. Ancak bu arastirmada hem
yayma negatif hem de pozitif olgularda AMTD testinin duyarliigi esit (%88)
bulunmustur. Bunun nedeninin galisilan olgularda yayma pozitifliginin disik
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olmasina (53/170 olgu) bagl olabilecedi disunulmustir. Ancak yayma negatif
sekiz TB olgusunun yedisinde AMTD testinin pozitif bulunmasi, bu grup
hastalarin erken tanisinda testin degerli oldugunu gdstermektedir.

Akciger digi TB’nin mikrobiyolojik tanisi akciger TB’den daha zordur.
Bunun en 6nemli nedeni klinik drnekte basil miktarinin az olmasidir’”'®. Bunun
disinda steril vlcut sivilarinda ve dokularda molekdler testlerin performansini
etkileyen inhibitér maddeler bulunmaktadir. Bu nedenler, yaymanin negatif
bulunmasina, kultirde etkenin Uretilememesine ve molekuler testlerin
duyarlliginin dismesine yol agar. Yapilan galismalarda, kultlr ile dogrulanan
akciger disi TB olgularinin %31’inde yayma, %86’sinda ise polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) pozitif bulunmustur'®'®. Bu arastirmada toplam 97 akciger
disi 6rnek test edilmis ve bu olgulardan besi kultir ile dogrulanmistir. AMTD
testinin akciger disi 6rneklerdeki duyarliigi %60, 6zgulligu ise %100 olarak
bulunmustur. Yapilan arastirmalarda bu oranlar sirasiyla %74.3-89.5 ve %100
olarak bildiriimektedir34”17. Calismamizda duyarlihgin disik bulunmasinin bir
nedeni, kultir pozitif olgularin %5 gibi az oranda olmasi olabilir. Bu nedenle
arastirmanin secilmis, klinik kugkunun ylUksek oldugu olgularda yapilimasi
guvenilir verilerin elde edilmesini saglayacaktir. Bu arastirmada kulttr pozitif
olan bes 6rneg@in yaymasi negatif olarak degerlendirilmistir. Bu olgulardan
Uc tanesi AMTD testi ile pozitif olarak saptanmistir. Yayma negatif akciger
digi TB olgularinda erken tani icin AMTD testinin taniya yardimci olacagi
dusutnulebilir. Ancak molekuler testlerin hicbirinin akciger disi TB tanisi igin
henliz onaylanmadigi unutulmamalidir.

Sonug olarak, akciger 6rneklerinde AMTD testinin duyarlihdr %88,
6zgullugu %100, akciger disi érneklerde ise duyarliigi %60, 6zgulligu %100
olarak deg@erlendirilmistir. Hizli ve glvenilir tani icin test sonuclarinin klinik tani
esliginde degerlendiriimesinin dogru olacagi dusundlmustur. Akciger disi TB
olgularinda duyarlihgin istenen diizeyde olmamasi, bu olgularin tanisinda test
sonuglarinin dikkatle degerlendiriimesi gerektigini géstermektedir. Molekuler
test sonuclarinin kaltir sonuglari ve hastalarin klinik tanilari ile birlikte izlenmesi
kalite kontrol uygulamalari hakkinda 6nemli bilgiler kazandiracaktir.
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