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OZET

Tlberkiiloz, hayati tehdit eden bir enfeksiyon hastaligi olup, tiim diinyada 6nde gelen 6lim sebep-
lerinden biridir. Multisistemik bir hastalik olan tiiberkilozda akciger ve plevra tutulumu olgularin cogun-
da mevcuttur. Ozellikle ilaca direncli olgularin tespitinde mevcut tanisal yéntemlerin istenilen duyarlihig
saglayamamasi, tlberkilozun kiresel kontrolini sinirlandirmistir. Tanida altin standart, kiltir ve klinik
tani birlikteligidir. Taniya yonelik konvansiyonel yontemlerin kolay uygulanabilir olmamasi, 2-8 haftalik
zamana ihtiyac gostermesi ve tir diizeyinde tanimlamada yetersiz kalmasi, rutin kullanimda sorunlarin
¢ozlimiine yonelik arayislari yeniden glindeme getirmistir. “Centers for Disease Control and Prevention
(CDQ)” tarafindan tanisal mikobakteriyolojide, Mycobacterium tuberculosis’in hizli tanisi i¢in standardize
edilmis, 6zgiilliik ve duyarlihgr yiksek, giivenilir ve hizli yéntemlerin kullanimi énerilmistir. Ozellikle, CDC
kilavuzlarinda yer alan tanisal stratejilerin uygulandigi ve Amerikan Toraks Cemiyetinin sinif 2 ve 3 stan-
dartlarini yakalayan, yayma pozitif 6rnek sayisi > 500/yil olan referans merkezlerinde veya saglik kurumu
laboratuvarlarinda, nikleik asit amplifikasyon (NAA) esash testlerin, hizli taniyi desteklemek (izere kulla-
nimi, mantikli ve maliyet-etkin bir yaklagim olarak kabul edilmektedir. Kiresel tiiberkiiloz yonetim strate-
jilerinde bu testlerin kullanimina yonelik ayrica maliyet-etkinlik analizlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyul-
maktadir. Yapilan meta-analizlerin neredeyse tamaminda ortaya cikan veriler, laboratuvar kosullarinda ta-
sarlanan polimeraz zincir reaksiyonuna (in-house PCR) ait sonuclarin 6zguilliik ve duyarliliklarinin ¢ok de-
giskenlik gosterdigi ve ticari NAA testlerine ait sonuglarla uyusmadigi yoniindedir. Bu meta-analizlere ait
degerlendirmelerde, klinik olarak tiiberkilozun her iki formunun laboratuvar tanisi icin NAA testlerinin
ozgdlliklerinin genellikle tahmin edilenden ¢ok daha yiksek, duyarliliklarinin ise 6zglligin aksine ¢cok
daha dustik ve olduk¢a degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir. Sonug olarak rutin uygulamada, stipheli
klinik 6rneklerden tuberkiilozun hizli tanisinda tek bagina NAA testlerine giivenilemeyecegi ve bu testle-
rin tarama amacli olarak kesinlikle kullanilmamasi gerektigi, ancak konvansiyonel testlerle birlikte klinigi
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desteklemede oldukg¢a degerli olabildigi diistinilmektedir. Bu derleme yazida, akciger ve akciger disi tu-
berkiloz tanisinda molekiiler yontemlerin degeriyle ilgili gtincel bilgiler tartisiimaktadir.

Anahtar so6zciikler: Tiiberkiiloz; tani; molekiiler yéntemler.

ABSTRACT

Tuberculosis, is a life-threatening infectious disease and one of the leading causes of mortality world-
wide. It is a multisystemic disease, and involvement of lungs and pleura is seen in majority of patients.
The global control of tuberculosis is impeded by the relatively low sensitive conventional diagnostic as-
says, especially for drug resistant strains. The current gold standard for tuberculosis diagnosis is the com-
bination of culture and clinical diagnosis. Since conventional diagnostic assays require long time, are la-
bor intensive and insufficient for species-level identification, new solutions for problems in routine diag-
nostic applications for tuberculosis are required. Implementation of reliable, highly specific and sensiti-
ve assays which were standardized for rapid diagnosis of Mycobacterium tuberculosis, is recommended
by Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Implementation of nucleic-acid amplification ba-
sed tests (NATs) to support rapid diagnosis especially in reference laboratories or health-care clinical la-
boratories, which use the diagnostic algorithms denoted in CDC guidelines, meet American Thoracic So-
ciety class 2 and 3 standards and have smear positive sample counts > 500 per year, is accepted as a lo-
gical and cost-effective approach. Analysis of cost-effectiveness for NATs are also required for global TB
management plans. All current meta-analysis on NAT for tuberculosis indicate that in-house assays disp-
lay considerable variations in sensitivity and specificity and exhibit discrepancies with commercial NATs.
Evaluations also notified that the specificity for NAT is usually higher than expected in laboratory diag-
nosis of both forms of tuberculosis, whereas sensitivity is very low with considerable inter-assay variati-
ons. In conclusion, it is thought that current NATs are not reliable as single assays for rapid tuberculosis
diagnosis for routine testing and should not be used in screening, but they are valuable methods in sup-
porting conventional assays for clinical follow-up of patients. This review article discusses the diagnostic
value of molecular methods in the evaluation of pulmonary and extrapulmonary tuberculosis in the light
of the current literature.

Key words: Tuberculosis; diagnosis; molecular methods.

GiRis

Tiberkiloz, vicudun tim doku ve organlarinda gorilebilmesine karsin, olgularin
yaklasik %80-85‘inde akcigerleri tutmaktadir. Son 10 yilda tlberkiiloz prevalansindaki
artisla birlikte akciger digi tiberkilozda da artis izlenmis olmasina karsilik 6zellikle akci-
ger disi tiiberkiiloz tanisindaki gticliikler, akciger tiiberkulozu, tanisinda karsilasilanlardan
cok daha fazladir ve multidisipliner bir yaklasim gerektirir'-.

Gunumizde dinya nifusunun yaklasik ticte birinin Mycobacterium tuberculosis ile en-
fekte oldugu bilinmektedir®. Diinya Saglk Orgiitii (DSO)'niin 2009 yili verilerine gére
diinyada 2007 yilinda resmi olarak 13.7 milyon (206/100.000) aktif tiiberkilozlu hasta
bildirimi yapilmis olup, bunlarin 9.27 milyonu (139/100.000) yeni tani konmus olgular-
dir. Enfeksiyon kaynakli 6nlenebilir hastaliklardan biri olmasina ragmen, zamaninda tani-
si konulmayip uygun tedavi almadiklari icin 2007 yilinda sadece tiiberkilozdan yasami-
ni kaybeden hasta sayisinin 1.76 milyon oldugu bildirilmis, ayrica yaklasik 500.000 ¢ok
ilaca direncli (CID) tiiberkiiloz olgusu bildirimi yapilmistir?*,
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Tiberkiloz olgularinin ¢cok biyik bir bolimindn geri kalmis ve gelismekte olan ulke-
lerde saptanmis olmasi dikkat cekicidir ve gercek hasta sayilari ile tliberkiloz insidansi-
nin bildirilenlerden cok daha yiiksek oldugu endisesi her zaman séz konusudur®. Tiiber-
kulozlu hastalarin saglik kurumuna ge¢ bagvurmasi veya saglik kurumuna bagvuruyu ta-
kiben uygun tedaviye ge¢ baslanmasiyla iliskili hasta ve doktor gecikmesi sonucu klinik
ve laboratuvar tanisi konulmamis, dogrudan gozetim altinda tedavi (DOTS) programina
dahil edilmemis her bir aktif akciger tiberkilozlu olgunun yilda 10-15 kisiyi enfekte ede-
bildigi distinildigiinde, bu tablonun kaygi verici boyutunu anlamak hi¢ de zor degil-
dir. Yayma negatif hastalarin orantisiz sikhgindan dolayi, halen insan immiinyetmezlik
virusu (HIV) ile iligkili tiberkiilozun tanisinda gecikmeler yasanmaktadir. Tanidaki gecik-
meler aktif olarak bulasin devamina, sekonder ila¢ direncine (yaygin ilaca direncli tiiber-
kiiloz dahil) ve mortalitede artisa yol acabilmektedir®. Bu tablo géz éniine alindiginda
tiberkiiloz, diinyada onemini her giin artirmakta olan ve halk saglhigini tehdit eden
onemli tehlikelerden biri olma 6zelligini glinimuizde de devam ettirmektedir. Tiiberku-
loz hastalarinin erken tani ve tedavisi, bu hastaliktan toplumun korunmasinda en etkili
yoldur. Bu nedenle, ulusal tiiberkiloz kontrol programlari cercevesinde tiiberkiilozun ya-
ythmini 6nlemede ve kontrol altina alabilmede 6nemli bir role sahip olan mikobakteriyo-
loji laboratuvarlarinin birincil amaci, insidansi distrmek icin akciger tiiberkilozlu olgu-
larin en kisa surede tespiti, izolatlarin dogru tanimlanmasi, antittiberkiloz duyarhlik test-
lerinin yapilmasiyla antitiiberkiiloz tedavinin bagarili olup olmadiginin takip edilmesidir®.

TUBERKULOZUN TANISI ve MOLEKULER YONTEMLER

Tlberkilozun erken tanisinda hizl testlerden biri olan aside direncli bakteri (ARB) bo-
yama yontemlerinin duyarlihgr distik olup, yeni tiiberkiloz olgularinin sadece %44'ln-
de etkin olabilmektedir. Bu duyarlilik, cocuklarda %15-20 oranlarindadir?. Akciger ve ak-
ciger digi tberkilozda ilk tani, klinik verilerle yapilmis olsa bile, kesin tani icin etkenin
konvansiyonel testlerden radyolojik ve histopatolojik incelemelerin disinda, direkt mu-
ayenede tespiti ve kiiltlirde Uretilerek laboratuvarda dogrulanmasi esastir. Bu nedenle ta-
nida altin standart, kiltdr ve klinik tani birlikteligidir. Molekiiler yontemlerin, tanisal mi-
kobakteriyoloji icinde yer almasindan once tiiberkiilozun hizli tanisi igin tek yol, tercihan
sabah balgamindan hazirlanan Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yaymalarinin direkt mikros-
kopi ile degerlendirilmesi olmustur. Mikroskobik incelemede ARB'nin gorilebilmesi icin
hasta 6rneginde 5000-10.000/ml basil bulunmasi gerekmektedir®’-8, Yirmi dort saat ice-
risinde sonug alinabilmesi ve ucuz bir test olmasina ragmen, kiltiirle dogrulanmig
tiberkiloz olgularina ait 6rneklere uygulanan boyama teknigi, santrifligasyon isleminin
hizi, yayma preparatini degerlendiren kisinin tecriibesi ve calisilan popilasyondaki tu-
berkiiloz prevalansina bagli olarak degisen distk duyarlihgr (%45-80), tiberkiloz disi
mikobakterileri dislayamamasi ve distlk pozitif prediktif degere (%50-80) sahip olmasi
gibi ozellikleri, direkt muayenenin tanisal olarak tek basina yetersizliginin gostergeleri-
dir?.

Antimikobakteriyel tedavi alan hastalara ait orneklerin cogu yayma pozitif, kiltir ne-
gatif gorulmekle birlikte, bu durum, laboratuvar hatasi olarak kontamine su veya boya-
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larla hazirlanan yaymalarda ve inkiibasyon siresi kisaltiimis kilttrlerle uzun streli dekon-
taminasyon islemine tutulmus hasta érneklerinde gézlenebilir®. Direkt muayene ile M. tu-
berculosis ve tiiberkiloz digi mikobakterilerin ayinmi yapilamadigindan, kultir halen al-
tin standarttir. Kultdr, klinik 6rnekte > 10 canli tiiberkiloz basilinin bulunmasi halinde
gosterilebilmesi mumkiin, duyarliigi %80-85, 6zglllugu yaklasik %98 olan bir konvan-
siyonel yontemdir. M.tuberculosis’in logaritmik Greme periyodu yaklasik 18 saatte bir bo-
linerek gerceklestiginden, kiltir ortamlarinda etkenin tanimlanabilmesi icin ortalama 2-
8 haftaya gereksinim duyulur. Bu nedenle kiiltiir, tiberkiloz tanisinda cok degerli bir test
olmakla birlikte, tiiberkiiloz kontrolii icin yayma mikroskopisi kadar 6neme sahip degil-
dir; zira kultir olanagi her yerde yoktur ve sonuclarin alinmasi icin gegen siire, degisimi
izlemek acisindan cok uzundur®”-?,

Son yillarda tuberkiloz ilaglarina direncli tiberkiiloz basillerinin izolasyonlarindaki ar-
tig, taniya yonelik konvansiyonel testlerin pratik olmamalari, sonuclandirilmalarinin uzun
zaman gerektirmesi ve tiir diizeyinde tiplendirmede yetersiz kalmalari, rutin kullanimda
sorunlarin ¢6ziimiine yonelik arayislari yeniden glindeme getirmistir. Bu amacla “Cen-
ters for Disease Control and Prevention (CDC)”, 2010 yilina kadar tiiberkiloz olgulari-
nin %75’inin 48 saat icerisinde tanisina yonelik “halk saghgi hedefleri”ne ulasilabilmesi
icin, tanisal mikobakteriyolojide standart testlere ilaveten M.tuberculosis'in tanisi icin
mevcut en hizl yéntemlerin kullanimini dnermistir’. Bu kapsamda, lizerinde yogun aras-
tirmalarin stirmekte oldugu standardize edilmis, 6zguillik ve duyarliliyi yuksek, hizli ve
gulvenilir tani testlerinin rutin kullanimlarinin 6nerilebilir hale getirilebilmesi icin diinya
genelinde izlenebilir gayretler s6z konusudur. CDC’nin tiiberkiloz tanisina yonelik bu
onerileri dogrultusunda, Ureticiler tarafindan o6zellikle son 20 yil icinde dogrudan hasta
orneklerinden ve/veya kiiltiir ortamlarindan taniya yonelik hizli sonug verebilen ve kolay
uygulanabilir 6zellige sahip bircok tani sistemi ve test teknikleri gelistirilmis ve kullanima
sunulmustur. Bunlar arasinda imit verici 6zellik arz edenler, molekiiler genetik teknikler
olmustur®”1%11_ Teorik olarak hasta érneginde birkag basilin bulunmasi durumunda bi-
le bunu saptayabilen niikleik asit amplifikasyon (NAA) esash molekdiler tani testleriyle ya-
pilan ilk caismalar, cogunlukla laboratuvar tanisina yonelik olmus, mevcut klinik kusku-
nun karar verme surecine katkisi g6z ardi edilmistir. Ancak gtinlimiizde klinik ve labora-
tuvar tanisini desteklemede halen bu yontemlerin gelistirilmeye olan gereksiniminden
dolayl, calisma performanslarina yénelik arastirmalar araliksiz devam etmektedir® %8,

NAA testleri icerisinde ilk gelistirilen yontem, laboratuvar kosullarinda tasarlanan po-
limeraz zincir reaksiyonudur (in-house PCR). Bu yontem, ureticiler tarafindan gelistirilen
ticari NAA testlerinin disinda, halen pek cok kurumda 6zellikle akciger ve daha az siklik-
la da akciger digi tiiberkilozlu hastalarin erken tanisini desteklemek veya arastirma amacg-
Ii kullanilmaktadir. Ttberkiloz ve CID tiiberkiiloz hastalarinin tespiti amaciyla bu testle-
rin kullanimi, kurumlarda NAA testlerine yonelik uygulama standartlan ve altyapi eksik-
likleri nedeniyle genellikle referans laboratuvarlarla sinirlanmistir'2'#, Ozellikle hastalara
ait yayma pozitif ve negatif solunum orneklerinden M.tuberculosis’in hizh tanisi icin “Fo-
od and Drug Administration (FDA)”onayi almis, bu testlerden, transkripsiyon esasli amp-
lifikasyon (TMA) yontemiyle calisan ve kemiliminesan teknigi ile saptama yapabilen
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“Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (AMTDT; Gen-Probe, San Diego,
ABD)” ile sadece yayma pozitif solunum ornekleri icin FDA onayi olan PCR esasli, inter-
nal kontrol iceren ve kolorimetrik olarak saptama yapabilen “Roche Amplicor Mtb test
(Roche Molecular Systems, Branchburg, ABD)” ile bunun otomatize versiyonu “Cobas
Amplicor (Amplicor MTB; Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)” uygulandiklari so-
lunum orneklerinde mikemmel performans (duyarhlik > %95, 6zgullik %100) sergile-
dikleri icin bircok kurum biinyesinde konvansiyonel testlere ilaveten laboratuvar kullani-
mina girmistir>”-'3. Bunun yani sira FDA onayi olmamakla birlikte, solunum yolu 6rnek-
lerinde oldugu kadar klinik stipheli diger 6rneklerden yapilan calismalarda da yiksek du-
yarllik ve 6zgiillik sergileyebildigi icin uluslararasi kabul géren diger kuruluslardan onay
almig (CE belgeli), izotermal dizi yer degistirme amplifikasyonu (SDA) esasli, internal
kontroll bulunan, amplifikasyon Griinind florimetrik olarak anlik tespit edebilen “BD
ProbeTecTMET MTB Direct Detection Test (Becton Dickinson, Sparks, ABD)” yaygin ola-
rak kullanilan diger ticari molekiiler tani sistemidir'>. Benzer amacla kullanimi gittikce
yayginlik kazanmaya baglayan NAA esasina dayali diger bir yontem olan gercek zamal
PCR teknigini kullanan ve internal kontrol iceren sistemlerde (LightCycler 2.0-Roche
Applied Science, Almanya; iCycler IQ-BioRad Lab, ABD; ABI PRISM 7700-Applied Biosys-
tem, ABD) amplifikasyon Urintnin varligi, sisteme uyumlu ticari kitler kullanilarak (Co-
bas TagMan MTB, lontek, Fluorion MTBC QLP 2.1 test ve digerleri) 6zgul problar lize-
rinde yer alan floresan boyalarin uyarilmasi sonrasinda, ortamdaki 6zgul DNA miktarina
bagl olarak yayilan isimanin bir sinyal alici aracihdiyla bilgisayar ortaminda grafige do-
nustirtlmesiyle anlik yorumlanabilmektedir. PCR Grtnlerinin, bir membran seride (strip)
bagl bulunan oligontkleotid problara ters hibridizasyonu prensibine dayali, internal
amplifikasyon bandi bulunan, DNASTRIP® teknolojisi ile iiretilen “GenoType® Myco-
bacteria Direct Test (Hain Lifescience, Almanya)” ve “Inno-LIPA Mycobacteria (Innoge-
netics NV, Belcika)” seritleri, nlkleik asit dizi bazli amplifikasyon (NASBA) teknigi esasina
dayali olarak, glinimuz mikobakteri laboratuvarlarinda hasta 6rnekleri ve sivi kiltur or-
tamlarindan M.tuberculosis'in hizli tanisinda kullanilabilmektedir®'116:17,

Son yillarda tlberkiilozun rutin laboratuvar tanisinda gtivenle kullanilabilecek mole-
kiler yontem arayislari hizla devam etmektedir. Hasta orneklerinden calisilarak klinik ta-
niy! desteklemede buiylk bir umut olmayi hedefleyen, yeni hizli molekiiler tiiberkiloz ta-
ni testlerinden glinimuzde ytiz guldirtci sonuglar alinabilmektedir. Bunlar arasinda eg
zamanl olarak M.tuberculosis varligi ile rifampin direncini hasta 6rneginde saptayabilen,
otomatize, “semi-nested” gercek zamanli PCR yontemiyle calisan ve amplifiye trinu
“molecular beacon assay” prensibi ile hicbir miidahaleye gerek kalmaksizin saptayabilen
Xpert MTB/RIF (Cefeid, Sunnyvale, ABD) testinin, yayma pozitif solunum 6rnekleriyle ya-
pilan ilk calismalarinda %99‘a varan yiksek bir duyarlilik gosterebildigi belirtiimekte-
dir*®18 Halen iizerinde calismalarin oldugu hizli tani testlerinden biri de pahali bir cihaz
gerektirmeyen, 6zgulligu oldukca yiksek, izotermal olarak cogaltma yapabilen ve de-
gerlendirmeyi ultraviyole floresan ile gorsel veya bulanikhligi gercek zamanl olarak oku-
ma esash gerceklestirebilen “Loop-mediated isothermal amplification (LAMP; Eiken Che-
mical Co. Ltd., Japonya)” teknigidir'>!”. “DNA Chip Teknolojisi” iriinler (CapitalBio

MiKROBiYOLOJi BULTENiI 323




Akciger ve Akciger Disi TUberkiloz Tanisinda Molekdiler Yontemlerin Kullanimi

Mycobacteria Identification Array, Cin Halk Cumhuriyeti) ise, mikobakteriden PCR ile el-
de edilen amplikonlarin, ¢ok sayida farkli oligoniikleotid prob iceren minyatir analitik
araclar Uzerinde, kendine uyan prob ile hibridize olmasi sonrasinda, ortama yayilan flo-
resan sinyallerin bir tarayici tarafindan saptanmasiyla gerceklesmesi prensibine dayali
testlerdir'®. Yeni bir NAA testi olan “Hyplex TBC PCR test (BAG Health Care, Almanya)”,
multipleks PCR sonrasi 6zglil oligontikleotid problari ile hibridizasyon ve ELISA ile sapta-
ma prensibine dayali, yayma pozitif 6rneklerde yiiksek duyarlilik ve 6zgiillige sahip, du-
stik maliyetli, kalitatif bir testtir>. Bunlarin disinda M.tuberculosis kompleksin 16S rRNA'la-
rini hedef alan floresanla isaretli peptid niikleik asit problar kullanilarak doku ve klinik 6r-
neklerde tir diizeyinde saptama yapabilen PNA-FISH (Peptide Nucleic Acid Fluorescent
In Situ Hybridization) yéntemi tanida kullanilabilmektedir?°.

MOLEKULER TiCARI SISTEMLERIN KLINiK KULLANIMLARINA YONELIK
ONERILER ve TEST PERFORMANSLARI

Ticari sistemlerin konvansiyonel tekniklere gore en 6nemli avantajlari, daha hizli (2-6
saat icerisinde) sonug verebilmeleri ve emniyetli ve glivenilir olmalarinin yani sira konta-
minasyon risklerinin dusuk, buna bagl olarak yayma pozitif orneklerde duyarlilk ve 6z-
gulliklerinin ylksek olmasidir. Ayrica, bircogunun teknik olarak otomatize veya yari oto-
matize olmasi, reaktif ve standartlarinin kullanima hazir olmasi, laboratuvar kullanimlari-
ni kolaylastiran diger faktorlerdir. En 6nemli dezavantajlari ise pahali olmalari, cogunun
heniiz FDA onayl almamis olmasi ve bir kisminin da faz calismalarinin tamamlanmamis
olmasidir. Bunlarin yani sira, direkt muayenesi negatif balgam 6rnekleri ile solunum disi
orneklerde duyarhlklarinin 6zgulltklerine gore disiik ve degisken olmasi, ¢cok az basil
iceren ve homojen bir dagilimin olmadigi 6rneklerin dekontaminasyonu sirasinda uygun
dilisyonun yapilamayisi veya hatali dekontaminasyon islemi sirasinda olusan basil kayip-
lari sonrasi gerceklestirilen bu testlerle yalanci negatif sonug alinabilmesi ticari testlerin
diger dezavantajlaridir. Bazen ekstraksiyon islemleri sirasinda hedefin yetersiz ekstraksi-
yonu ve orneklerde bulunabilen niikleaz ve proteazlarin, amplifikasyonu inhibe ederek
yalanci negatif sonuglara neden olabilmeleri, molekdler ticari sistemlerin 6nemli diger
sorunlaridir. Direkt muayene ve kiiltir negatifligi oldugu halde az miktarda basil cikari-
minin oldugu durumlarda alinan pozitif sonuca klinisyenin tam olarak glivenememesi de
énemli bir sorundur®681621 'Mikrobiyal yiik, basil-konak savunmasi ve ilac tedavisi ara-
sindaki etkilesimin bir sonucudur. Mikobakteri DNA’sinin molekdler tespitinin, uygula-
nan tedavinin basarisi veya basarisizhiginin yani sira relapsini 5ngérme potansiyeline kat-
kisi yoniinden incelemeler yapilmistir. Tedavinin seyri boyunca mikrobiyal yikin kanti-
tatif takibi, prognostik ongoriilerde bulunma ve tedavi rejimi ile siresini kisisellestirmek
icin 6nemli olabilir. Her ne kadar tedavi 6ncesi ARB yayma, koloni sayisi ve kantitatif PCR
ile genomun kopya sayisina yonelik karsilastirmali calismalar, baslangictaki basil miktari
ile iliskili bulunmasina ragmen tedavi siiresince veya sonrasinda, ARB’deki negatiflesme
orani ve DNA miktarindaki azalmanin canli koloni sayisindaki azalma ile iliskili olmadig
yonuindedir. Aslinda bu sonug, yaygin akciger harabiyetine yol acan agir kaviter hastali-
g1 olan hastalarda, pozitif yaymalarin yillarca persistan kaldiginin bilinmesinden dolay:
sasirtici degildir. Bu bilgiler 1siginda FDA, > 7 glin veya son 12 ay icerisinde antitiberk-
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loz ilag almamis hastalara ait sadece yayma pozitif solunum ornekleri icin NAA testleri-
nin kullanimini énermektedir>.

Tiiberkiilozlu hastalarin tanisal gecikmelerinde 6nemli kisalmalar sagladigindan DSO,
NAA testlerine ait bazi hizli tani kitlerinin, ulusal kontrol programlari kapsaminda kulla-
nilmasi kararini (bu kapsamda ticari sistemlerin kullanimi konusu halen tartigmali olma-
sina ragmen), ilgili Ulkelerin Saghk Bakanliklarina birakarak ticari sistemlerin kontrol
programlari kapsaminda kullanimlarinin éniinii acmistir?2, Ozellikle tiiberkiiloz olma ola-
sihgr cok yiiksek veya ¢cok dusiik olanlarda tani amacli NAA esasli testlerin rutin kullani-
mi konusu, kaynaklarin maliyet-etkin kullanimina uygun olmadigi icin 6nerilmemektedir.
Ancak bu testlerin, direkt muayenesi negatif olmasina ragmen klinisyen tarafindan tu-
berkiiloz olma olasiligi ylksek stpheli hastalarin 6zellikle solunum yolu orneklerinde ta-
nisal amagla kullanimi konusu oldukga degerlidir. Bunun yani sira; yayma pozitifliginin
M.tuberculosis’e ait oldugunu dogrulamada, tliberkiiloz acisindan yiksek riske sahip cid-
di bir hastaligi olanlarda ve kaynagi bilinmeyen akciger hastahgi bulunanlarda tiiberku-
lozu elimine etmek amaciyla tercih edilmesi ve klinik stipheli hastalardan biyopsi, cerra-
hi veya diger invaziv islemlerle alinmis materyallerden taniyr desteklemede NAA testleri-
nin kullanimlarinin yararli olabilecegi ifade edilmektedir'*23.

Yayma pozitif solunum yolu 6rneklerinde Gen-Probe AMTDT'nin rutin uygulanmasi-
na yonelik maliyet-etkinligin degerlendirildigi bir calismanin analiz raporunda, bu uygu-
lamanin ¢cogu hastane icin maliyet-etkin olmasinin beklenmemesi gerektigi, ancak refe-
rans merkezlerine ait laboratuvarlar icin maliyet-etkin olabilecegi degerlendirilmistir. Ay-
rica raporda, kurumlarda NAA testlerinin rutin kullanimlarina yonelik maliyet-etkinlik de-
gerlendirilirken; goreceli olarak toplumdaki tiiberkiloz prevalansinin, kurumda islem go-
ren yillik yayma pozitif 6rnek sayisinin, glinlik olarak solunum izolasyonuna gereksinim
duyulan hasta sayisinin ve test reaktiflerinin maliyetinin, birim test maliyeti tizerine etki-
li olan 6nemli degiskenler olarak ele alinmasi gerektigi bildirilmistir. Raporda, bu degis-
kenlerden en az ikisinin NAA testleri icin uygun olmasi halinde, tiiberkiilozun standart
tani yontemlerinin degerlendiriimesinde bu testlerin maliyet-etkin bir secenek olabilece-
gi ifade edilmektedir. Calismada, yalanci negatif NAA test sonuclarinin maliyet tzerine
olan etkinliklerinin degerlendirilememis olmasinin énemli bir eksiklik oldugu, ayrica boy-
le bir sonucu esas alarak hastaya yatis planlamasi yapilmasinin da, hasta ve hastane icin
bedelinin agir olabilecegi belirtiimistir. Bu amacla, bahsedilen bu degiskenlerin timunin
dikkate alindigi ciddi prospektif calismalara halen gereksinim duyulmaktadir'*.

Ticari olarak mevcut molekiiler testlerin kullaniminda maliyete yonelik kaygilar hep 6n
planda olmustur. Bu durum, 6zellikle ekonomik kaynaklari kisith ve tiiberkiiloz insidansi-
nin yiksek oldugu gelismekte olan Ulkeler icin 6nemlidir. Bu ylzden, kiiresel tiberkiiloz
yonetim stratejilerinde bu testlerin kullanimina yonelik maliyet-etkinlik analizlerinin ge-
listirilmesi icin strekli bir micadele gerekmektedir. Bu testlerin, 6zellikle CDC kilavuzla-
rinda yer alan tanisal stratejilerin uygulandigi ve Amerikan Toraks Cemiyeti (ATS)'nin si-
nif 2 ve 3 standartlarini yakalayan, konvansiyonel yontemlerin kullaniminda ytksek stan-
dartlara sahip, yayma pozitif ornek sayisi > 500/yil ve yayma pozitif 6rneklerde goreceli
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tiberkiloz prevalansinin %70, solunum izolasyonuna ait giinlik maliyeti yaklasik 100
Amerikan dolari (USD) olan referans merkezlerinde veya saglik kurum laboratuvarlarin-
da hizli taniy1 desteklemek tzere kullanimi konusu genel olarak kabul goren ve maliyet-
etkin bir yaklagim oldugu disuntlmektedir. Bu nedenle, bu sistemlere ait mevcut ticari

ariinlerin tarama amach kullanilmalari kesinlikle dnerilmemektedir®®14,

CDC'nin, NAA esasli ticari molekiiler sistemlerin kullanildigi laboratuvarlarda tiiberk-
lozun hizli tanisina yonelik katki amaciyla 2000 yilinda hazirlamig oldugu algoritma reh-
beri, 2009 yilinda glincellenerek tanida kullanima sunulmustur. Buna gore, stpheli akci-
ger tiberkilozlu her bir hastadan en az bir solunum yolu 6érneginde NAA testi calisiima-
si onerilmektedir. EZN boyamasi ile direkt mikroskopi ve mikobakteri klturd icin hasta-
lardan U¢ ayr giinde sabah balgam 6érnegi alinmalidir. ilk 6rnekte direkt muayenede ARB
sonucu ile NAA test sonuglari birarada degerlendirildiginde sonug pozitif ise, hastanin
tiberkilozlu oldugu kabul edilir ve test tekrarina gerek yoktur. Eger ilk balgam ARB po-
zitif, ancak NAA test sonucu negatif ise ornekte inhibitor varligr arastinlmalidir. Arastir-
ma sonucu herhangi bir inhibitér madde tespit edilemezse ikinci bir balgam 6rnegi ile
NAA test tekrari yapiimalidir. Ikinci balgamda da ARB pozitif, NAA test sonucu negatif
bulunup herhangi inhibitér madde saptanmazsa, hastanin muhtemelen tiberkiiloz disi
mikobakteri ile enfekte oldugu kabul edilir. E§er inhibitor varigr tespit edilmisse bu du-
rumda NAA test sonucunun tani degeri yoktur. Boyle bir durumda ikinci balgam orne-
ginde NAA test islemi tekrarlanmalidir (test tekrarinin tGgten fazla yapilmasinin yarari yok-
tur). Laboratuvar degerlendirmelerinde boyali preparatin direkt mikroskopisi ve NAA test
sonuclarinin her ikisi negatif bulunan, ancak klinik olarak tiiberkiloz stipheli hastalarda
bu sonug, tiiberkiilozu elimine etmede yeterli degildir®.

Erken ve dogru tani, tiberkilozun kontrolu ve yonetiminde kritik bir asamadir. Tuber-
kilozun NAA testi ile basarih tanisi icin esas belirleyici faktor, mikobakteri DNA'sinin ka-
zeifiye grantilomlardan sekresyonlara ge¢cmesi ve steril viicut sivilarina veya dokulara ya-
yilmasidir®. Tani amaciyla 1990’l yillarin baslarindan bu yana NAA testlerinin etkinligini
arastiran yizlerce calisma gerceklestirilmistir. Bunlarin ¢cok biytk bir bolimu akciger tu-
berkiilozundaki kullanimlarina yonelik arastirmalardan olusmaktadir. Giinimizde, tu-
berkiilozda NAA testlerinin kullanimina yonelik gegcmiste yapilmig calismalara ait cesitli
verilerin baz alindigi meta-analizler ile molekiiler testlerin direkt tanidaki etkinliklerinin
yani sira, sonuglari Uizerine etki eden olumsuz kosullar degerlendirilebilmektedir. Bu me-
ta-analizlerin ve incelemelerin degerlendirilmeleri sonucu, calismalarin cogunda, klinik
olarak tlberkilozun her iki formunun tanisi icin NAA testlerinin 6zgulliklerinin tahmin
edilenden cok daha fazla oldugu anlasiimistir. Ayni calismalarda bu testlerin duyarlilikla-
rinin ise 6zgulliiklerinin aksine ¢cok daha distk ve oldukca degiskenlik gosterdigi belirtil-
mistir' %16, Duyarliliklar, tiiberkiilozun “paucibacillary” formlarinda (direkt muayene ne-
gatif akciger ve akciger digi tiiberkiilozda) ¢cok daha dusuk, direkt muayenesi pozitif ak-
ciger tuberkilozunda daha ytiksek bulunmustur. Meta-analizlerin neredeyse tamaminda
tespit edilen diger bir veri ise, solunum &rnekleri icin “in-house” PCR’ye ait sonuclarin
ozqgullik ve duyarhliklarinin ¢cok degiskenlik gosterdigi (duyarhhk: %9.4-100; 6zgullik:
%5.6-100; p< 0.001) ve ticari NAA testlerine ait sonuglarla uyusmadigi yoniindedir?*.
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Akciger tiberkilozunun tanisina yonelik, ticari olarak mevcut NAA testlerinin solu-
num yolu 6rneklerindeki performanslarinin degerlendirildigi bir meta-analiz ve meta-
regresyon calismasinda, duyarlihigin %85 (degisim araligi %36-100), 6zgulligin %97
(degisim araligi %54-100) oldugu ortaya konmustur'®. Bu oranlardaki heterojenligin ne-
denlerine yonelik meta-regresyon calismasinda; “threshold” etkisinin 6nemli oldugu (p=
0.01) ve balgam disindaki diger solunum yolu orneklerinin variginin dnemli oldugu sap-
tanmigtir. Bu gozlemler esas alindiginda, akciger tiiberkiilozunun tanisinda konvansiyo-
nel testlerin yerine tek bagina ticari NAA testlerinin kullanimi 6nerilmemektedir''"®.

Roche Amplicor MTB, Gen-Probe AMTDT, BD ProbeTec™ET MTB Direct Detection Test
(DDT) ve gercek zamanh PCR esash ticari sistemlerin, klinik 6rneklerden tiberkiloz tanisin-
daki performanslarini arastiran calismalarda; bu sistemlerin, direkt muayenesi pozitif solu-
num orneklerindeki duyarlliklarinin %90-100, 6zgiilliiklerinin %74-100; direkt muayenesi
negatif solunum orneklerinde ise duyarliliklarinin %33.3-95.9, 6zgiilliiklerinin %80.3-100
arasinda degistigi bildirilmistir. Rapor edilen genel duyarliik oranlari Amplicor MTB,
AMTDT, DDT ve Cobas TagMan MTB icin sirasiyla %83-96.7, %85.7-97.8, %60.7-100 ve
%73-91.5 olarak saptanmigtir''13:21:25-27 By testlerin klinik siiphesi yiiksek (> %75), yay-
ma pozitif solunum 6rnekleri icin duyarlilik ve 6zguilliikleri ise sirasiyla > %95 ve %95-100;
yayma negatif solunum &rnekleri icin %79.3-85 ve %80.3-99 olarak bildirilmistir>"25,
DNAeSTRIP® teknolojisi ile iiretilen, “GenoType® Mycobacteria Direct Test”in klinik kulla-
nimdaki etkinligini arastirmaya yonelik solunum 6rnekleriyle yapilmis kilttir sonuglarina da-

yali benzer calismalarda duyarlilik %93-97, 6zgiilliik %90 olarak bildirilmistir?®2°.

Hasta 6rneginden dogrudan calisilan bir bagka hizli molekiler tani testi olan Xpert
MTB/RIF testinin performansi tizerine yapilan calismalarda, testin duyarliliginin yayma ve
kaltur pozitif akciger tiiberkilozlu hastalarda %96-100 ve yayma negatif, kiltir pozitif
tdberkilozlu hastalarda ise %68.6-90 arasinda degistigi; bakterideki rifampin direncinin
%98-99.1 oraninda dogru tanimlandigi ve MTB/RIF testinin 6zgulluginin %98.1-99.2
arasinda oldugu bildirilmistir. Ayrica testin duyarliidi akciger tiberkilozlu, HIV pozitif

hastalarda %93.9, HIV negatif hastalarda ise %98.4 olarak bulunmustur®8°218:30,

Stpheli akciger tiiberkilozlu TB’lu hastalarda taniya yonelik ticari NAA testleri ve “in-
house” testlerin performanslarinin arastirildigi cahismalardan Xpert MTB/RIF testi ile ya-
pilan calismalarda, testin duyarlihginin genel olarak %53-77.3, 6zgilligunin %98.2 ol-
dugu saptanmustir’32, Benzer sekilde diger NAA testlerinin kullanildigi calismalarda di-
rekt muayenesi pozitif olan solunum digi 6rnekler icin bu testlerin duyarliliklari %27-86,
ozgulliikleri %87.5-100 arasinda saptanirken, direkt muayenesi negatif olanlarda ise bu
oranlar, sirastyla %17 ve %71 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismalarda ornek tiirine goére
testlerin duyarlilik ve 6zglllikleri sirasiyla; plevral sivi icin %27.3-81 ve %90-100; plev-
ral biyopsi icin %52.6-90 ve %100; lenf nodlari icin %71.6-87.5 ve %75-100; beyin
omurilik sivisticin %31.4-56 ve %98; idrar icin %55.6-95.6 ve %98.1-98.9 ve cilt biyop-
sisi icin %60-80 ve %100 olarak bildirilmistir>'"25,

Ginudmizde tiberkiilozun laboratuvar tanisinda halen tartismali olan PCR yontemi-
nin etkinligini ortaya koymayi amaclayan farkl meta-analiz calismalarinda, testin ortala-
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ma duyarlihgr %85, ortalama 6zgiilliigi ise %95 olarak belirtimektedir®. Benzer sekilde
tlkemizden tuberkiloz siipheli hastalara ait solunum 6rnekleri ile solunum digi 6rnekler-
den M.tuberculosis'in variginin saptanmasina yonelik gerceklestirilen ve Gg yillik bir su-
reci kapsayan retrospektif bir calismada da, PCR yonteminin duyarlihgr solunum 6rnek-
lerinde %72 iken solunum disi érneklerde %76 olarak bildirilmistir33.

Tiberkilozun tanisinda PCR ile ticari NAA testlerine ait performanslarin karsilastirma-
I olarak degerlendirildigi calismalara ait sonuglarin uyum orani yaklasik %90.8 olarak bu-
lunmustur. Genel olarak tiiberkilozun hizli tanisina yonelik NAA testleriyle yapilan per-
formans calismalarinda en sik dikkati ceken 6zellik, saptanan duyarlilik (%36-100) ve 6z-
gullik (%54-100) oranlarinin heterojenligidir (p< 0.001). Kullanilan “in-house” PCR
yonteminin saptanan duyarlilik oranlariyla rutin laboratuvara tek basina dnemli bir katki
saglamaktan uzak oldugu, ancak siipheli olgularda solunum digi 6rneklerde taniya katki-
si olabilecegi dusunilirken, solunum 6rneklerinde gerek PCR’nin gerekse ticari NAA
testlerinin ancak kiiltiiri destekleyici bir tani araci olabilecedi degerlendiriimektedir!®24,

NUKLEIK ASIT COGALTMA ESASLI YONTEMLERE AiT DEGERLENDIRMELER

Nukleik asit cogaltma (NAA) esasli yontemler, tim diinyada yaygin olarak kullaniima-
larina karsin, klinik mikobakteriyolojide devrim yaratabilmis degildir. Mikroskobik incele-
meyle desteklenmis kiiltdr, altin standart olmaya devam etmektedir. Cogaltmaya dayali
yontemlerin tanida kullanimina yonelik kisitlamalarin en 6nemli nedeni, yapilan meta-
analizlerde o6zgiilliiklerinin ytksek bulunmasina ragmen duyarlilik oranlarinin oldukgca
heterojen olusu ve tanisal dogruluga katkisinin klinik olarak tatmin edici olmayisidir' %1€,
“In-house” PCR ile NAA esasli ticari sistemlerin hasta 6rneklerinden tiiberkilozun tanisi-
na yonelik performanslarinin arastirildigr kapsamli calismalarin genelinde yapilan deger-
lendirmelerde saptanan farkl duyarliik oranlari, merkezler arasi 6rneklemelerdeki meto-
dolojik farkliliklar ile uygulamada tercih edilen NAA test prosedirlerindeki heterojenlige
bagli olabilmektedir'®2434. Orneklemelerdeki metodolojik farkliliklar arasinda; test isle-
mine alinacak ornek tipi ve sayisi, 6rnege uygulanacak ARB boyama yontemi, degerlen-
dirmelerde referans yontem olarak esas alinan kultir yontemiyle ilgili kurumlardaki fark-
Il uygulama standartlar, 6rnegin alindigr hastada tlberkiiloz siiphesinin diizeyi, 6rnek-
leme yapilmis hastanin tiiberkiiloz tedavisi altinda olup olmadigi, calismalarda kullanilan
orneklem yontemi, hastaya ait veri toplama yontemi, bagimsiz gézlem uygulamasi, kli-
nik veya demografik verilerle kontrol gruplarina ait kiltiir sonuglari yer almaktadir. Ayri-
ca, yayma pozitif/negatif ornekle calisma, cogaltiimak istenen hedef bolge, DNA saflas-
tirma yontemi, cogaltma teknigi, “in-house” calismalarda arastirmacilarin tasarladiklari
farkl protokoller, calismada pozitif ve negatif kontrol kullanimi, internal kontrol kullani-
mi, “carry-over” kontaminasyon icin dUTP-UNG kullanimi ile amplikonlarin varhgini sap-
tamada kullanilan yontem ve “threshold” belirleme, uygulamalar sirasinda sistemlere ait
duyarlilik ve ézgiillikleri etkileyen diger nemli farkliliklardir'?16-21:24 Bunlar arasinda,
Ozellikle bakterilerin 6rneklerde homojen dagiliminin olmamasi, etkin olmayan nukleik
asit saflastirma yontemlerinin kullaniimasi ve bazen de 6rnekte inhibitor varligi, duyarh-
liklardaki farkliliklarin en kritik parametreleridir. Bu inhibitorlerin insidansi, solunum yolu
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érneklerinde %4'ten, solunum disi 6rneklerde %18.6'ya kadar degismektedir®. Bakteri-
lerin yogun olmadigi klinik 6rneklerde, molekiler cogaltma yontemleriyle bunlarin sap-
tanma sansi da disuktdr. Fenol kloroform ile saflagtirma yontemi, en iyi verimi saglama-
sina karsilik, zaman alici ve karmasik olmasi, bulas riskini yikseltmesi dezavantajlaridir.
Bir cogaltma yontemi secilirken, bir internal kontrollin de kullaniimasi, dikkate alinmasi
gereken ¢cok 6nemli bir uygulamadir. Cogaltma yontemlerinin 6zgulligi genelde iyi ol-
makla birlikte yalanci pozitiflik olasihgi, hem mikrobiyologlar hem de klinisyenler tarafin-
dan goz ardi edilmemelidir. Uzun slren ve sik olarak yan etkileri gorilen tiiberkiiloz te-
davisine, sadece pozitif bir NAA testi sonucuna bakarak baslanmamalidir. Yalanci pozitif
sonucun en blyik nedeni bazen preanalitik, ancak daha ziyade analitik asamada orne-
gin kontaminasyonudur. Calisma ortaminin sik sik %10’luk camasir suyu ile silinmesi ve
calisma yapilmadigi sirada pipetlerin, pipet uclarinin ve calisma ytizeylerinin ultraviyole
1sigina tabii tutulmasi gibi uygulamalarin yapilmasi dnemli olmakla birlikte, uygulayicila-
rin egitimi de kontaminasyonun engellenmesinde énemli rol oynamaktadir®>.

Farkll cogaltma yontemlerini degerlendiren cok sayidaki calismalar ile dogrudan kar-
silastirmanin yapildigi az sayidaki calismalarin hicbiri, 6zellikle solunum yolu 6rnekleri
icin optimize edilmis, standardize haldeki hazir kitlerin birbirlerine belirgin bir Gstlnlu-
gunu gosterebilmis degildir. Tumu, yuksek diizeyde 6zgiillige, ancak istenilen diizeyde
olmayan duyarliliga sahiptir. Bu kapsamda yakin donemlerde gerceklestirilen kalite kont-
rol calisma sonuclari, daha onceki calismalara ait sonuglarla karsilastinldiginda, hasta or-
neklerinde M.tuberculosis tespitinde NAA testlerine ait performanslarin goreceli olarak
arttigini gostermistir. Bu calismalarda, yanlis pozitiflik oranlarindaki azalmanin 6nemli ol-
dudu, ancak yayma negatif orneklerdeki uygulamalara ait cok sayidaki prosedirin ha-
len beklenilen yeterlilikte bir duyarliiga sahip olmadigi gézlenmistir.

SONUC

Tlberkiloz tanisindaki hizli ve glvenilir yontemlere artan gereksinim, giiniimiizde
molekiler tanisal prosedurlerin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yayginlasmasina
ve cogunlukla konvansiyonel testlerin yaninda, glicli tamamlayici roller Gstlenmelerine
yol agmistir. Yakin gelecekte, amplifikasyon tekniklerinin duyarhlik, 6zgullik ve tanisal
hizlarindaki gelismeler ve ulusal kontrol programlar kapsaminda hedeflenen tedaviye
yonelik katkilarinin, tiiberkiiloz epidemilerini 6nlemede olduk¢a 6nemli bir yer tutabile-
cegi beklenmektedir. Ancak NAA tekniklerindeki umut verici gelismelere ragmen bu test-
lerin, mikroskopi ve kiiltlr gibi konvansiyonel testlerin rutin uygulamalarda yerlerini ala-
bilmeleri mimkiin goérinmemektedir. Bu testlerin, laboratuvarlarda rutin uygulamaya
girebilmesi icin kalite kontrol sonuclarinin referans merkezlerce diizenli olarak takip edil-
mesi gerekmektedir. Bu amacla kalite kontrol programlari kapsaminda, hazirlanan refe-
rans materyallerin ve etkinlik programlarinin diizenli olarak yayginlastirilmasi ile hasta or-
neklerinden tiiberkiloz tanisi amaciyla kullanilacak molekiiler tani testlerinin duyarhlikla-
rinin gelistirilmesi hedeflenmelidir. Ayrica, her kurum kendi biinyesinde testlerin maliyet-
etkinlik arastirmasini mutlaka yapmali ve bu konuda etkili olabilen degiskenleri dikkate
alarak bunu gerceklestirmelidir.
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Sonug olarak; rutin uygulamada stipheli klinik 6rneklerden tiiberkiilozun hizli tanisin-

da tek basina NAA testlerine glivenilemeyecegi ve bu testlerin tarama amacl kesinlikle
kullanilmamasi gerektigi, ancak konvansiyonel testlerle birlikte klinigi desteklemede ol-
dukca degerli olabildigi dustunilmelidir.
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