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OZET

Bu calismada, tiiberkiiloz (TB) stipheli ve aside direncli basil (ARB) yayma negatif hasta érneklerinde
niikleik asit amplifikasyon temelli MTD (Mycobacterium tuberculosis direct test) Gen-Probe® sonuglarinin,
otomatize BACTEC 960™ (MGIT) sistemi ve Léwenstein-Jensen (L}) besiyerinde kiiltlr sonuclariyla karsi-
lastinlmasi amaclanmistir. Calismamizda ayrica, akciger TB’de molekiler yontemin erken taniya katkisi,
hastaligin radyolojik yayginliginin ve kaviteli/kavitesiz olusunun molekdler tani ve/veya kiltirde tireme
stirelerine etkisi degerlendirilmistir. Calismaya, klinik ve radyolojik olarak akciger TB ve/veya TB plorezi
kugkusu tasiyan, boyali mikroskobik incelemesinde ARB negatif bulunan 107 hasta (86 erkek, 21 kadin;
yas ortalamasi: 49.89 + 17.1 yil, yas araligi: 18-81 yil) dahil edilmistir. Orneklerin 65 (%60.7)"i balgam,
32 (%29.9)'si brong aspirasyon sivisi, 5 (%4.7)'i plevral sivi ve 5 (%4.7)’i transtorasik ince igne aspiras-
yon biyopsi materyalidir. Hasta ornekleri, ayni is glinii icerisinde sivi otomatize BACTEC 960 (Becton Dic-
kinson Co., ABD) sistemi ve kati L] besiyerine ekilmistir. MTD Gen-Probe testi (Gen-Probe Inc., ABD) ise
laboratuvar tarafindan belirlenen haftada iki ayri is giiniinde calisilmistir. Ornekler, BACTEC 960 cihazin-
da pozitiflik saptanincaya ve/veya L)'de Greme goriiliinceye kadar, negatif kiltlrlerde ise 42 giine kadar
inkiibe edilmistir. Kiltlirde Greme saptandiginda, M.tuberculosis kompleks (MTBC)in bakteriyolojik ola-
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Yayma Negatif Tilberkiiloz Olgularinin Tanisinda MTD Gen-Probe® Testi, BACTEC 960™
Sistemi ve Lowenstein-Jensen Kultlr Yontemlerinin Performansinin Karsilastiriimasi

rak tanimlanmasi ve TB disi mikobakterilerden ayrimi, geleneksel yontemler ve BACTEC 460 NAP testi ile
yapilmustir. Kirk bes (%42) hasta akciger parankim TB (40 aktif akciger TB, 1 miliyer TB ve 4 kiiltir nega-
tif akciger TB) tanisi alirken, 4 (%3.7) hastaya akciger disi TB ve 58 (%57.9) hastaya akciger TB ile iligki-
siz diger hastaliklara ait tanilar konulmustur. Calismada, L) kiltiir yontemi ile akciger TB'li 45 hastanin 32
(%71)'sinde, BACTEC 960 sistemiyle ise 38 (%84.4)'inde pozitif sonu¢ alinmistir. Diger taraftan MTD
Gen-Probe yontemiyle pozitiflik orani %37.4 (40/107) olarak saptanmistir. MTD Gen-Probe testinin du-
yarlilik, 6zglilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %89, %100, %100 ve %93 olarak saptan-
mistir. Bu degerler BACTEC 960 sistemi icin sirasiyla %82, %98, %97 ve %88; L| kiltlr yontemi icin ise
sirastyla %71, %100, %100 ve %83 olarak tespit edilmistir. MTD Gen-Probe, BACTEC 960 ve LJ kiiltr
yontemleriyle tiiberkiloz tanisi konma sureleri sirasiyla; 2.36 giin, 20.11 glin ve 32.49 giin olarak belir-
lenmistir. Sonug¢ verme suresi agisindan karsilastirma yapildiginda; MTD Gen-probe yontemi L) kiltirin-
den Ustln bulunmus, BACTEC 960 sisteminin ise L) kiltiirl ile benzer siireye sahip oldugu izlenmistir. Kli-
nik veriler degerlendirildiginde, lezyonlarin radyolojik yogunlugunun MTD Gen-Probe, BACTEC sistemi
ve LJ kiltir yontemlerinin tani streleri tizerine etkisi saptanmamis; ancak kaviter lezyonlu hastalarda L)
kultiriiniin daha erken stirede pozitif sonug verdigi izlenmistir. Sonug olarak, akciger TB'nin erken tani-
si, tedaviye erken baslanmasi, hastaligin ilerlemesinin énlenmesi ve toplum saghgi acisindan bulasmanin
engellenmesinde MTD Gen-Probe yonteminin, giivenilir ve hizli bir tani yontemi oldugu kanisina varil-
mistir.

Anahtar sozciikler: Tiiberkiiloz; tani; kiltiir; Lowenstein-Jensen; BACTEC 960, MTD Gen-Probe.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the results of nucleic acid amplification-based MTD (Mycobac-
terium tuberculosis direct test) Gene-Probe® method in samples obtained from acid-fast bacilli (ARB) sme-
ar-negative patients with suspected tuberculosis (TB), with the culture results obtained from automated
BACTEC 960™ (MGIT) system and Lowenstein-Jensen (L)) medium. In addition, the contribution of mo-
lecular methods in early diagnosis of pulmonary TB and the effect of radiological prevalence of the di-
sease associated with or without cavity to the molecular diagnosis and/or growth time in culture media
have been evaluated. A total of 107 patients (86 male, 21 female; mean age: 49.89 £ 17.1 years, age
range: 18-81 years) who were clinically and radiologically suspected of having pulmonary TB and/or TB
pleurisy, were included in the study. Of the samples 65 (60.7%) were sputum, 32 (29.9%) were bronc-
hial aspiration, 5 (4.7%) were pleural fluid, and 5 (4.7%) were transthoracic fine needle aspiration bi-
opsy materials. Patient samples were cultured in solid L] media and liquid-based BACTEC 960 system
(Becton Dickinson Co., USA) in the same working day. Meanwhile, MTD Gen-Probe test (Gen-Probe Inc.,
USA) was studied in two separate working days of the week as specified by the laboratory. The samples
were incubated until positivity was determined in BACTEC 960 system and/or growth was detected in
L) medium. Negative cultures were incubated for 42 days and were finalized. When mycobacterial
growth was determined in the culture, identification of M.tuberculosis complex (MTBC) and differenti-
ation from nontuberculous mycobacteria were performed by conventional methods and BACTEC 460
NAP test. Forty five (42%) patients were diagnosed as pulmonary paranchimal TB (40 were active pul-
monary TB, 1 was miliary TB and 4 were culture-negative pulmonary TB), while 4 (3.7%) patients diag-
nosed as extrapulmonary TB and 58 (57.9%) patients were diagnosed as other pulmonary diseases un-
related with TB. L] cultures yielded positive results in 32 of 45 (71%) pulmonary TB patients, and BAC-
TEC 960 were found positive in 84.4% (38/45) of those patients. On the other hand the positivity rate
of MTD Gen-Probe test was detected as 37.4% (40/107). The sensitivity, specificity, positive and nega-
tive predictive values for MTD Gen-Probe test were estimated as 89%, 100%, 100% and 93%, respec-
tively. Those values for BACTEC 960 system were found as 82%, 98%, 97% and 88%, and for L] cultu-
re method as 71%, 100%, 100% and 83%, respectively. Average periods to make a decision for diag-
nosis of TB by MTD Gen-Probe, BACTEC 960 (MGIT) and L] culture methods were calculated as 2.36
days, 20.11 days and 32.49 days, respectively. In comparison of the methods in terms of turnaround ti-
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mes, MTD Gen-Probe test was found superior to L] culture method, however the turnaround times for
BACTEC 960 and L] culture methods were similar. When the clinical data were evaluated, no effect of ra-
diological density of lesion was identified on the diagnosis time of molecular test and time of growth in
liquid based automated BACTEC system and/or L] culture method. However, L] culture demonstrated
earlier reactivity in patients with cavitary lesions. As a result, MTD Gene-Probe test was observed as a re-
liable and rapid method for the early diagnosis of pulmonary TB patients, early initiation of therapy, pre-
vention of disease progression and transmission.

Key words: Tuberculosis; diagnosis; culture; Lowenstein-Jensen; BACTEC 960; MTD Gen-Probe.

GiRig

Akciger tiberkiilozunun tanisinda en yaygin kullanilan ve hizli sonug veren yontem,
aside direncli basil (ARB) boyama olmakla birlikte siklikla balgam olarak alinan klinik or-
nek, basil miktari az ise negatif sonug vermektedir'. Tiiberkiiloz (TB) tanisinda altin stan-
dart kultardir. Klinik laboratuvarlarda en sik kullanilan Lowenstein-Jensen (L) besiyeri
kullanilir, ancak besiyerinin opak gérinimi nedeniyle gorsel olarak tremenin fark edil-
mesi daha zordur ve inkiibasyon zamani (ortalama 4-8 hafta) daha uzundur. Duyarlilig
%92.7, kontaminasyon orani %4 olarak belirtilmekle birlikte, kullanilan besiyeri ve klinik
érnegin tipine gére biyiik degisim géstermektedir?. Boyall preparatlarda bakterilerin
gorulebilmesi icin 6rnekte 5000-10.000 basil/ml, pozitif kiltdr icin ise 10-100 basil/ml
bulunmasi gereklidir®. Tim 6rnekler (solunum ve solunum yolu dist) géz éniine alindi-
ginda, sivi besiyeri bazli otomatize sistemler ve L] besiyerinde Mycobacterium tuberculo-
sis izolasyon oranlarl %74-98 arasinda degismektedir®. Ancak, solunum yolu disindaki
orneklerin kiltiriinde izolasyon oranlari dismekte; bu oranlar plevra sivilarda %712-70,
ince igne aspirasyon biyopsi orneginde %39-80, beyin omurilik sivisi (BOS)'nda %39-
90, sinovyal sivida < %80 ve i¢ sabah idrar érneginde < %90 olarak bildirilmektedir>~’.

Gunimizde TB tanisinda, geleneksel kati bazli besiyerlerinin yani sira hazir ticari oto-
matize sivi bazli sistemler kullanilmaktadir. Bactec 960 (MGIT) tam otomatize bir sistem
olmakla birlikte, ultraviyole 151§1 altinda makroskobik olarak da degerlendirme yapilabil-
diginden mantiel olarak kullaniimaya da uygundur. Kan disindaki diger tiim klinik 6rnek-
ler icin kullanilabilmektedir. Sivi bazli otomatize sistemler ile daha hizli, standart ve oto-
masyona dayali sonuglar alinabilmektedir®.

Molekdiler yontemler de, mikobakterilerin klinik 6rnekten tanisinda, tiir diizeyinde ta-
nimlanmasinda, ila¢ direncinin belirlenmesinde ve epidemiyolojik arastirmalarda genis
uygulama alani bulmustur. izotermal bir amplifikasyon yontemi olan MTD (Mycobacte-
rium tuberculosis direct test; Gen-Probe), transkripsiyon aracili cogaltma temeline daya-
nan bir testtir’. MTD Gen Probe testi, canli ve cansiz hiicrelerdeki rRNA’y1 ayiramadigin-
dan tedavi almis hasta orneklerinde kullanilamamaktadir. Zira antitliberkiiloz tedavi sira-
sinda kultirde Uretilemeyen mikroorganizmalar solunum yolu sekresyonlarinda yerles-
mis olabilir. Pozitif bir MTD sonucunun mikroorganizmanin canliigi ile uyumlu olmama-
st nedeniyle tedavinin izlenmesinde kullanilmas yararli olmayacaktir'®.
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Direkt muayenede ARB porzitifligi ile birlikte bu testlerin pozitif bulunmasi TB tanisini
desteklerken, her iki test sonucunun negatif olmasi, kiltirde M.tuberculosis Greme olasi-
ligindan uzaklastirmaktadir®. Direkt muayene ve molekiiler yontemlerin birbirlerini des-
teklemesi klinik taniyr kolaylastirirken, sonuglarin farkli olmasi durumunda, klinik tabloya
gére tani konulmakta veya testin tekrarlanmasi gerekmektedir®. Tanisi kesinlesmemis an-
cak aktif TB hastalhigi semptomlari gosteren hastalarda algoritmalar niikleik asit amplifi-
kasyon (NAA) testinin kullaniimasini énermektedir''. Bu test TB hastalarinin %20-50’sin-
de tedavi baglama kararini verdirmekte ya da gereksiz tedaviyi engellemektedir'?'3.

Bu calismada, klinik ve radyolojik olarak TB kugkusu olan, ancak ARB yaymasi negatif
hastalarin pulmoner érneklerinde MTD Gen-Probe® testinin, akciger TB tanisindaki du-
yarlilik ve 6zgiilligiintn arastirmasi, sonug raporlama siirelerinin BACTEC 960™ (MGIT)
sistemi ve L] kilttr sonug sureleriyle karsilastirllmasi amaclanmistir. Ayrica, kiltir pozitif
hastalarda molekiler yontemin erken taniya katki ve avantaji, hastaligin radyolojik yay-
ginhiginin ve kaviteli/kavitesiz olusunun molekdler tani ve/veya kiltiirde treme streleri-
ne etkisi degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar

Calismaya, klinik ve radyolojik olarak akciger TB ve/veya TB plorezi kuskusu tasiyan,
boyali mikroskobik incelemesinde ARB negatif bulunan hastalar dahil edildi. Hastalardan
alinan ornekler (balgam, brons aspirasyonu, plevral sivi, transtorasik igne aspirasyon bi-
yopsisi) boyali mikroskobik inceleme sonrasinda L) kati besiyeri kiltirti, BACTEC 960
(MGIT) sivi besiyeri kiltird ve MTD Gen-Probe molekdler tani yontemleriyle degerlen-
dirildi. Akciger parankim TB tanisi alan hastalarin akciger grafileri yayginlik derecesine,
ayrica kaviteli/kavitesiz olusuna gore gruplandirildi. Eski lezyonlar ve/veya bir bronkopul-
moner segmente esit ya da daha az alanda aktif gorinimli lezyonlar “hafif”, bir bron-
kopulmoner segmentten daha fazla fakat bir lobtan daha az veya esit alan kaplayan lez-
yonlar “orta”, bir lobtan daha fazla tutulum gosteren lezyonlar “yaygin” olarak deger-
lendirildi. Lezyonlarin yayginlik derecesinin tani stiresine etkisi ve lezyonda kavite varligi-
nin tani stresine etkisi ayri ayr degerlendirildi.

Ornek Toplanmasi ve Mikrobiyolojik inceleme

Hastalarin sabah agiz temizligi yapildiktan sonra Oksurilerek cikarilan balgam 6rnegi
steril kaplarda, diger ornekler ya enjektorde ya da steril cam veya polietilen diiz tipler-
de laboratuvara ulastirildi. Ornekler, yayma ve kiiltiir icin hazirlandiktan sonra, gerekli
miktarda 6rnek ependorflara alinarak molekuiler tani amacli olarak -20°C’de saklandi ve
biriktirilerek haftada iki gtin olacak sekilde calisildi.

Calismaya alinan tim orneklerden aside direncli boyama icin preparat hazirlandi. Bal-
gam orneginde partikilll, varsa nekroze doku iceren koyu renkli bolgelerinden yayma-
lar hazirlandi. Havada kurutularak tesbit edildi ve Kinyoun boyama yontemiyle boyan-
di'*. Mavi zeminde pembe-kirmizi basiller ARB pozitif olarak kabul edildi ve basil izlen-
meyen Orneklerde calisma stirdtrildi.
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Tim oOrneklere (steril viicut bosluklarindan alinan 6rnekler hari¢) ekim islemine gecil-
meden Once ticari olarak saglanan kit (MycoProsafe, Salubris AS, Turkiye) ile N-asetil-L-
sistein-sodyum hidroksit yontemiyle homojenizasyon ve dekontaminasyon islemi uygu-
land. Islemlenen 6rnegdin 0.5 ml’si MGIT tiiplerine ekilerek BACTEC 960 cihazina (Bec-
ton Dickinson Co., ABD) yiiklendi. Orneklerin 0.1 ml’si ayni zamanda L] besiyerine de
ekildi. L] besiyerleri haftada iki giin TB basili iremesi yoniinden gorsel olarak degerlen-
dirildi. Ornekler, BACTEC cihazinda pozitiflik saptanincaya ve/veya LJ'de tireme goriiliin-
ceye kadar, negatif kiltlrlerde ise 42 giine kadar inkiibe edildi. Kiltiirde Greme saptan-
diginda, atipik mikobakterilerin ayrimi icin geleneksel yontemler (mikroskopide kord
olusumu, Greme zamani, pigment olusumu, koloni morfolojisi vb.) ve BACTEC 460 NAP
(p-nitro-a-acetylamino-b-hydroxypropiophenone) testi kullanildi.

Molekiiler Tani

Bu amacla kullanilan MTD (M.tuberculosis direct test) yontemi, M.tuberculosis komp-
leks (MTBC) rRNA’sini kalitatif olarak arastiran ve transkripsiyon bazli amplifikasyon
(Transcription-Mediated Amplification; TMA) ile hibridizasyon bazl selektif tani yontemi
(Hibridization Protection Assay; HPA) prosediirlerinin birlestirildigi bir testtir.

Klinik ornekler calismaya alinmadan 6nce modifiye bir NALC-NaOH dekontaminas-
yon isleminden (%1-1.5 NaOH kullanilir) gecirildi ve sonra santrifiij edildi. Ornegin mik-
tarina gore, dipten yaklasik 500-1000 pl sediment ependorf tiiplere alinarak calisilinca-
ya kadar -20°C’de bekletildi ve 450 pl'si calismaya alindi. Molekduler ¢alismada Uretici fir-
manin onerileri dogrultusunda “Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test” kiti
(AMTDT) (Gen-Probe Inc., ABD) kullanildi. Prosedirde, lizis, amplifikasyon, hibridizas-
yon, seleksiyon ve tani basamaklari uygulandi. Gen-Probe Leader liminometre kullani-
larak kemiliminesan yontem ile dlcim yapildi. Sonuglar bagil isik birimi (relative light
unit, RLU) cinsinden saptandi. MTBC rRNA varlidi icin, 30000-499999 RLU arasindaki
degerler kuskulu sinir; < 30000 RLU olan degerler negatif; > 500000 RLU olan degerler
ise pozitif olarak kabul edildi. TUm kugkulu sonuclar yinelendi ve > 30000 RLU bulunan-
lar pozitif, < 30000 RLU bulunanlar negatif olarak degerlendirildi'>. Bu sonuclar, diger
mikrobiyolojik tetkik sonuglari, klinik, radyolojik ve histopatolojik bulgularla birlestirilerek
irdelendi.

istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 15.0 ve MedCalc 9.5.2.0 istatistik programlariyla degerlendirildi. Yon-
temlerin duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri saptandi. Testlerin ta-
nisal degeri icin ROC edrileri cizilip egrinin altinda kalan alanlari karsilastirildi. Verilerin
dagilimi Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi; normal dagilima uyan verilere tek
yonlu varyans analizi, uymayanlara Kruskal Wallis varyans analizi uygulandi. Kruskal Wal-
lis testinde belirlenen farkliliklari saptamak icin ikili gruplar Mann-Whitney U testi ile de-
gerlendirilip, sonuclar Bonferroni diizeltmesi uygulanarak yorumlandi. p< 0.05 degeri
anlamh olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya ARB negatif 107 hasta dahil edilmis ve hastalarin demografik ve klinik
oOzellikleri Tablo I’de verilmistir. Hastalarin 30 (%28)'unda tek, 77 (%72)’sinde birden
fazla semptom mevcut olup, 43 (%40.2) hastada altta yatan hastalik varligi tespit
edilmistir (Tablo 1). Hastalara konulan tanilarin dagilimi Tablo II’de gorilmektedir.
Hastalardan alinan 6rneklerin 65 (%60.7)'i balgam, 32 (%29.9)’si brons aspirasyon
sivisl, 5 (%4.7)'i plevral sivi ve 5 (%4.7)’i transtorasik ince igne aspirasyon biyopsi
materyalidir.

Tablo I. Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Cinsiyet
Erkek 86 (%80.4)
Kadin 21 (%19.6)
Yas ortalamasi (aralik) 49.89 +17.1 (18-81) yil
Gegirilmis tiiberkiloz 6ykisu varhg 22 (%20.5)
Tiberkiloz temasi varligi 8 (%7.5)
Sigara kullanimi varligi 67 (%62.6)
Semptomlar
Oksuriik 53 (%49.5)
Balgam c¢ikarma 27 (%25.2)
Nefes darligi 26 (%24.3)
Hemoptizi 15 (%14)
Gogus-sirt agrisi 18 (%16)
Yiksek ates 20 (%18.7)
Halsizlik 20 (%18.7)
Gece terlemesi 18 (%16.8)
Kilo kaybi 17 (%15.9)
Ses kisikhgi 2 (%1.9)
Genel durum bozuklugu 1 (%0.9)
Ek hastalik
Diabetes mellitus 7 (%6.5)
Kronik bobrek yetmezIigi 3 (%2.8)
Akciger kanseri 5 (%4.7)
Kronik obstriiktif akciger hastalg 5 (%4.7)
Akciger disi malignite 7 (%6.5)
Konjestif kalp yetmezIigi 4 (%3.7)
Bronsektazi 2 (%1.9)
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Tablo Il. Hastalara Konulan Tanilarin Dagilimi

Tani Sayi (%) Toplam (%)
Akciger parankim tiiberkiilozu Aktif akciger TB 40 (37.7) 45 (42)
Miliyer TB 1(0.9)
Kultlr negatif akciger TB 4 (3.7)
Akciger disi tiiberkiiloz (TB) TB lenfadenit 1(0.9) 4 (3.7)
TB plorit 3(2.8)
Diger Rezollisyonda pnomoni 22 (20.6) 58 (54.2)
Akciger kanseri 10 (9.3)
Akciger TB sekeli 9 (8.4)
Teshisi belirsiz akciger hastaigr 6 (5.6)
Bronsiektazi 3(2.8)
Sarkoidoz 3(2.8)
interstisyel akciger hastaligi 2.9
Silikozis 1(0.9)
Perfore kist hidatik 1(0.9)
Eksldatif plorezi 1(0.9)

TB plorezi tanili hastalarda plevral sivi bakteriyolojik incelemelerinde kiiltiir ve MTD Gen-
probe negatif bulunmustur. Histopatolojik olarak TB lenfadenit tanisi alan bir hastada lenf
bezi 6rneginin bakteriyolojik incelemesi yapilamamustir. Kiltlr negatif akciger TB olan dort
hastadan ikisinin tanisi histopatolojik inceleme ile, ikisinin tanisi ise klinik ve radyolojik bul-
gulara gore konulmus; bu hastalarda MTD Gen-probe testi ile de negatif sonug alinmustir.

Akciger TB'li 45 hastanin 32 (%71)'sinde L] kiilturi pozitif, 13 (%29)’linde negatif bu-
lunmus; buna karsin BACTEC 960 ile 38 (%84.4) hastada pozitif, 7 (%15.6) hastada ne-
gatif sonu¢ alinmistir. MTD Gen-Probe 40 (%37.4) hastada pozitif, 67 (%62.6) hastada
negatif sonug vermistir (Sekil 1).

Tim yontemlerin akciger TB icin tanisal degeri ROC egri analiziyle degerlendirildigin-
de, her bir yontemin tanisal acidan degerli oldugu saptanmistir (her biri icin p= 0.001)
(Sekil 2). Yontemlerin, hesaplanan duyarlilik, 6zgullik, negatif ve pozitif prediktif deger-
leri Tablo Ill'te gosterilmistir. Sonu¢ verme suresi acisindan karsilagtirma yapildiginda;
MTD Gen-probe yontemi L] kiiltiiriinden tstiin bulunmug, BACTEC 960 sisteminin ise L]
kiltiru ile benzer streye sahip oldugu izlenmistir (Tablo 1V).

Akciger grafisinde lezyonlarin dagiiminin TB tanisi alan hastalarda stireye etkisi deger-
lendirilmis, iki hasta eslik eden plevral sivi nedeniyle degerlendirme disi birakilmistir. Be-
lirlenen lezyonlarin yayginlk derecesine gore kiiltiir yontemlerinde pozitiflik elde etme
sireleri karsilastirldiginda, lezyonlarin dagihm yogunlugunun kiltiir pozitifligine etkisi
bulunmamustir (Kruskal Wallis, p> 0.05) (Sekil 3).
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BACTEC 960 69 B Negatif olgular
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Sekil 1. MTD Gen-Probe, BACTEC 960 (MGIT) ve L] kiiltiir yéntemlerinin sonuclari.
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Sekil 2. Yontemlerin tanisal degeri icin olusturulan ROC egrisi.
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Tablo Ill. MTD Gen-Probe, BACTEC 960 (MGIT) ve L] Kiiltiir Yontemlerinin Performans Dederleri

BACTEC 960
L) kultira (MGIT) kaltura MTD Gen-probe
Duyarlilik (%) 71 82 89
Ozgiilliik (%) 100 98 100
Pozitif prediktif deger (%) 100 97 100
Negatif prediktif deger (%) 83 88 92

Tablo IV. MTD Gen-Probe, BACTEC 960 (MGIT) ve L] Kiiltiirler Yontemlerinin Sonuglanma Stireleri (gtin)

Akciger tuberkiilozu Tuberkiiloz disi diger akciger hastaliklari
En az En fazla Ortalama En az En fazla Ortalama
L) kaltar 15 46 3249 +9.67 42 46 4295+ 1.24
BACTEC 960 7 46 20.11 £11.97 20 46 42.65 +3.18
(MGIT) kiltir
MTD 1 7 2.36 £ 1.64 1 6 2.31£1.39
Gen-Probe
50
45
40
35
30
% 25
2
20
15
2
10 &
5 ’_‘ E %
i | =Hm
L-Jminsire L-Jmaxsore L-Jort sire  BACTEC BACTEC BACTEC MTD Gen-  MTDGen-  MTD Gen-
T) min (MGIT) max 960(MGIT)ort Probe min sire Probe max sire Probe ort sire
siire siire slire
radyolojik yayginlik derecesi
B pa ake grf hafif n=10 B pa akciger grf orta n=24 O pa akeiger grf yogun n=8

Sekil 3. Akciger grafilerinde parankimal lezyonlarin dagilimina gére tani stirelerinin karsilastirmasi.

Akciger parankim TB tanisi alan 45 hastadan 18 (%40)’inde akciger grafisinde kaviter
lezyon izlenmistir. Kavite varliginin tani yontemlerinde pozitiflesme stresine katkisi de-
gerlendirildiginde, kaviter lezyonlu hastalarda L] kdltird, kaviter lezyonu olmayanlara
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45 42

28

15 16

1 2.39)

kavite (+) L) kaltar kavite (+) BACTEC 960 kavite (+) MTD
(MGIT) kalttr Gen-probe

Bl Minimumsire  [] Maksimum siire Bl Ortalama siire [ olgu saysi

Sekil 4. Kaviteli tiiberkiiloz hastalarinda MTD Gen-Probe (p=0.60), BACTEC 960 (p=0.17) ve L kiiltiir
(p=0.01) yontemlerinin sonuglanma stireleri.

gore daha erken siirede pozitif sonug vermistir (p= 0.01). Kaviter lezyon varli§i BACTEC
960 ve MTD Gen-Probe pozitiflesme siiresine etki etmemistir (sirasiyla; p= 0.17 ve p=
0.60) (Sekil 4).

TARTISMA

Diinya genelinde 2007 yilinda yeni yayma pozitif hastalar icin olgu saptama orani
(%70) ve tedavi basarisi orani (%85) hedeflerine 36 Ulke ve Bati Pasifik Bolgesi ulagmis-
tir. Tirkiye, hem olgu saptama hem de tedavi basarisinda Diinya Saglik Asamblesinin he-
deflerini gecerek, hedeflenen bélgeye ulasmis 36 (ilkeden birisi olmustur'®. TB siiphesi
olup balgam ARB boyamasi negatif olan hastalarda ileri tetkikler onerilmektedir. Giinu-
mizde TB teshisi icin altin standart kiltirdir. L] besiyerinde mikobakterilerin biyik co-
gunlugunun, MTBC de dahil olmak iizere béliinme zamani uzundur'’. Bu nedenle mi-
kobakterilerin klasik yontemlerle Gretilmesi, tiir diizeyinde tanimlanmasi ve duyarlilik
testlerinin sonuglanmasi icin ortalama 45-60 giinliik siireye gereksinim duyulur'®. Erken
taninin saglanabilmesi amaciyla son 10 yil icinde 6zglluk ve duyarlih@r yiiksek, gtiveni-
lir ve hizh sonug verebilen, kolay uygulanabilir yeni yontemler lzerinde calisilarak oto-
masyona uygun bircok sistem gelistirilmistir'®.

Onceki yillarda TB tanisinda kullanilan NAA testlerinden ikisi FDA tarafindan onay al-
mistir. Bunlardan otomatize PCR ydntemi sadece yayma pozitif solunum yolu érnekle-
rinde onaylanmigken, MTD Gen-Probe testi hem yayma pozitif hem de negatif solunum
yolu érneklerinde onay almistir’®2°, Giiniimiizde ise cok sayida ticari olarak saglanan
farkli CE ve/veya FDA onayli NAA testi rutin kullanima sunulmustur?'-23, Ancak molekii-
ler yontem tani amacl kullanilacak ise mutlaka kiltir metodlari ile desteklenmelidir. Ka-
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ti ve sivi bazl kiltir ortamlarinin birlikte kullanilmasi TB tani duyarhih@ini artirmaktadir.
Hastanin klinigi G¢lincii bir parametre olarak degerlendirilebilir'®. Bizim calismamizda
da, tim hasta 6rneklerinde, kati L] ve sivi otomatize BACTEC 960 (MGIT) kdltiir ortam-
lari ile molekiiler yontem olarak MTD Gen-Probe testi birlikte kullaniimis; tim hastalarin
TB tanisi, laboratuvar sonuglarinin klinik ve radyolojik bulgular ile birlikte degerlendiril-
mesiyle dogrulanmustir.

Molekiler yontem sonuclari; ornek cinsi, hasta poptlasyonu, hasta 6zellikleri (6rn.
TB tedavisi uygulanmasi), teknik personelin deneyimi, laboratuvarin alt yapisi ve se-
cilen yontemin teknik ozellikleri gibi nedenlere bagli olarak degiskenlik gosterebil-
mektedir. MTD’nin duyarlilik ve 6zgulligu yayma pozitif érnekler icin %100, negatif-
ler icin %91.7"dir**. Genel olarak tiim pulmoner érneklerde yapilan calismalarda du-
yarhlik, 6zgullik, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif degerler (NPD) si-
rasiyla %88-97, %90.4-100, %93.9-99.1 ve %90-99.2 arasindadir?*2. Coll ve arka-
daslan?’, TB tanisi alan yayma negatif hastalarda duyarliligi %69.7, 6zgilligi
%99.9, PPD’yi %96 ve NPD'yi %97.9 olarak bildirmistir. Otuz bir ekstrapulmoner ve
56 pulmoner yayma pozitif ve negatif, toplam 87 hasta ile yapilmis bir klinik calisma-
da, TB 6n tanili hastalarin pulmoner orneklerinde ARB mikroskopi, kiltir ve MTD
yontemlerinde duyarlilik sirasiyla %62.8, %82.8 ve %97.1; 6zglillik sirasiyla %90.4,
%7100 ve %90.4; PPD %91.6, %100 ve %94.4; NPD ise %59.3, %77.7 ve %95 ola-
rak bulunmustur?®. Calismamizda elde edilen duyarlilik, 6zgiilliik, PPD ve NPD sira-
styla MTD Gen-Probe testi icin %89, %100, %100 ve %93; BACTEC 960 kuilturi icin
%82, %98, %97 ve %88; L] kultiri igin ise %71, %100, %100 ve %83 olarak sap-
tanmis ve sonuclar literatiirle uyumlu bulunmustur. Yapilan arastirmalarda, MGIT ve
L) yéntemlerinin benzer sonuclar verdigi belirtiimektedir?®2. Calismamizin verileri
de bu sonuclarla uyumludur.

Molekdiler yontemlerin geleneksel yontemlerden daha duyarli olmasi nedeniyle daha
az basil yikinidn bulundugu orneklerde geleneksel yontemlerle yayma negatif bulunma-
sina ragmen molekiiler ydntemler pozitif bulunabilmektedir?®3%31, Coll ve arkadaslari?/,
bes yillik periyotta 3308 pulmoner ve 1350 ekstrapulmoner 6rnekte MTD Gen-Probe
yontemini yayma negatif ve pozitif hastalarda rutin olarak kullanmiglardir. TB tanisi alan
yayma negatif 53 hasta MTD ve kiltlr pozitif bulunmus, yayma negatif, MTD negatif
23 hasta kiiltiir pozitifligi ile TB tanisi almistir’’. Yayma negatif-MTD negatif-kiiltiir ne-
gatif iki hasta klinik olarak TB tanisi almis olup yayma-MTD-kiiltlr negatif 2993 hastada
TB tanisi dislanmistir. YUz seksen bes hastanin kiltiriinde MTBC lremis ve Ureme olan
bu hastalarin 184’iinde MTD pozitif bulunmustur?’. Bizim calismamizda klinik son tani
olarak TB tanisi alan 45 hastanin 40'inda MTD pozitif, 38’inde BACTEC 960 pozitif,
32'sinde L] pozitif bulunmustur. Calismamizda yuksek olasilikla TB kuskusu devam eden,
kilturleri ve MTD negatif olan hastalarda invazif tani yontemleri de kullanilmis ve iki has-
ta operasyonla histopatolojik olarak akciger parankim TB tanisi almistir. iki hasta radyo-
lojik ve klinik olarak ytiksek olasilik bulundurdugundan radyolojik akciger TB ve bir has-
ta miliyer akciger TB tanisi almistir.
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TB’de tani suresinin 6nemi ile ilgili olarak, hasta, doktor ve kurum gecikmesini deger-
lendiren calismalar yapilmis olup gecikme siireleri oldukca yiiksek bulunmustur. Ozellik-
le atipik bulgularn olan hastalarda laboratuvar sonuglarinin uzun siirede ¢ikmasi taniyi
geciktirmektedir3?33. Test siiresini kisaltmak icin gelistirilen hizli kiiltiir ydntemleri ile sii-
re ancak yariya indirilebilmistir. L] ile MTD Gen-Probe arasindaki taniya ulasmadaki stire
farki anlamhdir. Cesitli calismalarda, hem yayma pozitif hem de yayma negatiflerde
MGIT besiyerinde (ireme siiresi L|'ye goére anlamli derecede kisa bulunmustur?®2°:34,
Moore ve arkadaslarinin® MTD Gen-Probe testini rutin kullandiklari calismada ARB yay-
ma, MTD Gen-Probe, BACTEC 460, LJ ve Middlebrook 7H11S besiyerlerinde treme icin
gecen sure sirasiyla 1, 2, 19, 32, 35 giin olarak bulunmustur. Calismamizda MTD Gen-
Probe, BACTEC 960 ve L] ile TB tanisi koyma sireleri sirasiyla 2.36, 20.11 ve 32.49 gln
olarak saptanmistir.

Moore ve arkadaslar®> TB siiphesi tasiyan hastalarin %75’inde raporlama zamanini
MTD Gen-Probe ile dort giin, BACTEC 460 ile 22 giin olarak bildirmislerdir. Gen-Probe
testinin sonuclanma siiresi ortalama 3.5 saat olmasina karsilik, maliyet-etkin olabilmesi
ve ornek sirkilasyonuna gore cahsilabilmesi icin laboratuvarimizda calisma gtinleri haf-
tada iki glin olarak sinirlandinlmigti. MTD Gen-Probe sonug raporlama stresi TB tanisi
alan ve almayan hastalarda sirasiyla 2.36 ve 2.31 giin olarak bulunmustur. Testin calisil-
digi guin sonuglanma suresinin saatler ile sinirli olmasina karsilik bizim calismamizdaki si-
renin 2-3 gun arasinda bulunmasinin nedeni laboratuvarda her giin calisma yapilmiyor
olmasina baglanmistir. Literatiirde daha 6nce MTD tani siiresi konusunda yapilmis klinik
calismasi bulunmadigindan daha fazla calisma ile karsilastirma yapilamamistir. Molek-
ler yontemlerle ilgili yapilan maliyet-etkinlik analizleri, hasta poptilasyonu, 6rnek sirk-
lasyonu, bolgesel 6zellikler gibi nedenlerle degismekte olup her kurum ve laboratuvarin
kendi kosullarini belirleyerek buna gore bir algoritma olusturmasi gerekmektedir. Rutin
pratikte uygulanan testler TB'li hastalarda tedavi baslama kararini %20-50 oraninda ver-
dirmekte veya yanlig tedavi oranini azaltmaktadir. Bu nedenle, uygun sekilde ve standar-
di kanitlanmis yontemlerin kullanilmasi uzun dénemde maliyetlerin dismesini sagla-
maktadir'?13,

Dowdy ve arkadaslarinin®® yayma pozitif 852 hastada MTD Gen-Probe teknigi ile ya-
pilan maliyet analizi calismasinda duyarllik, 6zgilliik, PPD ve NPD literatir ile benzerdir.
Ancak yayma pozitif hastalarda haftada alti giin calisilan MTD Gen-Probe ile maliyetin
yuksek oldugu, bu nedenle yayma pozitif hastalarda rutin kullanimina gerek olmadigi
belirtilmistir®®, MTD testinin rutin kullaniminda dért faktériin géz éniinde bulundurul-
masi onerilmis; test edilecek poptlasyonda rolatif TB prevalansi, bir yilda islemlenen yay-
ma pozitif érneklerin sayisi, bir hastanin hastanede izole edilerek yatirilmasinin maliyeti
ve test reaktiflerinin maliyeti gibi degerler ele alindiginda, bu faktorlerden ikisi MTD tes-
tinin yapilmasini destekliyorsa TB'nin standart tanisal degerlendirmesinde maliyet-etkin
bir secenek olarak kullanilabilecegi diistiniilmistiir®®. Atipik mikobakteri enfeksiyonunun
sik karsilasildigr bolgelerde klinik ve radyolojik olarak yiiksek olasilikla TB enfeksiyonu du-
stintlen yuksek riskli hastalarda gunler icerisinde taniya ulasilabilmesi acisindan testin
kullanimi énerilmistir®. Bizim calismamizda da, maliyetin yiiksek olmamasi icin sadece
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klinik ve radyolojik olarak ytksek olasilikla akciger TB dusiintlen yayma negatif hastalar
arastirmaya dahil edilmistir.

Ates ve arkadaslarinin®” calismasinda, radyolojik olarak kavite variginin olmasi ve
eslik eden ek hastaligin bulunmasi ile balgam ARB pozitifligi arasinda korelasyon ol-
dugu saptanmistir. Diger bir calismada ise, radyolojik bulgularin yayginhginin, kavite
varligi ve kiiltiir sonuclari ile iliskisi olmadigi gésterilmistir®*. Bizim ¢alismamizda, rad-
yolojik yayginhgin tani yontemlerinin sonuglarina ve siirelerine etkisinin olmadigi, ka-
viteli hastalarda sadece L] kiiltir sonucunun daha erken pozitif saptandigi belirlen-
mistir.

Sonuc olarak, akciger TB’li hastalarin erken tanisi, tedavinin erken baglamasi, hastali-
gin ilerlemesinin 6nlenmesi ve toplum saglig acisindan bulasin engellenmesinde MTD
Gen-Probe yontemi, literatiire paralel olarak givenilir hizh bir tani yontemi olarak bulun-
mugtur. TB tanisinda kullanilan yontemler mutlaka klinik verilerle beraber degerlendiril-
meli, kurumsal ve bolgesel kosullar, 6rnek ve hasta ozellikleri degerlendirilerek maliyet-
etkinlik analizleri yapilmali, erken ve hizli taninin saglanabilmesi icin kati ve sivi bazli be-
siyerlerinin beraber kullaniminin yani sira molekiiler yontemler icin uygun algoritmalarin
gelistirilmesi ve glincellenmesi gerekmektedir.
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