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OZET

Tuberkilloz (TB) diinyada halen morbidite ve mortalitesi ylksek olan enfeksiyonlardan biridir.
Ulkemizde de yiizlerce insan tanisi konulamadan veya direncli suslar nedeniyle bu hastaliktan kay-
bedilmektedir. Bu nedenle TB sonucu kaybedilen olgularin postmortem tanimlanmasi 6nemlidir.
Tlberkilozun tanisinda, klasik yontemlerin yani sira molekiiler yontemler de siklikla kullaniimaktadir. Bu
calismada, postmortem Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu tanisinda parafine géomiili dokularda
iki farkli gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) sisteminin karsilastiriimasi amaclanmustir.
Calismaya, otopsi sonrasi histopatolojik olarak TB ile uyumlu bulgular (nekrotizan grantlomatoz iltihap,
jelatindz kaze6z pnomoni, nekrotik fibroz noddller) gosteren 37 olgunun (31 erkek, 6 kadin; yas arahg:
25-85 yil) parafine gomili 40 doku 6rnegdi (35 akciger, 2 beyin, 2 kalp, 1 lenf bezi) alinmistir. Dokularin
ksilen ve etil alkol ile deparafinizasyon isleminden sonra DNA izolasyonu QIAsymphony DSP Virus/
Pathogen Midi kit ile QIAsymphony cihazinda, DNA'nin amplifikasyon islemi de Artus® M.tuberculosis
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RG-PCR kiti kullanilarak Rt-PCR yéntemiyle Rotor-Gene® Q cihazinda (Qiagen, Almanya) yapilmustir. Es
zamanl olarak, deparafinizasyon isleminden sonra 6rnekler kartus icine yerlestirilerek DNA izolasyonu
ve Rt-PCR islemi Xpert® MTB/RIF (Cepheid, ABD) sistemiyle uygulanmustir. Parafine gémiilii 40 doku
orneginin 17'si Qiagen ile, 20si ise Xpert sistemi ile pozitif bulunmustur. M.tuberculosis DNA'sI, 6rneklerin
13’tnde (%32.5) her iki yontemle de pozitif, 16’sinda (%40) her iki yontemle de negatif bulunmus; buna
gore yontemler arasindaki uyum %72.5 (29/40) olarak belirlenmistir. Xpert yontemiyle pozitif bulunan
yedi (%17.5) 6rnek Qiagen sistemiyle negatif saptanirken, Qiagen sistemiyle pozitif bulunan dort (%10)
ornek Xpert yontemiyle negatif sonug vermistir. Xpert MTB/RIF yontemiyle pozitif sonug veren toplam
20 o6rnekten 15‘inin rifampisine duyarl, Ggliniin ise direncli oldugu saptanmistir. M.tuberculosis DNA'sI
distk pozitif saptanan iki ornekte ise rifampisin direnci tespit edilememistir. Postmortem olgularda
M.tuberculosis enfeksiyonlarinin tanimlanmasi, Glkemizin epidemiyolojik verilerine katkida bulunacaktir.
Bu olgularda TB tanisinin konulmasi icin etkin 6rnekleme ile Ziehl-Neelsen boyama ve kiiltiir yapilmasi
onemlidir; ancak postmortem mikrobiyolojik érneklemelerin yapilamadig olgularda, parafine gomulu
dokularda M.tuberculosis DNA'sinin gosterilmesi, PCR sistemleri arasindaki farkliliklara ragmen, tanisal
deger tasimaktadir. Sonug olarak verilerimiz, parafine gémdli dokularda M.tuberculosis DNA'sinin saptan-
masinda Xpert MTB/RIF sisteminin, hem rifampisin direncini belirlemesi, hem de daha kisa siire icinde ve
daha fazla sayida pozitif sonuc saptamasi nedeniyle, avantajli oldugunu distindirmstr.

Anabhtar sézciikler: Postmortem; Mycobacterium tuberculosis; tani; Xpert® MTB/RIF; Qiagen®.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is one of those infections with high morbidity and mortality in all around the world.
Hundreds of people died from this disease without diagnosed or due to resistant strains in Turkey.
Therefore, it is important to identify postmortem cases who have died from tuberculosis. Molecular
methods have been widely used as well as conventional methods in the diagnosis of tuberculosis. The
aim of this study was to compare the two different real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR) system
in the postmortem diagnosis of Mycobacterium tuberculosis infections in paraffin-embedded tissues. A
total of 40 paraffin-embedded tissue samples [lung (n= 35), brain (n= 2), heart (n= 2), lymph node
(n=1)] in which histopathologic findings consistent with TB (necrotizing granulomatous inflammation,
gelatinous caseous pneumonia, necrotic fibrous nodul) obtained from 37 autopsy cases (31 male, 6
female; age range: 25-85 yrs) were included in the study. Paraffin-embedded tissues were deparafinized
with xylene and ethyl alcohol and then DNA isolation was done with QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi kit in the QIAsymphony device. DNA amplification process was performed by Rt-PCR using the kit
Artus® M. tuberculosis RG-PCR in the Rotor-Gene® Q device (Qiagen, Germany). Likewise, after deparafi-
nization process, samples placed in the cartridge and isolation and Rt-PCR was performed by Xpert®
MTB/RIF (Cepheid, USA) system, simultaneosly. Seventeen and 20 out of the 40 paraffin-embedded
tissues yielded positive results with Qiagen and Xpert system, respectively. M.tuberculosis DNA was
found positive in 13 (32.5%) and negative in 16 (40%) of the samples by both of the systems, exhibit-
ing 72.5% (29/40) of concordance. On the other hand, seven (17.5%) samples that were positive with
Xpert system yielded negative result with the Qiagen, while four (10%) samples that were positive with
Qiagen yielded negative result with the Xpert system. Of the 20 positive cases detected with Xpert MTB/
RIF system, 15 were found rifampicin-susceptible, and three were rifampicin-resistant. In two samples in
which M. tuberculosis DNA was low positive, rifampicin resistance could not be detected. The identifica-
tion of M.tuberculosis infections in postmortem cases will contribute epidemiological data in Turkey. In
these cases, effective sampling and diagnosing of M.tuberculosis infections by acid-fast stain and culture
methods are crucial. However, in cases without microbiological sampling the detection of M.tuberculosis
DNA in paraffin-embedded tissues with PCR, although there are differences between PCR systems
has diagnostic value. In conclusion, our data indicated that Xpert MTB/RIF system is more favourable
to detect M.tuberculosis DNA in paraffin-embedded tissues, with the advantages of determination of
rifampicin resistance, and detection of more positive results within a shorter time.

Key words: Postmortem; Mycobacterium tuberculosis; diagnosis; Xpert® MTB/RIF; Qiagen®.
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GIiRiS

Tlberklloz (TB) halen butiin diinyada yaygin olarak goriilen ve 6nemini koruyan
olimcil bir enfeksiyon hastaligidir. TB hastaligi, diinyada enfeksiyon hastaliklarindan
Olim nedenleri arasinda AIDS’den sonra ikinci sirada yer almaktadir. Dinya Saglik
Orgiiti’'niin 2013 raporuna gére; 2012 yilinda 8.6 milyon yeni TB olgusu meydana
geldigi, bunlardan 1.3 milyonun bu hastaliktan 6ldiigi bildirilmektedir!. Bu 6lim orani
g6z onuline alindiginda, hastaligin blylk cogunlugunun dogru tani ve uygun tedavi
saglanmasiyla 6nemli 6lciide azalacagi vurgulanmaktadir'-2,

TB tanisinda kullanilan geleneksel bakteriyolojik yontemlerin yaninda, son yillarda
siklikla kullanilmaya baslanan molekdiler yontemlerle hastaligin tanisinin dogru ve daha
hizli bir sekilde konulmasi hedeflenmektedir®. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) bu
amacla kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir. Bununla birlikte Mycobacterium
tuberculosis DNA'sinin gosterilmesinde kullanilan PCR sistemlerinin duyarhliklar arasinda
baz farklihklar s6z konusudur. Bu farkhliklar, kullanilan primer ve enzim farkhliklarina
ve/veya ortamda bulunan inhibitorlere bagli olabilir; dolayisiyla yanhs negatif sonuglar
alinabilir’. Ozellikle parafine gémiili dokulardan yapilan PCR calismalarinda, deparafi-
nizasyon islemlerinin farkliigi ve PCR icin standardizasyonun saglanmasindaki zorluklar-
dan dolay 6zgiilliik ve duyarllik farkliliklari bildirilmistir*>. Bu calismada, postmortem
olgularin histopatolojik olarak TB ile uyumlu bulgular gésteren parafine gomuli doku
érneklerinde, M.tuberculosis tayini icin Artus® M.tuberculosis RG PCR ve Rotor-Gene®
Q (Qiagen, Almanya) sistemi ile Xpert® MTB/RIF (Cepheid, ABD) gercek zamanl PCR
sistemlerinin duyarliliklarinin karsilastirlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, otopsisi yapilan 37 olgunun, histopatolojik olarak TB ile uyumlu bulgular
gosteren (nekrotizan graniilomatoz iltihap, jelatin6z kaze6z pnémoni, nekrotik fibroz
nodiiller) parafine gomuli 40 doku 6rnegi (35 akciger, 2 beyin, 2 kalp, 1 lenf bezi)
kullanildi (Resim 1 ve 2).

Resim 1. A) Akciger dokusunda nekrotizan grantilomatéz iltihap; B) Akciger dokusunda jelatinéz kazedz
pnémoni (Hematoksilen eozin x 20).
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Resim 2. A) Beyin dokusunda nekrotizan grantilomatéz iltihap (Hemotoksilen eozin x 10); B) Kalp dokusunda
nekrotizan graniilomatéz iltihap (Hematoksilen eozin x 20).

Deparafinizasyon islemi

Histopatolojik olarak TB ile uyumlu bulgular gosteren parafin bloklardan 10 mikroton-
luk 3-4 adet kesit alinarak 2 ml’lik ependorf tiiplerinin icine konuldu. Tuplerin tzerine
1.5 ml ksilen eklenerek kuvvetlice vortekslendi ve 8000 g’da 5 dakika santrifiij edildi.
Tiiplerin tizerindeki sivi atilarak 1.5 ml ksilen eklendi ve islem tekrarlandi. Ust kisimdaki
sivi atildiktan sonra Gizerine bu kez 1.5 ml etil alkol (%96-100) ilave edildi ve vortekslen-
dikten sonra 8000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. TUplin tzerinde biriken alkol uzaklas-
tinldiktan sonra doku uzerinde kalan alkoliin u¢masi icin tuplerin kapaklari agilarak 15
dakika 37°C’de bekletildi. Uzerlerine 20 pl proteinaz K ve 600 pl ATL tampon eklenen
tipler, vortekslendikten sonra 56°C’de 24 saat inkiibe edildi. Arada bir vortekslenen
érnekler doku tamamen eridikten sonra izolasyon islemine alindi.

Qiagen® Sistemi ile Gercek Zamanli PCR (Rt-PCR)

Parafine gomdili doku 6rneklerinde ksilen ve etil alkol ile deparafinizasyon isleminden
sonra, DNA izolasyonu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi kit (Qiagen, Almanya)
ile QIAsymphony cihazinda, DNA'nin amplifikasyon islemi Artus® M.tuberculosis RG
PCR kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak Rt-PCR ydéntemiyle Rotor-Gene® Q cihazinda
(Qiagen, Almanya) firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Ana karisim (master mix)
15 ul olarak hazirlandi; Gzerine 10 yl DNA eklenerek 25 ul son hacim elde edildi. PCR
tiplerine; 95°C’de 2 dakika, 95°C’de 15 saniye, 64°C’de 30 saniye, 72°C’de 20 saniye
olacak sekilde 40 dongu uygulandi.

Xpert® MTB/RIF Sistemi ile Rt-PCR

Xpert® MTB/RIF calismasi icin drnekler ependorf tiiplerin icinde Ulusal Tiiberkiiloz
Referans Laboratuvarina gonderildi. Burada yapilan deparafinizasyon igsleminden sonra,
DNA izolasyonu ve Rt-PCR icin ornekler énce sistemin 6ngordiigl kartuslarin icine
transfer edilerek Xpert cihazina yerlestirildi. Cihazda DNA izolasyon isleminden sonra
“semi-nested” amplifikasyon yapilarak Rt-PCR islemi gerceklestirildi.
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BULGULAR

Calismaya alinan 37 olgunun 6’si kadin, 31'i erkek olup yas arahgr 25-85 yildir.
Olgularin akciger dokularinin makroskobik goriinimlerinde TB hastaligini diigtindiiren
bulgular (nodiiler lezyonlar, kavernoz yapilar, plevral kalinlasma, purdlan sivi ¢ikisi, akci-
ger ve plevrada yapisikliklar) saptanmistir. Olgularin ayrintilh hikaye ve klinik bilgilerine
ulagilamamakla birlikte, 20’sinin evinde veya disarida 6li bulundugu, 3'Gnin solunum
yetmezligi veya pnémoni klinigi ile hastanede 6ldiigu, 5‘inin TB tanisi alarak hastanede
tedavi sirasinda kaybedildigi, 9'unun ise hastanede baska bir nedenle tedavi altindayken
(trafik kazasl, intihar vb.) 6ldigu bildirilmistir.

Parafine gémiili 40 doku &rnedi deparafinizasyon islemini takiben Qiagen® ve
Xpert® MTB/RIF sistemi ile M.tuberculosis DNA's acisindan incelenmistir. Orneklerin 29’u
(%72.5) her iki yontemle de ayni sonucu vermis (16'si negatif, 13'U pozitif), calsilan
yontemler ile elde edilen sonuclar karsilastirmali olarak Tablo I'de sunulmustur.

Qiagen sistemiyle negatif bulunan iki kalp 6rneginde Xpert MTB/RIF yontemiyle
distk dizeyde pozitiflik saptanmistir (Tablo 1I). Xpert MTB/RIF yontemiyle pozitif bulu-
nan 20 ornegin 15’'i rifampisine duyarl, 3G ise direncli olarak saptanmistir (Tablo II).
M.tuberculosis DNA's1 duslik pozitif saptanan 2 6rnekte ise rifampisin direnci tespit edile-
memistir. En az bir sistemle pozitif bulunan 6rneklerin histopatolojik bulgulari ve her iki
sistemin sonuclari karsilastirmali olarak Tablo 1l'de 6zetlenmistir.

TARTISMA

TB halen diinyada morbidite ve mortalitesi en yliksek enfeksiyon hastaliklarindan biri-
dir'. Bu anlamda tanisi konulmadan veya direncli M.tuberculosis enfeksiyonlari sonras
kaybedilen olgularin postmortem tanisi ve bildirimi énem kazanmaktadir’. Postmortem
olgularin TB tanisinda da Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama ve konvansiyonel kiil-
tiir ydntemleri kullanilmaktadir. Ozsoy ve arkadaslari®, 302 otopsi olgusundan sadece
Uguinde EZN ve kultir pozitifligi bildirmislerdir. Otopsi sirasinda postmortem ornekleme
yapilirken TB hastaliginin taninmasi ve basil ihtiva eden bolgeden 6rnekleme yapilmasi,
boyama ve kultir duyarliigini artirmada 6énemlidir. Ancak cogu zaman otopsi sirasinda
mikrobiyolojik 6rnekleme yapilirken eksiklikler yasanmaktadir. Dolayisiyla postmortem
mikrobiyolojik érneklemesi yapilamamis olgularda histopatolojik olarak TB ile uyumlu
bulgular gosteren parafine gomuli dokulardan PCR calisiimasi, M.tuberculosis enfek-
siyonlarini tanimlamada kullanilabilecek 6nemli yontemlerden biridir. Marchetti ve
arkadaslan®, HIV pozitif olgularin otopsi sonrasi parafine gémiilii doku érneklerinden
yaptiklari calismada, dort farkli PCR yontemini karsilastirmislar ve kilttrt yapilmamis

Tablo 1. Xpert® ve Qiagen® Sistemleri ile Ainan Sonuglarin Karsilastiriimasi (n= 40)
Xpert® MTB/RIF

Pozitif, n (%) Negatif, n (%)
Qiagen® Pozitif, n (%) 13 (32.5) 4 (10)
Negatif, n (%) 7 (17.5) 16 (40)
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Tablo II. Pozitif Doku Orneklerinde Histopatoloji, Xpert® ve Qiagen® Sistemi ile Alinan Sonuglar

No Ornek Histopatoloji QIAGEN (CT degeri) XPert MTB/RIF RIF duyarhhg:
1 Akc NGi Negatif Diistik Duyarli
2 Kalp NGi Negatif Cok diisiik TE

3 Akc JKP Pozitif (28.1) Orta Direncli
4 Akc NGi Pozitif (33.2) Cok dustk Direncli
5 Akc NGi Pozitif (34.2) Negatif

6 Akc NGi Pozitif (36.0) Diisiik Direncli
7 Akc NGi Pozitif (27.0) Cok dusiik Duyarl
8 Akc NGi Pozitif (29.0) Yiiksek Duyarli
9 Akc NGi Pozitif (32.5) Negatif

10 Akc JKP Pozitif (28.2) Dusuk Duyarli
11 Akc JKP Pozitif (31.1) Orta Duyarli
12 Akc NGi Pozitif (34.2) Diisiik Duyarli
13 Akc NGi Pozitif (36.5) Cok dusiik Duyarli
14 Akc NGi Negatif Cok diisiik TE
15 Kalp NGi Negatif Cok dustk Duyarli
16 Akc JKP Pozitif (35.9) Dusuk Duyarli
17 Akc NGi Negatif Cok diisiik Duyarli
18 Akc NGi Negatif Diisiik Duyarli
19 Akc NGi Pozitif (32.5) Negatif

20 Akc JKP Pozitif (31.5) Dusuk Duyarli
21 Akc NGi Pozitif (26.5) Dusuk Duyarli
22 Akc NFN Pozitif (33.0) Cok dustk Duyarli
23 Akc NGi Negatif Cok diisiik Duyarli
24 Akc NGi Pozitif (27.7) Negatif

Akc: Akciger; NGi: Nekrotizan graniilomatéz iltihap; JKP: Jelatindz kazeéz pnémoni; NFN: Nekrotik fibréz nodiiller;
TE: Tespit edilemeyen; CT: “Cycle Threshold”; RIF: Rifampisin.

veya kiiltiirde tGremesi olmamis olgularda retrospektif olarak PCR yapilmasinin faydali
olacagi kanisina varmislardir.

Cesitli klinik 6rneklerin parafine gomiili dokularindan yapilan PCR calismalarinda
%67-75 arasinda farkl duyarlilik degerleri bildirilmistir'®'2, Bu calismalarda PCR sonug-
lari boyama veya kiiltlr pozitifligi ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Tarng ve arka-
daslar'? ise, EZN boyama ve kiiltiir negatifliginin oldugu olgularda, parafine gémiilii
dokularda yapilacak olan PCR yonteminin yararli ve hizli tanida kullanilabilecek bir
yéntem oldugu sonucuna varmiglardir®. Parafine gémiilii dokulardan deparafinizasyon
islemi esnasinda dokunun tam olarak erimemesine bagli olarak basillerin ortaya cikarila-
mamasl, fazla s ve parafine bagli olarak da basillerin kaybi nedeniyle yanlis negatiflikler
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meydana gelebilmektedir. Bu nedenle parafine gomuli dokularla yapilan bazi calisma-
larda, deparafinizasyon ve PCR islemi sirasinda standardizasyonun tam yapilamamasi
nedeniyle duyarliigin azaldig bildirilmistir>'. Bununla birlikte M.tuberculosis DNA'sinin
saptanmasinda PCR’nin duyarlihginin istenilen diizeyde yuksek olmadig, kiilttiriin halen
altin standart olarak kabul edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir'>'6. Bu amacla son yillar-
da ticari olarak gelistirilen M.tuberculosis kompleks ve rifampisin direncini tek bir testle 2
saatten kisa bir stirede saptayabilen Xpert MTB/RIF yontemi umut verici gibi gériinmek-
tedir. Bu yontemle DNA izolasyonu, amplifikasyon ve mutasyon saptama islemleri tek
kartus icinde gerceklesmektedir'”. Xpert MTB/RIF sistemiyle yapilan calismalarda testin
duyarlihginin yiiksek oldugu belirtilmistir'®1°.

Calismamizda, otopsileri yapilmak icin gdnderilen olgularin cogunun evde veya disa-
rida 6li bulunmus olmasi, hastanede 6lenlerin ise ayrintil klinik ve radyolojik bilgilerine
ulasilamamasi nedeniyle, cogu olgunun otopsisi antemortem TB tanilar bilinmeden
yapilmistir. Bu durum da, otopsi sirasinda M.tuberculosis enfeksiyonu olan olgulardan,
standart EZN ve kiiltur icin 6rnek alinmamasi halinde, parafine gomdli dokulardan PCR
calisiimasini degerli kilmaktadir. M.tuberculosis enfeksiyonlar acisindan antemortem
tanilar yapilamayan olgularin postmortem tanilarinin konulmasi ve ilag direncinin tayin
edilmesi Ulkemiz verilerine katkida bulunacaktir.

Calismamizda postmortem olgularin histopatolojik olarak TB ile uyumlu bulgular
gosteren dokularinda, Qiagen sistemiyle calisilmis olan 6rneklerin Xpert MTB/RIF siste-
miyle karsilastinlmasi amaclanmistir. Ancak olgularin sadece 10’‘unda EZN boyama ve
kiltur yapilmis olmasi nedeniyle bu konvansiyonel yontemler karsilastirmaya dahil edi-
lememistir. Otopsi sirasinda olguya ait klinik bilginin olmamasi ve TB sliphesi uyandiran
makroskopik bulgularin degerlendirilememesi nedeniyle postmortem 6rneklerden kilttr
yapiimadigi distinilmastir. Kullandigimiz iki sistemin sonuclari 29 (72.5) 6rnek icin
uyumlu bulunmus, ancak 11 (%27.5) 6rnekte farkh sonuclar elde edilmistir (Tablo I). Bu
durumun; sistemlerde kullanilan primerlerin farkli olmasi, kesit alinan parafine gémiili
doku orneklerindeki kesit farkhliklari veya deparafinizasyon islemi sirasinda basillerin
kaybina bagh olarak meydana geldigi duslinilmektedir. Bununla birlikte karsilastirma
sonucunda Xpert MTB/RIF yontemiyle daha fazla pozitiflik yakalandigi gériilmektedir.
Ayrica bu sistem rifampisin direncini de gostererek direncli M.tuberculosis suslarini sap-
tamasi adina da avantaj sunmaktadir. Xpert MTB/RIF yontemi izolasyon ve PCR islemini
birlikte ve daha kisa siire icinde gerceklestirdiginden, rifampisin direncini gostermesi gibi
avantajlar ile parafine gomuliu doku orneklerinde de tercih edilebilecek bir sistem gibi
gorunmektedir. Ancak bu sistemlerin parafine gomduli dokularla yapilan calismalarda
duyarliliklarinin ortaya konmasi icin, altin standart olan kultir ile kargilastirmali cahs-
malar yapiimasi gerekmektedir. Bununla birlikte calismamiz postmortem M.tuberculosis
enfeksiyonlarinin tanimlanmasinda, parafine géomiilii dokularda PCR yontemi ile Ulke-
mizde yapilan ilk calisma ozelligi tasimaktadir. Sonug¢ olarak, postmortem olgularda
M.tuberculosis enfeksiyonu tanisinin konulmasi icin etkin mikrobiyolojik 6rnekleme ile
EZN boyama ve kdltir yapilmasi 6nem arz etmektedir. Ancak postmortem mikrobiyo-
lojik 6rneklemelerin yapilamadigi olgularda, parafine gémiuliu dokularda M.tuberculosis
DNA’sini gostermek, PCR sistemleri arasindaki farkliliklara ragmen tanisal degere sahiptir.
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