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ÖZ

Klinik örneklerden Mycobacterium tuberculosis’in hızlı ve doğru bir şekilde saptanabilmesi, tüberkülo-
zun etkin kontrolündeki en önemli basamaklardan biridir. Tüberkülozun erken ve doğru tanısı, tedavinin 
mümkün olan en kısa süre içerisinde başlatılabilmesini sağlamaktadır. Altın standart kültür yöntemlerine 
ek olarak, tüberkülozun erken tanısında hızlı sonuç veren moleküler yöntemlerin de tanı algoritmasına 
eklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle son yıllarda tüberkülozun rutin tanısının yapıldığı laboratuvarlarda 
moleküler yöntemler önemli bir basamak haline gelmiştir. Bu çalışmanın amacı, rutin moleküler tanı la-
boratuvarlarında klinik örneklerden M.tuberculosis saptanması amacıyla kullanılmakta olan Anyplex MTB/
NTM testinin (Seegene, Güney Kore) hızlı tanıdaki etkinliğinin araştırılmasıdır. Çalışmada yanı sıra, yurt 
dışı kökenli ticari kitlere alternatif olabilecek yerli kitler üretebilmek amacıyla tasarlanmış olan primerlerin 
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemiyle ön değerlendirilmesinin yapılması hedeflenmiştir. Çalış-
maya toplam üç yıllık süre içerisinde, tüberküloz şüphesi bulunan hastalardan elde edilerek laboratuvara 
gönderilmiş olan 10.652 klinik örnek dahil edilmiştir. Tüm örnekler boyama sonrasında mikroskobik in-
celeme, kültür ve gerçek zamanlı PCR (Rt-PCR) yöntemleri kullanılarak test edilmiştir. Hasta örneklerin-
den hazırlanan yaymalar aside dirençli basil varlığı açısından, Kinyoun boyama yöntemi ile boyandıktan 
sonra mikroskop ile incelenmiştir. Kültür amacıyla, örneklere N-asetil-L-sistein-sodyum hidroksit yöntemi 
ile homojenizasyon-dekontaminasyon işlemi uygulanmış, MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) 
şişelerine (Becton Dickinson, ABD) ve Löwenstein-Jensen besiyerine ekim yapılmıştır. Rt-PCR yöntemi ise 
Anyplex MTB/NTM testi ile gerçekleştirilmiştir. Çalışmanın birinci aşamasında, tüberkülozun moleküler 
tanısında kullanılan Anyplex MTB/NTM testinin etkinliği, altın standart kültür yöntemiyle karşılaştırılarak 
değerlendirilmiştir. Bu amaçla seçilen 100 kültür-pozitif örneğe laboratuvar içi tasarımlı PCR yöntemi uy-
gulanmıştır. Toplam 10.652 örneğin 178 (%1.7)’inde kültürde M.tuberculosis üremesi saptanmıştır. Altın 
standart kültür yöntemiyle yapılan karşılaştırma sonucunda Anyplex MTB/NTM testinin duyarlılık ve öz-
güllüğü akciğer kökenli örneklerde sırasıyla %84 ve %99, akciğer dışı örneklerde ise sırasıyla %74 ve %99 
olarak bulunmuştur. Çalışmanın ikinci aşamasında ise, kültür sonucu pozitif olan örneklere, laboratuvar içi 
tasarımla oluşturulan primerlerin kullanıldığı PCR yöntemi uygulanarak, ileriki çalışmalarda geliştirilmesi 
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planlanan laboratuvar yapımı tüberküloz tanı kitinde kullanımının uygun olup olmadığı araştırılmıştır. Bu 
amaçla seçilen 100 kültür pozitif örneğe laboratuvar içi tasarımlı PCR yöntemi uygulanmıştır. Bu örnekle-
rin 98’inde kültür ile uyumlu pozitif sonuç elde edilirken, iki örnekte M.tuberculosis DNA’sı saptanmamış-
tır. Çalışma sonucunda Anyplex MTB/NTM testinin rutin tüberküloz tanısında kullanılabilecek hızlı, pratik 
ve güvenilir bir test olduğu sonucuna varılmıştır. Laboratuvar içi tasarıma sahip primerlerin kullanıldığı 
PCR yönteminin ön değerlendirme sonuçlarının rutinde kullanılan yöntemlerle uyumlu çıkması, daha uy-
gun maliyetli yerli üretim tüberküloz moleküler tanı kitlerinin geliştirilmesine ışık tutacaktır. Böylece rutin 
tanı laboratuvarlarında hızlı tanının, daha uygun maliyetle gerçekleştirilmesi mümkün olacaktır.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis; tüberküloz; Anyplex MTB/NTM testi; laboratuvar içi 
tasarımlı PCR.

ABSTRACT

One of the most important steps for the control of tuberculosis is rapid and accurate detection of 
Mycobacterium tuberculosis in clinical samples. The early and accurate diagnosis of tuberculosis allows 
the initiation of the effective treatment regimen as early as possible. However the early diagnosis of 
tuberculosis can be achieved by the integration of molecular methods into the diagnostic algorithm of 
tuberculosis together with the gold standard culture methods. For this reason, molecular methods have 
become valuable diagnostic tools in routine diagnostic laboratories in recent years. The aim of this study 
was to determine the diagnostic efficacy of Anyplex MTB/NTM test (Seegene, South Korea) used for the 
molecular diagnosis of tuberculosis in routine molecular diagnostic laboratories. In addition to this aim, 
a preliminary evaluation of in-house polymerase chain reaction (PCR) primers that was designed to pro-
duce a kit as an alternative against imported commercial kits was performed. Ten thousand six hundred 
fifthy two clinical specimens that were collected from suspected tuberculosis cases in three years were 
included in the study. All samples were tested by microscopic examination after staining, culture and 
real-time PCR (Rt-PCR) methods. The smears were examined by microscope after staining with Kinyoun 
method for the existence of acid resistant bacilli. For culture, following the N-acetyl-L-sistein-sodium 
hydroxide homogenization and decontamination procedure, the samples were inoculated into the MGIT 
(Mycobacteria Growth Indicator Tube) tubes (Becton Dickinson, USA). Rt-PCR method was performed by 
using Anyplex MTB/NTM test. In the first stage of the study, the performance of the Anyplex MTB/NTM 
test was compared with the gold standard culture method. M.tuberculosis was isolated in 178 specimens 
out of 10.652 (1.7%). After the comparison with the gold standard culture method, the sensitivity and 
specificity of Anyplex MTB/NTM test was found to be 84% and 99% respectively in pulmonary samples, 
and 74% and 99% respectively in extrapulmonary samples. In the second stage of the study, PCR met-
hod with laboratory designed primers was applied to 100 culture positive samples. The PCR results of 98 
samples were found to be in agreement with the culture, while M.tuberculosis DNA was not detected in 
two samples. As a result of the study it was concluded that Anyplex MTB/NTM test is a rapid, practical 
and reliable method that can be used in routine tuberculosis diagnosis. The high agreement between 
PCR method using the laboratory-designed primers and the PCR method used in routine practice will 
lighten the way for the development of national tuberculosis molecular diagnostic kits with a relevant 
cost. In this way, it will be possible to perform rapid diagnosis in a more cost-effective manner in routine 
diagnosis laboratories.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; Anyplex MTB/NTM test; in-house PCR.

GİRİŞ

Tüberküloz dünya genelinde, halen ilk 10 ölüm nedeni arasında kalmaya devam et-
mekte ve ölüme neden olan enfeksiyon etkenleri arasında da birinci sırada bulunmakta-
dır1. Tüberküloz nedeniyle gerçekleşen ölümlerin 2017 yılında 1.3 milyon civarında oldu-
ğu tahmin edilmektedir. Toplam 10 milyon insanın 2017 yılında tüberküloza yakalandığı 
bilinmektedir. Bunun yaklaşık bir milyonunu çocukluk çağındaki bireyler oluşturmakta-



357MİKROBİYOLOJİ BÜLTENİ

Alp A, Sarıbaş Z.

dır1. Bu nedenlerle tüberküloz, yıllardan beri Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün öncelikli 
mücadele listesinde yer almaktadır. Bu mücadele kapsamında DSÖ 2014 yılında hedefi 
yükselterek, tüberküloz epidemisini 2030 yılı itibariyle sona erdirme stratejisini başlatmış-
tır. Bu stratejinin hedefleri, 2015 yılı verileri ile kıyaslandığında, tüberküloz nedeniyle ger-
çekleşen ölüm sayılarını %90 oranında azaltmak ve tüberküloz insidansında %80 azalma 
sağlamaktır. Bu nedenle tüberkülozun etkin kontrolü büyük önem taşımaktadır.

Tüberkülozun etkin kontrolündeki en önemli basamaklardan biri, klinik örneklerden 
Mycobacterium tuberculosis’in hızlı ve doğru bir şekilde saptanabilmesidir. Tüberkülozun 
laboratuvar tanı algoritmasında vazgeçilmez yöntemler olan mikroskobik inceleme ve 
altın standart kültür yöntemlerine son yıllarda, hızlı sonuç alınan moleküler yöntemler de 
eklenmiştir. Günümüzde rutin tüberküloz tanı laboratuvarlarında kullanılmakta olan çok 
sayıda farklı ticari veya laboratuvar içi tasarıma sahip moleküler test bulunmaktadır2-5.

Anyplex MTB/NTM testi (Seegene, Güney Kore), gerçek zamanlı polimeraz zincir re-
aksiyonu (Rt-PCR) yöntemi kullanılarak klinik örneklerde M.tuberculosis kompleksi ve tü-
berküloz dışı mikobakterilerin (NTM: non-tuberculosis mycobacteria) varlığını saptamak 
amacıyla geliştirilmiş bir testtir6,7. Bu testte M.tuberculosis kompleksi için hedef bölge 
IS6110 ve MPB64 genleri, NTM için hedef bölge ise 16S rRNA genidir. 

Bu çalışmanın amacı, rutin moleküler tanı laboratuvarlarında klinik örneklerden 
M.tuberculosis saptanması amacıyla kullanılmakta olan Anyplex MTB/NTM testinin hızlı 
tanıdaki etkinliğinin araştırılmasıdır. Çalışma kapsamında yanı sıra, yurt dışı kökenli ticari 
kitlere alternatif olabilecek yerli kitler üretebilmek amacıyla tasarlanmış olan primerlerin 
PCR yöntemiyle ön değerlendirilmesinin yapılması hedeflenmiştir. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Klinik Örnekler 

Bu çalışmaya, Ocak 2015-Ocak 2018 tarihleri arasındaki üç yıllık süreçte Hacettepe 
Üniversitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarına tüberküloz tanısı amacıyla yollanmış 
10.652 klinik örnek dahil edildi.

Mikroskobik İnceleme 

Hasta örneklerinden hazırlanan yayma örnekleri aside dirençli basil aranması amacıyla, 
Kinyoun boyama yöntemi ile boyandıktan sonra mikroskop ile incelendi.

Kültür

Tüm örneklere N-asetil-L-sistein-sodyum hidroksit (NALC-NaOH) yöntemi ile homo-
jenizasyon-konsantrasyon-dekontaminasyon işlemi uygulandı8. Bu amaçla her örnekten 
5-10 ml’lik bir miktar, eşit hacimdeki NALC-NaOH çözeltisi ile karıştırılıp, 15 dakika oda 
sıcaklığında bekletildi. Daha sonra bu karışıma 30 ml fosfat tamponu (pH= 6.8) ekle-
nerek 3000 xg’de 15 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında elde edilen sediment 
5 ml fosfat tamponu ile sulandırıldı. Elde edilen bu örnek çözeltisinden MGIT şişelerine 
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ve Löwenstein-Jensen besiyerine ekim yapılarak altı hafta süreyle 37°C’de inkübasyona 
bırakıldı. Bu süre içinde üreme saptanan örneklere tüberküloz tanımlama testi (BD Diag-
nostics, ABD) uygulanarak M.tuberculosis kompleksi ile tüberküloz dışı mikobakterilerin 
ayrımı yapıldı9. 

Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Hasta örneklerine uygulanan homojenizasyon-konsantrasyon-dekontaminasyon işle-
mi sonrasında, örneğin 1 ml hacmindeki kısmı PCR için kullanılmak üzere ayrıldı. Rt-PCR 
yöntemi Anyplex MTB/NTM kiti kullanılarak CFX 96 Rt-PCR cihazında (Bio-Rad, ABD) 
gerçekleştirildi. PCR reaksiyon karışımı toplam 15 μl’lik hacimde 10 μl Anyplex 2x mas-
ter miks, 3 μl metoksipsoralen (8-MOP) ve 2 μl 10x M.tuberculosis/NTM oligonükleotit 
ile hazırlandı. Bu karışıma 5 μl hedef DNA eklendi. Çoğaltma ve saptama işlemleri CFX 
96 Rt-CR cihazında (Bio-Rad, ABD) gerçekleştirildi. Kit içeriğinde sağlanmış olan negatif 
kontrol, pozitif kontrol ve internal kontrol de örneklerle birlikte kullanıldı. Sonuçların 
değerlendirilmesi cihazın bilgisayar yazılımı kullanılarak yapıldı10.

Laboratuvar içi Tasarımlı Primerler ile Gerçekleştirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

PCR için hedef olarak, M.tuberculosis kompleksi üyelerinde bulunan fakat tüberkü-
loz dışı mikobakterilerde bulunmayan senX3-regX3 gen bölgesi seçildi11. ‘Primer3’ pri-
mer tasarım programı kullanılarak senX3-F 5’-CCG TCG GTG CCA TGG CTC TAC TC ve 
senX3-R 5’- GGA TGG TGC CGT CGT GAT TAG CC primerleri tasarlandı. Kalıp DNA’nın 
amplifikasyonu için 50 µl’lik karışımlar hazırlandı. Bu karışım kalıp DNA ile birlikte özgül 
primer çiftinden 100’er pM, 1.25 U Taq polimeraz, 50 mM KCl, 10 mM Tris pH= 8.3, 
1.25 mM MgCl2, 200 µM dNTP karışımını içerecek şekilde hazırlandı. Tüplere termal 
döngü cihazında 94°C’de 3 dakikalık denatürasyon sonrasında, 94°C’de 3 dakika de-
natürasyon, 58°C’de 45 saniye bağlanma ve 72°C’de 1 dakika polimerizasyon işlemleri 
45 döngü tamamlanacak şekilde uygulandı. En son aşamada 72°C’de 3 dakikalık ek bir 
polimerizasyon basamağı eklenerek PCR işlemi tamamlandı. Elde edilen ürünler %1.5 
agaroz jel elektroforezi ile ayrıştırıldı ve etidyum bromür ile boyandıktan sonra ultraviyo-
le ışığı varlığında incelendi. Agaroz jelde 567 baz çifti (bp) büyüklüğünde DNA parçası 
varlığı araştırıldı. 

BULGULAR

Çalışmanın birinci aşamasında, tüberkülozun moleküler tanısında kullanılan Anyplex 
MTB/NTM testinin etkinliği, altın standart kültür yöntemiyle karşılaştırılarak değerlendi-
rilmiştir. Çalışmaya dahil edilen toplam 10.652 örneğin 8319 (%78)’u akciğer kökenli ör-
nek, 2333 (%22)’ü ise akciğer dışı örneklerden oluşmuştur. Örneklerin 178 (%1.7)’inde 
altın standart kültür yöntemiyle M.tuberculosis üremesi saptanmıştır. Pozitif saptanan ör-
neklerin 159 (%89)’unun akciğer kökenli, 19 (%11)’unun ise akciğer dışı örnek olduğu 
saptanmıştır. 
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Akciğer kökenli örnekler incelendiğinde, kültürde pozitif saptanan 159 örneğin 134 
(%84)’ünün Anyplex MTB/NTM testi ile pozitif olarak saptandığı görülmüştür. Buna kar-
şılık MGIT kültür yöntemi ile pozitif olarak saptanan 25 örnek Anyplex MTB/NTM testi 
ile negatif bulunmuştur. Dört örnekte ise MGIT kültür yöntemi ile üreme saptanmazken, 
Anyplex MTB/NTM testi ile pozitif sonuç elde edilmiştir (Tablo I).

Akciğer dışı örnekler incelendiğinde, kültürde pozitif saptanan 19 örneğin 14 
(%74)’ünün Anyplex MTB/NTM testi ile pozitif olarak saptandığı görülmüştür. Buna 
karşılık MGIT kültür yöntemi ile pozitif olarak saptanan beş örnek Anyplex MTB/NTM 
testi ile negatif bulunmuştur. İki örnekte ise MGIT kültür yöntemi ile üreme saptanmaz-
ken, Anyplex MTB/NTM testi ile pozitif sonuç elde edilmiştir (Tablo II).

Altın standart yöntem kabul edilen kültür yöntemiyle yapılan karşılaştırma sonucun-
da, Anyplex MTB/NTM Rt-PCR yönteminin duyarlılık ve özgüllüğü akciğer kökenli ör-
neklerde sırasıyla %84 ve %99, akciğer dışı örneklerde ise sırasıyla %74 ve %99 olarak 
bulunmuştur. 

Çalışmanın ikinci aşamasında ise, kültür sonucu pozitif olan örneklere, laboratuvar 
içi tasarımlı primerlerin kullanıldığı PCR yöntemi uygulanarak, ileriki çalışmalarda ge-
liştirilmesi planlanan laboratuvar içi tasarıma sahip tüberküloz tanı kitinde kullanımının 
uygun olup olmadığı araştırılmıştır. Bu amaçla seçilmiş olan 100 kültür-pozitif örneğe 
laboratuvar içi tasarımlı PCR yöntemi uygulanmıştır. Bu örneklerin 98’inde kültür ile 
uyumlu pozitif sonuç elde edilirken iki örnekte M.tuberculosis DNA’sı saptanamamıştır. 

Tablo I. Akciğer Kökenli Örneklerden Mycobacterium tuberculosis Saptanmasında MGIT Kültür Yöntemi 
ile Anyplex MTB/NTM Rt-PCR Yönteminin Karşılaştırılması

Yöntem

Anyplex MTB/NTM

Pozitif Negatif Toplam

MGIT Pozitif 134 25 159

Negatif 4 8156 8160

Toplam 138 8181 8319

Tablo II. Akciğer Dışı Örneklerden Mycobacterium tuberculosis Saptanmasında MGIT Kültür Yöntemi ile 
Anyplex MTB/NTM Rt-PCR Yönteminin Karşılaştırılması

Yöntem

Anyplex MTB/NTM

Pozitif Negatif Toplam

MGIT Pozitif 14 5 19

Negatif 2 2312 2314

Toplam 16 2317 2333
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TARTIŞMA

Tüberkülozun laboratuvar tanısında altın standart olarak kabul edilen yöntem kültür 
yöntemidir. Özellikle sıvı bazlı yarı otomatize veya tam otomatize kültür sistemleri ile 
konvansiyonel kültür yöntemlerine göre daha kısa sürede sonuç elde edilebilmesi bu 
sistemlerin yaygın olarak kullanılmasını sağlamaktadır12. Tüberküloz tanısının 1-2 gün 
gibi kısa bir sürede konabilmesi hem tedaviye erken başlanabilmesini hem de bu has-
talarla temasa bağlı yeni olguların önlenebilmesi açısından büyük önem taşımaktadır. 
Özellikle dirençli olgu sayısındaki artış nedeniyle, tedaviye bir an önce başlayabilmek ve 
bulaşa bağlı olası yeni olguları önleyebilmek amacıyla, duyarlılığı ve özgüllüğü yüksek, 
hızlı sonuç veren, uygulaması kolay ve pahalı olmayan laboratuvar yöntemlerinin gün-
lük kullanıma girmesi önemli bir gereksinim haline gelmiştir13. Moleküler mikrobiyolojik 
yöntemler bu ihtiyacı karşılayabilmek amacıyla geliştirilmeye başlanmış ve günümüzde 
tüberkülozun laboratuvar tanısında büyük önem taşıyan hızlı ve güvenilir tanı araçları 
haline gelmiştir14-16. 

Bu çalışmada, rutin moleküler tanı laboratuvarımızda klinik örneklerden M.tuberculosis 
saptanması amacıyla kullanılmakta olan Anyplex MTB/NTM testinin tüberküloz tanısına 
olan katkısı araştırılmıştır. Altın standart olarak kabul edilen MGIT kültür yöntemiyle yapı-
lan karşılaştırma sonucunda, Anyplex MTB/NTM Rt-PCR testinin duyarlılık ve özgüllüğü 
akciğer kökenli örneklerde sırasıyla %84 ve %99, akciğer dışı örneklerde ise sırasıyla %74 
ve %99 olarak bulunmuştur.

Tüberküloz tanısında kullanılan moleküler yöntemlerin özgüllükleri, yapılan birçok ça-
lışmada yüksek bulunmasına karşın, duyarlılıkları konusunda uygulanan teste göre olduk-
ça değişik sonuçlar elde edilebilmektedir17,18. Farklı duyarlılık sonuçları elde edilmesinde, 
kullanılan PCR yönteminin yanı sıra, örnek türü ve örnek içindeki basil miktarı da önemli 
rol oynamaktadır. Klinik örneklere homojenizasyon-dekontaminasyon işleminin uygulan-
ması sırasında basillerin kaybedilmesi, örnek içinde yöntemin yalancı negatifliğine neden 
olan inhibitör maddeler bulunması veya M.tuberculosis DNA’sının etkin bir şekilde açığa 
çıkarılamaması da yöntemin duyarlılık sonuçlarını etkileyebilmektedir.

Perry ve arkadaşları10 Anyplex MTB/NTM testini kültür yöntemiyle kıyasladıkları çalış-
mada duyarlılık ve özgüllüğü sırasıyla %86 ve %99 olarak bulmuşlardır. Üç yıllık süre içe-
risinde toplam 110 klinik örneğin dahil edildiği çalışma sonucunda Anyplex MTB/NTM 
testinin düşük tüberküloz insidanslı bölgelerde mikroskobik incelemenin yerini alabilecek 
ve rutin tanıda kullanılabilecek bir test olduğu sonucuna varılmıştır. Bizim çalışmamızda 
klinik örnek sayısı çok yüksek olup üç yıllık süre içerisinde kültür yöntemi ile tüberküloz 
pozitiflik oranı %1.7 seviyesinde saptanmıştır. Hastanemizde çalışılan klinik örnekler için-
de tüberküloz kültür sonucunun düşük pozitiflik oranına sahip olmasının nedeni, çoğun-
lukla laboratuvara tüberküloz tanısının dışlanması amacıyla örnek gönderilmesi, akciğer 
dışı örnek sayısının fazla olması, tüberküloz şüphesi bulunan hastaların çoğunlukla Göğüs 
Hastalıkları Hastanelerine başvurması veya yönlendirilmesi gibi nedenlerle gerçekleştiğini 
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düşünmekteyiz. Düşük tüberküloz kültür pozitiflik oranına sahip merkezlerde kullanılacak 
olan moleküler yöntemin seçiminde, ilaç direncine neden olan mutasyonları saptamak-
sızın klinik örneklerde sadece M.tuberculosis kompleksini saptayan testlerin kullanılması 
daha uygun maliyetli bir seçenek sağlayabilir. Gelişen teknoloji ile birlikte son yıllarda 
klinik örneklerde aynı anda hem M.tuberculosis kompleksi varlığını, hem de ilaç direncine 
neden olan mutasyonları saptayabilen moleküler yöntemler rutin kullanıma girmeye baş-
lamıştır19-21. Daha yüksek maliyetli olan bu testler özellikle yüksek insidanslı bölgelerde 
hem tanının erken konabilmesi, hem de ilaç direncinin erken dönemde saptanabilmesi 
açısından çok değerli testler haline gelmiştir. Günümüzde bu testler düşük tüberküloz 
insidansına sahip bölgelerdeki merkezlerde de giderek artan yaygınlıkta rutin kullanıma 
girmeye başlamıştır. Ancak çok düşük insidanslı bölgelerde, sadece M.tuberculosis komp-
leksi varlığını test eden daha uygun maliyetli yöntemlerin seçilmesi; bu yöntemle pozitif 
saptanan örneklere, gecikmeden moleküler direnç testlerinin uygulanması alternatif bir 
algoritma olarak önerilebilir. 

Bu alternatif algoritma üzerinden yola çıkılarak çalışmamız kapsamında ayrıca, yurt dışı 
kökenli ticari kitlere alternatif olabilecek uygun maliyetli yerli üretim kit üretebilmek ama-
cıyla bir ön deneme çalışması gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla laboratuvar içi tasarıma sahip 
PCR primerleri 100 adet kültür pozitif klinik örnekte test edilmiştir. Bu örneklerin 98’inde 
kültür ile uyumlu pozitif sonuç elde edilirken, iki örnekte negatif sonuç elde edilmiştir. 
PCR için seçilen senX3-regX3 gen bölgesi, iki parçalı bir düzenleyici sistemden oluşmakta 
ve algılayıcı kısım olan senX3 bir histidin kinaz olup özgül uyarılara yanıt vermektedir. Dü-
zenleyici kısım olan regX3 ise uyarılma sonrasında belirli genlerin ekspresyonunu kontrol 
edebilme özelliğine sahiptir. Algılayıcı protein uyarım sonrasında otofosforilizasyona uğ-
ramakta ve sonrasında bu fosfat, düzenleyici proteine transfer edilmektedir. Düzenleyici, 
DNA bağlayan bir proteindir ve gen ekspresyonunu arttırıp azaltabilmektedir22,23.

Sanjuan-Jimenez ve arkadaşları24 moleküler yöntemlerin tüberküloz tanısındaki etkin-
liğini araştırdıkları çalışmada, senX3-regX3 gen bölgesini hedefleyen PCR yöntemiyle, 
IS6110 gen bölgesini hedefleyen farklı PCR yöntemlerini karşılaştırmışlardır. Yüz kırk beş 
klinik örneğin dahil edildiği çalışma sonucunda senX3-regX3 PCR yöntemi ile %85.5 
duyarlılık, %100 özgüllük elde etmişler ve bu yöntemin rutin moleküler tanıda kullanıla-
bilecek alternatif bir yöntem olabileceği sonucuna varmışlardır.

Bizim çalışmamızda kullanılan ve senX3-regX3 gen bölgesini hedefleyen laboratuvar 
tasarımı primerlerle ümit verici sonuçlar elde edilmesi, bundan sonraki çalışmalar için 
yol gösterici olacaktır. Aynı gen bölgesinin farklı bölümlerini hedef alan Rt-PCR primer 
ve prob tasarımı sonrasında daha pratik ve hızlı bir yöntemin geliştirilebilmesi mümkün 
görünmektedir. Hedef gen bölgesi olarak özellikle senX3 ve regX3 genleri arasında kalan 
ve promotor aktivitesi olduğu düşünülen bölgenin seçilmesi planlanmaktadır. Böylece 
yaygın olarak kullanılan IS6110 ve 16S rRNA hedef bölgelerine iyi bir alternatif geliştirile-
bileceği ümit edilmektedir.
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Bu çalışma sonucunda Anyplex MTB/NTM testinin rutin tüberküloz tanısında kullanıla-
bilecek hızlı, pratik ve güvenilir bir test olduğu sonucuna varılmıştır. Laboratuvar tasarımı 
primerlerin kullanıldığı PCR yönteminin ön değerlendirme sonuçlarının rutinde kullanılan 
yöntemlerle uyumlu çıkması, daha uygun maliyetli yerli üretim tüberküloz moleküler tanı 
kitlerinin geliştirilmesine ışık tutacaktır. Böylece rutin tanı laboratuvarlarında tüberküloz 
tanısında hızlı tanı amacına daha uygun maliyetle ulaşılabilmesi hedeflenmektedir.
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