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Klinik 6rneklerden Mycobacterium tuberculosis'in hizli ve dogru bir sekilde saptanabilmesi, tiiberkilo-
zun etkin kontrollindeki en 6nemli basamaklardan biridir. Tiiberkiilozun erken ve dogru tanisi, tedavinin
mimkin olan en kisa stire icerisinde baslatilabilmesini saglamaktadir. Altin standart kdiltlr yontemlerine
ek olarak, tiberkiilozun erken tanisinda hizli sonug veren molekiiler yontemlerin de tani algoritmasina
eklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle son yillarda tliberkiilozun rutin tanisinin yapildigi laboratuvarlarda
molekiiler yontemler 6nemli bir basamak haline gelmistir. Bu caismanin amaci, rutin molekiiler tani la-
boratuvarlarinda klinik 6rneklerden M.tuberculosis saptanmasi amaciyla kullaniimakta olan Anyplex MTB/
NTM testinin (Seegene, Gliney Kore) hizli tanidaki etkinliginin arastirlmasidir. Calismada yani sira, yurt
disi kdkenli ticari kitlere alternatif olabilecek yerli kitler tretebilmek amaciyla tasarlanmis olan primerlerin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle 6n degerlendirilmesinin yapilmasi hedeflenmistir. Calis-
maya toplam g yillik stire icerisinde, tliberkiloz stiphesi bulunan hastalardan elde edilerek laboratuvara
gonderilmis olan 10.652 klinik 6rnek dahil edilmistir. Tim 6rnekler boyama sonrasinda mikroskobik in-
celeme, kiltlr ve gercek zamanli PCR (Rt-PCR) yontemleri kullanilarak test edilmistir. Hasta 6rneklerin-
den hazirlanan yaymalar aside direncli basil varligi agisindan, Kinyoun boyama yontemi ile boyandiktan
sonra mikroskop ile incelenmistir. Kiiltlir amaciyla, 6rneklere N-asetil-L-sistein-sodyum hidroksit yontemi
ile homojenizasyon-dekontaminasyon islemi uygulanmis, MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube)
siselerine (Becton Dickinson, ABD) ve Lowenstein-Jensen besiyerine ekim yapilmistir. Rt-PCR yontemi ise
Anyplex MTB/NTM testi ile gergeklestirilmistir. Calismanin birinci asamasinda, tlberkiilozun molekiiler
tanisinda kullanilan Anyplex MTB/NTM testinin etkinligi, altin standart kiiltiir ydntemiyle karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Bu amagla secilen 100 kiiltir-pozitif 6rnege laboratuvar ici tasarimli PCR yontemi uy-
gulanmistir. Toplam 10.652 6rnegin 178 (%1.7)'inde kiltiirde M.tuberculosis Gremesi saptanmistir. Altin
standart kiltlr yontemiyle yapilan karsilastirma sonucunda Anyplex MTB/NTM testinin duyarllk ve 6z-
gulligu akciger kokenli 6rneklerde sirasiyla %84 ve %99, akciger disi 6rneklerde ise sirasiyla %74 ve %99
olarak bulunmustur. Calismanin ikinci asamasinda ise, kiltiir sonucu pozitif olan 6rneklere, laboratuvar ici
tasarimla olusturulan primerlerin kullanildigi PCR yontemi uygulanarak, ileriki calismalarda gelistirilmesi

iletisim (Correspondence): Dr. Alpaslan Alp, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dall,
Ankara, Tiirkiye. Tel (Phone): 0312 305 15 60, E-posta (E-mail): aalp@hacettepe.edu.tr



https://orcid.org/0000-0001-7856-7590
https://orcid.org/0000-0001-7856-7590
https://orcid.org/0000-0002-2467-9914

Klinik Orneklerden Mycobacterium tuberculosis Saptanmasinda
Anyplex MTB/NTM Testinin Degerlendirilmesi

planlanan laboratuvar yapimi tiiberkiloz tani kitinde kullaniminin uygun olup olmadigi arastirilmistir. Bu
amacla secilen 100 kdiltiir pozitif 6rnege laboratuvar ici tasarimli PCR yontemi uygulanmistir. Bu 6rnekle-
rin 98’inde kultir ile uyumlu pozitif sonug elde edilirken, iki 6rnekte M.tuberculosis DNA'sI saptanmamis-
tir. Calisma sonucunda Anyplex MTB/NTM testinin rutin tlberkiiloz tanisinda kullanilabilecek hizh, pratik
ve guvenilir bir test oldugu sonucuna variimistir. Laboratuvar ici tasarima sahip primerlerin kullanildig
PCR y6nteminin 6n degerlendirme sonuglarinin rutinde kullanilan yontemlerle uyumlu ¢ikmasi, daha uy-
gun maliyetli yerli tGretim tiiberkiiloz molekiiler tani kitlerinin gelistiriimesine 1sik tutacaktir. Boylece rutin
tani laboratuvarlarinda hizli taninin, daha uygun maliyetle gerceklestirilmesi mimkin olacaktir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis; tiiberkiiloz; Anyplex MTB/NTM testi; laboratuvar ici
tasarimli PCR.

ABSTRACT

One of the most important steps for the control of tuberculosis is rapid and accurate detection of
Mpycobacterium 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.
GiRis

Tuberkiloz diinya genelinde, halen ilk 10 6lim nedeni arasinda kalmaya devam et-
mekte ve 6lime neden olan enfeksiyon etkenleri arasinda da birinci sirada bulunmakta-
dir'. Tiiberkiiloz nedeniyle gerceklesen dliimlerin 2017 yilinda 1.3 milyon civarinda oldu-

gu tahmin edilmektedir. Toplam 10 milyon insanin 2017 yilinda tiiberkiiloza yakalandig
bilinmektedir. Bunun yaklasik bir milyonunu cocukluk cagindaki bireyler olusturmakta-
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dir'. Bu nedenlerle tiiberkiiloz, yillardan beri Diinya Saglk Orgiitii (DSO)'niin éncelikli
miicadele listesinde yer almaktadir. Bu miicadele kapsaminda DSO 2014 yilinda hedefi
yukselterek, tiiberkiloz epidemisini 2030 yili itibariyle sona erdirme stratejisini baslatmis-
tir. Bu stratejinin hedefleri, 2015 yili verileri ile kiyaslandiginda, tiiberkiiloz nedeniyle ger-
ceklesen 6lim sayilarini %90 oraninda azaltmak ve tiiberkiloz insidansinda %80 azalma
saglamaktir. Bu nedenle tiiberkilozun etkin kontroli biyik 6nem tagimaktadir.

Tlberkilozun etkin kontroliindeki en 6nemli basamaklardan biri, klinik 6rneklerden
Mycobacterium tuberculosis'in hizli ve dogru bir sekilde saptanabilmesidir. Tuberkilozun
laboratuvar tani algoritmasinda vazgecilmez yontemler olan mikroskobik inceleme ve
altin standart klttir yontemlerine son yillarda, hizli sonug alinan molekiiler yontemler de
eklenmistir. GUnumuzde rutin tiberkuloz tani laboratuvarlarinda kullanilmakta olan ¢ok
sayida farkli ticari veya laboratuvar ici tasarima sahip molekiiler test bulunmaktadir®>.

Anyplex MTB/NTM testi (Seegene, Gliney Kore), gercek zamanli polimeraz zincir re-
aksiyonu (Rt-PCR) yontemi kullanilarak klinik 6rneklerde M.tuberculosis kompleksi ve tu-
berkiloz disi mikobakterilerin (NTM: non-tuberculosis mycobacteria) varligini saptamak
amaciyla gelistirilmis bir testtir®’. Bu testte M.tuberculosis kompleksi icin hedef bolge
IS6110 ve MPB64 genleri, NTM icin hedef bolge ise 16S rRNA genidir.

Bu calismanin amaci, rutin molekiler tani laboratuvarlarinda klinik orneklerden
M.tuberculosis saptanmasi amaciyla kullanilmakta olan Anyplex MTB/NTM testinin hizli
tanidaki etkinliginin arastirimasidir. Calisma kapsaminda yani sira, yurt disi kokenli ticari
kitlere alternatif olabilecek yerli kitler Gretebilmek amaciyla tasarlanmig olan primerlerin
PCR y6ntemiyle 6n degerlendiriimesinin yapilmasi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Klinik Ornekler

Bu calismaya, Ocak 2015-Ocak 2018 tarihleri arasindaki g yillik stirecte Hacettepe
Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarina tiiberkiiloz tanisi amaciyla yollanmis
10.652 klinik 6rnek dahil edildi.

Mikroskobik inceleme

Hasta orneklerinden hazirlanan yayma ornekleri aside direncli basil aranmasi amaciyla,
Kinyoun boyama yontemi ile boyandiktan sonra mikroskop ile incelendi.

Kultiir

Tdm oOrneklere N-asetil-L-sistein-sodyum hidroksit (NALC-NaOH) yéntemi ile homo-
jenizasyon-konsantrasyon-dekontaminasyon islemi uygulandi®. Bu amagla her 6rnekten
5-10 ml’lik bir miktar, esit hacimdeki NALC-NaOH cozeltisi ile karistirilip, 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra bu karisima 30 ml fosfat tamponu (pH= 6.8) ekle-
nerek 3000 xg’'de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen sediment
5 ml fosfat tamponu ile sulandirildi. Elde edilen bu 6rnek ¢ozeltisinden MGIT siselerine
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ve Lowenstein-Jensen besiyerine ekim yapilarak alti hafta stireyle 37°C’de inkibasyona
birakildi. Bu stre icinde Greme saptanan orneklere tliberkiiloz tanimlama testi (BD Diag-
nostics, ABD) uygulanarak M.tuberculosis kompleksi ile tliberkiiloz disi mikobakterilerin
ayrimi yapildi®.

Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hasta orneklerine uygulanan homojenizasyon-konsantrasyon-dekontaminasyon isle-
mi sonrasinda, 6érnegin 1T ml hacmindeki kismi PCR icin kullanilmak tzere ayrildi. Rt-PCR
yontemi Anyplex MTB/NTM kiti kullanilarak CFX 96 Rt-PCR cihazinda (Bio-Rad, ABD)
gerceklestirildi. PCR reaksiyon karisimi toplam 15 pl’lik hacimde 10 pl Anyplex 2x mas-
ter miks, 3 pl metoksipsoralen (8-MOP) ve 2 pl 10x M.tuberculosis/NTM oligonikleotit
ile hazirlandi. Bu karnisima 5 pl hedef DNA eklendi. Cogaltma ve saptama iglemleri CFX
96 Rt-CR cihazinda (Bio-Rad, ABD) gerceklestirildi. Kit iceriginde saglanmis olan negatif
kontrol, pozitif kontrol ve internal kontrol de Orneklerle birlikte kullanildi. Sonuglarin
degerlendirilmesi cihazin bilgisayar yazilimi kullanilarak yapildi'®.

Laboratuvar ici Tasarimli Primerler ile Gergeklestirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR icin hedef olarak, M.tuberculosis kompleksi Uyelerinde bulunan fakat tiberku-
loz disi mikobakterilerde bulunmayan senX3-regX3 gen bélgesi secildi'". ‘Primer3’ pri-
mer tasarim programi kullanilarak senX3-F 5-CCG TCG GTG CCA TGG CTC TACTC ve
senX3-R 5’- GGA TGG TGC CGT CGT GAT TAG CC primerleri tasarlandi. Kalip DNA'nin
amplifikasyonu icin 50 pl’lik karisimlar hazirlandi. Bu karigim kalip DNA ile birlikte 6zgdil
primer ciftinden 100’er pM, 1.25 U Taq polimeraz, 50 mM KCI, 10 mM Tris pH= 8.3,
1.25 mM MgCl,, 200 pM dNTP kangimini icerecek sekilde hazirlandi. Tiplere termal
dongi cihazinda 94°C’de 3 dakikalik denatiirasyon sonrasinda, 94°C’de 3 dakika de-
nattirasyon, 58°C’de 45 saniye baglanma ve 72°C’de 1 dakika polimerizasyon islemleri
45 dongl tamamlanacak sekilde uygulandi. En son asamada 72°C’de 3 dakikalik ek bir
polimerizasyon basamagi eklenerek PCR islemi tamamlandi. Elde edilen Griinler %1.5
agaroz jel elektroforezi ile ayristirildi ve etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ultraviyo-
le 15191 varliginda incelendi. Agaroz jelde 567 baz cifti (bp) buyikligiinde DNA parcasi
varhigr arastirildi.

BULGULAR

Calismanin birinci agamasinda, ttiberkiilozun molekiiler tanisinda kullanilan Anyplex
MTB/NTM testinin etkinligi, altin standart kiltir yontemiyle karsilastirlarak degerlendi-
rilmistir. Calismaya dahil edilen toplam 10.652 6rnegin 8319 (%78)’u akciger kdkenli or-
nek, 2333 (%22)'ii ise akciger disi 6rneklerden olusmustur. Orneklerin 178 (%1.7)'inde
altin standart kultir yontemiyle M.tuberculosis Gremesi saptanmistir. Pozitif saptanan or-
neklerin 159 (%89)'unun akciger kokenli, 19 (%11)'unun ise akciger disi 6rnek oldugu
saptanmistir.
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Akciger kokenli ornekler incelendiginde, kiiltiirde pozitif saptanan 159 6rnegin 134
(%84)'liniin Anyplex MTB/NTM testi ile pozitif olarak saptandigi gorulmustur. Buna kar-
silik MGIT kultlr yontemi ile pozitif olarak saptanan 25 6rnek Anyplex MTB/NTM testi
ile negatif bulunmustur. Dort 6rnekte ise MGIT kultiir yontemi ile Greme saptanmazken,
Anyplex MTB/NTM testi ile pozitif sonug elde edilmistir (Tablo I).

Akciger disi ornekler incelendiginde, kiltiirde pozitif saptanan 19 0Ornegin 14
(%74)'iniin Anyplex MTB/NTM testi ile pozitif olarak saptandii gortlmustir. Buna
karsihk MGIT kultiir yontemi ile pozitif olarak saptanan bes 6érnek Anyplex MTB/NTM
testi ile negatif bulunmustur. iki drnekte ise MGIT kiiltiir yéntemi ile Gireme saptanmaz-
ken, Anyplex MTB/NTM testi ile pozitif sonug elde edilmistir (Tablo II).

Altin standart yontem kabul edilen kiiltir yontemiyle yapilan karsilastirma sonucun-
da, Anyplex MTB/NTM Rt-PCR yonteminin duyarllk ve 6zgulligu akciger kokenli or-
neklerde sirasiyla %84 ve %99, akciger disi orneklerde ise sirasiyla %74 ve %99 olarak
bulunmustur.

Calismanin ikinci asamasinda ise, kiltur sonucu pozitif olan orneklere, laboratuvar
ici tasarimh primerlerin kullanildigi PCR yontemi uygulanarak, ileriki cahismalarda ge-
listirilmesi planlanan laboratuvar ici tasarima sahip tiiberkiloz tani kitinde kullaniminin
uygun olup olmadigr arastinlmistir. Bu amacgla secilmis olan 100 kiiltlir-pozitif 6rnege
laboratuvar ici tasanimli PCR yontemi uygulanmistir. Bu 6rneklerin 98’inde kiiltiir ile
uyumlu pozitif sonug elde edilirken iki 6rnekte M.tuberculosis DNA'sI saptanamamistir.

Tablo I. Akciger Kékenli Orneklerden Mycobacterium tuberculosis Saptanmasinda MGIT Kiiltiir Yontemi
ile Anyplex MTB/NTM Rt-PCR Yénteminin Karsilastirimasi

Anyplex MTB/NTM

Yéntem Pozitif Negatif Toplam

MGIT Pozitif 134 25 159
Negatif 4 8156 8160
Toplam 138 8181 8319

Tablo Il. Akciger Disi Orneklerden Mycobacterium tuberculosis Saptanmasinda MGIT Kiiltiir Yéntemi ile
Anyplex MTB/NTM Rt-PCR Yénteminin Karsilastiriimasi

Anyplex MTB/NTM

Yontem Pozitif Negatif Toplam

MGIT Pozitif 14 5 19
Negatif 2 2312 2314
Toplam 16 2317 2333
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TARTISMA

Tlberkiilozun laboratuvar tanisinda altin standart olarak kabul edilen yontem kiilttir
yontemidir. Ozellikle sivi bazli yar otomatize veya tam otomatize kiiltiir sistemleri ile
konvansiyonel kiltiir yontemlerine gore daha kisa siirede sonug elde edilebilmesi bu
sistemlerin yaygin olarak kullanilmasini saglamaktadir'2. Tiiberkiiloz tanisinin 1-2 giin
gibi kisa bir sirede konabilmesi hem tedaviye erken baslanabilmesini hem de bu has-
talarla temasa bagh yeni olgularin 6nlenebilmesi acisindan biyiik 6nem tagimaktadir.
Ozellikle direncli olgu sayisindaki artis nedeniyle, tedaviye bir an énce baslayabilmek ve
bulasa bagh olasi yeni olgulari 6nleyebilmek amaciyla, duyarliligi ve 6zgulligu ytksek,
hizli sonug veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar yontemlerinin giin-
lik kullanima girmesi 6nemli bir gereksinim haline gelmistir'3. Molekiiler mikrobiyolojik
yontemler bu ihtiyaci karsilayabilmek amaciyla gelistiriimeye baslanmig ve giinimiizde
tlberkilozun laboratuvar tanisinda buyik 6nem tasiyan hizli ve guvenilir tani araclari
haline gelmistir'*'6,

Bu calismada, rutin molekdler tani laboratuvarimizda klinik 6rneklerden M.tuberculosis
saptanmasi amaciyla kullanilmakta olan Anyplex MTB/NTM testinin tiiberkiiloz tanisina
olan katkisi arastiriimistir. Altin standart olarak kabul edilen MGIT kiiltir yontemiyle yapi-
lan karsilastirma sonucunda, Anyplex MTB/NTM Rt-PCR testinin duyarllik ve 6zgllugu
akciger kokenli 6rneklerde sirasiyla %84 ve %99, akciger disi orneklerde ise sirasiyla %74
ve %99 olarak bulunmustur.

Tlberkiloz tanisinda kullanilan molekiiler yontemlerin 6zgulliikleri, yapilan bir¢ok ca-
ismada yiiksek bulunmasina karsin, duyarlliklari konusunda uygulanan teste gore olduk-
ca degisik sonuclar elde edilebilmektedir'”-'8. Farkli duyarlilik sonuclari elde edilmesinde,
kullanilan PCR yonteminin yani sira, 6rnek tiirii ve ornek icindeki basil miktari da onemli
rol oynamaktadir. Klinik 6rneklere homojenizasyon-dekontaminasyon isleminin uygulan-
masi sirasinda basillerin kaybedilmesi, 6rnek icinde yontemin yalanci negatifligine neden
olan inhibitér maddeler bulunmasi veya M.tuberculosis DNA'sinin etkin bir sekilde aciga
cikarilamamasi da yontemin duyarliik sonuglarini etkileyebilmektedir.

Perry ve arkadaslar'® Anyplex MTB/NTM testini kiiltiir ydntemiyle kiyasladiklari calis-
mada duyarlilik ve 6zgiilliigi sirasiyla %86 ve %99 olarak bulmuslardir. Ug yillik siire ice-
risinde toplam 110 klinik 6rnegin dahil edildigi calisma sonucunda Anyplex MTB/NTM
testinin dustk tiiberkiiloz insidansh bolgelerde mikroskobik incelemenin yerini alabilecek
ve rutin tanida kullanilabilecek bir test oldugu sonucuna varilmistir. Bizim calismamizda
klinik 6rnek sayisi ¢cok yiiksek olup Ug yillik stre icerisinde kiltir yontemi ile tiiberkiiloz
pozitiflik orani %1.7 seviyesinde saptanmistir. Hastanemizde calisilan klinik 6rnekler icin-
de tiiberkiloz kiltir sonucunun dustik pozitiflik oranina sahip olmasinin nedeni, cogun-
lukla laboratuvara tiiberkiiloz tanisinin diglanmasi amaciyla 6rnek gonderilmesi, akciger
disi ornek sayisinin fazla olmasi, tiberkiiloz stiphesi bulunan hastalarin cogunlukla Gogis
Hastaliklari Hastanelerine basvurmasi veya yonlendirilmesi gibi nedenlerle gerceklestigini
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distinmekteyiz. Disuk tiberkuloz kiltir pozitiflik oranina sahip merkezlerde kullanilacak
olan molekiler yontemin seciminde, ila¢ direncine neden olan mutasyonlari saptamak-
sizin klinik 6rneklerde sadece M.tuberculosis kompleksini saptayan testlerin kullaniimasi
daha uygun maliyetli bir secenek saglayabilir. Gelisen teknoloji ile birlikte son yillarda
klinik 6rneklerde ayni anda hem M.tuberculosis kompleksi varligini, hem de ilag direncine
neden olan mutasyonlari saptayabilen molekiiler yéntemler rutin kullanima girmeye bas-
lamistir'21, Daha yiiksek maliyetli olan bu testler ézellikle yiiksek insidansli bélgelerde
hem taninin erken konabilmesi, hem de ilag direncinin erken donemde saptanabilmesi
acisindan cok degerli testler haline gelmistir. Glinlimiizde bu testler dustik tiiberkiloz
insidansina sahip bolgelerdeki merkezlerde de giderek artan yayginhkta rutin kullanima
girmeye baglamistir. Ancak ¢ok dusuk insidansh bolgelerde, sadece M.tuberculosis komp-
leksi varligini test eden daha uygun maliyetli yontemlerin secilmesi; bu yontemle pozitif
saptanan orneklere, gecikmeden molekiiler direng testlerinin uygulanmasi alternatif bir
algoritma olarak onerilebilir.

Bu alternatif algoritma Gzerinden yola ¢ikilarak calismamiz kapsaminda ayrica, yurt digi
kokenli ticari kitlere alternatif olabilecek uygun maliyetli yerli Gretim kit Gretebilmek ama-
ayla bir 6n deneme calismasi gerceklestirilmistir. Bu amacla laboratuvar ici tasarima sahip
PCR primerleri 100 adet kiiltiir pozitif klinik 6rnekte test edilmistir. Bu 6rneklerin 98‘inde
kiltur ile uyumlu pozitif sonug elde edilirken, iki 6rnekte negatif sonug elde edilmistir.
PCR icin secilen senX3-regX3 gen bdlgesi, iki parcal bir diizenleyici sistemden olusmakta
ve algilayici kissm olan senX3 bir histidin kinaz olup 6zgul uyarilara yanit vermektedir. Di-
zenleyici kisim olan regX3 ise uyarilma sonrasinda belirli genlerin ekspresyonunu kontrol
edebilme 6zelligine sahiptir. Algilayici protein uyarim sonrasinda otofosforilizasyona ug-
ramakta ve sonrasinda bu fosfat, diizenleyici proteine transfer edilmektedir. Diizenleyici,
DNA baglayan bir proteindir ve gen ekspresyonunu arttirip azaltabilmektedir?223,

Sanjuan-Jimenez ve arkadaslarn?* molekiiler yéntemlerin tiiberkiiloz tanisindaki etkin-
ligini arastirdiklar calismada, senX3-regX3 gen boélgesini hedefleyen PCR yontemiyle,
I1S6110 gen bolgesini hedefleyen farkli PCR yontemlerini karsilagtirmiglardir. Yuz kirk beg
klinik 6rnegin dahil edildigi calisma sonucunda senX3-regX3 PCR yontemi ile %85.5
duyarlilik, %100 6zgiillik elde etmisler ve bu yontemin rutin molekdler tanida kullanila-
bilecek alternatif bir yontem olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Bizim calismamizda kullanilan ve senX3-regX3 gen bdlgesini hedefleyen laboratuvar
tasarimi primerlerle Gmit verici sonuclar elde edilmesi, bundan sonraki calismalar icin
yol gosterici olacaktir. Ayni gen bdlgesinin farkli bélimlerini hedef alan Rt-PCR primer
ve prob tasarimi sonrasinda daha pratik ve hizli bir ydontemin gelistirilebilmesi mimkin
goriinmektedir. Hedef gen bolgesi olarak ozellikle senX3 ve regX3 genleri arasinda kalan
ve promotor aktivitesi oldugu dustinilen bdlgenin secilmesi planlanmaktadir. Boylece
yaygin olarak kullanilan 1S6110 ve 16S rRNA hedef bolgelerine iyi bir alternatif gelistirile-
bilecegi timit edilmektedir.
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Klinik Orneklerden Mycobacterium tuberculosis Saptanmasinda
Anyplex MTB/NTM Testinin Degerlendirilmesi

Bu calisma sonucunda Anyplex MTB/NTM testinin rutin tiiberkiloz tanisinda kullanila-

bilecek hizli, pratik ve glvenilir bir test oldugu sonucuna varilmistir. Laboratuvar tasarimi
primerlerin kullanildigi PCR yonteminin 6n degerlendirme sonuglarinin rutinde kullanilan
yontemlerle uyumlu ¢ikmasi, daha uygun maliyetli yerli Gretim tiberkiloz molekiler tani
kitlerinin gelistiriimesine 151k tutacaktir. Boylece rutin tani laboratuvarlarinda tiiberkiiloz
tanisinda hizli tani amacina daha uygun maliyetle ulasilabilmesi hedeflenmektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemislerdir.
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