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OZET

Bu c¢alismanin amaci, tuberkiiloz tanisinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Léwenstein-Jensen besiyerinde
kdiltir yontemini karsilastirmaktir. Calismaya Florence Nightingale Hastaneler Grubu’'ndan 200 (% 66.6)’li akciger
tuberkilozu (AT), 100 (% 33.3)'i akcigerdisi tuberkiiloz (ADT) kuskulu, toplam 300 hastadan 333 klinik 6rnek
alinmistir. Ornekler direkt mikroskobik inceleme igin Ziehl-Neelsen (ZN) boyasi ile boyanmis ve Léwenstein-Jensen
(LJ) besiyerinde kiiltiirti icin NALC+% 4 NaOH ile dekontamine edilmistir. Ayrica her drnekten in-house polimera:
zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction=PCR) c¢alismasi yapilmistir. Mycobacterium tuberculosis kompleks
(MTK)’e spesifik IS 6110 bdlgelerinden primer ciftler kullaniimistir. Basvuruda AT kuskulu 200 olgudan 22 (% 11)
olguda ZN, 51 (% 25.5) olguda Kkdiltir pozitif, 55 (% 27) olguda PCR pozitif saptanmistir. Bu olgularin 53 (% 26.5)’(G
diger ilag alimi ve tedaviye yanit gibi parametrelerle son tanida kesin tiiberkiloz (Tbc) olarak degerlendirilmistir. Yine
basvuruda ADT kuskulu 100 olgudan ikisinde (%2) ZN, 23 (%23)’linde LJ, 26 (%26)’sinda PCR pozitif olmasina
karsilik; 38 (%38) olgu kiiltir ve PCR disindaki diger parametrelerle (klinik, radyolojik, histopatolojik bulgular ve
anti-tuberkliloz tedaviye yanit) son tanida kesin Tbc olarak degerlendirilmistir. Akciger tiberkilozunda PCR ve Lo
uyumu, istatistiksel olarak yliksek oranda bulunmustur (Kappa % 94> % 65). Buna karsilik, ADT'de uyum orani kabu
edilebilir uyum oraninin az altinda bulunmustur (Kappa % 59< % 65). Sonug olarak, AT tanisinda PCR sonuglariyle
kdiltir pozitifligi bdylk uyum gésterirken, ADT tanisinda PCR sonuglari ile kiltiir pozitifliginin uyumu kabul edilebilit
oranin az altinda oldugu gérdlmdsttir.

SUMMARY

The aim of this study was to compare the in-house polymerase chain reaction (PCR) with Léwenstein-Jensen (LJ)
culture method in the diagnosis of tuberculosis. In the Group of Florence Nightingale Hospitals totally 333 clinica.
specimens [200 (66.66%) from pulmonary tuberculosis (PT) and 100 (33.33%) from extrapulmonary tuberculosis
(EPT) (totally 300 cases)] were included in the study. The specimens were stained with Ziehl-Neelsen (ZN) stain for
direct microscopic examinationon and decontaminated with NALC + 4% NaOH for LJ culture. Additionally, the
in-house PCR was performed for each sample. The primary pairs specific to the IS 6110 region of Mycobacterium
tuberculosis complex were used. In 200 cases diagnosed as PT clinically, 22 (11%) were ZN positive, 51 (25.50%,
were culture positive and 55 (27.50%) were PCR positive; 53 (26.5%) of these cases were finally diagnosed as
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tuberculosis with the help of parameters like response to therapy. In 100 cases diagnosed as EPT clinically at the time
of admission, two (2%) were positive in ZN, 23 (23%) in LJ, 26 (26%) in PCR; however, 38 (38%) cases were finally
diagnosed as tuberculosis with the help of culture and parameters except PCR (clinical, radiological, histopathological
findings and response to antituberculosis therapy). The concordance of PCR with LJ in PT was found statistically at
high ratios (Kappa 94% > 65%). However, in EPT the concordance ratio was found just below the statistically
acceptable concordance ratios (Kappa 59% < 65%). As a result, the study showed that in PT cases the in-house
PCR results and culture positiveness had a great concordance whereas in EPT the concordance of the PCR results
and culture positiveness was found just below the accepted ratios.

GiRIS

Amerika Birlesik Devletleri'nde Hastalik Kontrol Merkezi
(CDC) ¢ogul direncli salginlarla birlikte, Tlberkiloz (Tbc)
insidansini dislirmede, toplumu korumada en etkili yol-
lardan birinin erken tani ve etkili tedavi oldugunu bildir-
mekte, duyarliigi ve 6zgullugu ylksek, hizli sonug veren,
uygulamasi kolay, pahali olmayan tani ydntemlerinin
gunlik kullanima girmesinin gerekliligini ileri stirmektedir
(1). Yillardir Ziehl-Neelsen (ZN) gibi aside direncli boya-
ma teknikleri ile basilin mikroskobik olarak gériilmesi ve
bakterinin besiyerinde Uretiimesi temeline dayanan
yontemler en fazla kullanilan yontemler olup basilin
varligini kisa slrede saptamaya yonelik, duyarlihgi ve
6zgulligu yiksek son yillarda gelistirilen radyometrik,
floresans gibi hizl kultir sistemleri ile taniy1 daha erken
koyma amagli olarak kullanilan nikleik asitlerin hibridi-
zasyonu ve amplifikasyonuna dayanan ydntemlere
karsin kesin tanida referans ydntem olarak gecerliligini
halen devam ettirmektedir (2, 3). Tim bu yeni yéntemler
icinde, son yillarda klinik érneklerden direkt olarak hizli
sonu¢ vermesi ve duyarliigindan dolayr tani amagli
yaygin olarak kullanilmaya baslanan polimeraz zincir re-
aksiyonu (polymerase chain reaction=PCR)'dur (4, 5).

Bu calismada, akciger tuberkulozu (AT) ve akciger disi
tuberklloz (ADT) kuskulu olgularda referans yéntem ola-
rak kabul edilen kultirle, tiberkilozun hizli ve kesin
tanisina yénelik olarak kullanilan PCR y&nteminin karsilas-
tirmasi yapilarak her iki yéntemin sonuglarinin irdelen-
mase amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Agustos 1998 ile Mart 2000 arasinda Florence Nightin-
gale Grubuna bagl iki 6zel, Metropolitan ve Avrupa Flor-
ence Nightingale Hastanelerinin G6giis Hastaliklari, Da-
hiliye, Uroloji vb. polikliniklerine basvuran, kuskulu AT ve
ADT tanisi konulan, rutin bakteriyolojik tani amaciyla mikro-
biyoloji laboratuvarina degisik klinik érnekler gdénderilen
300 olgu PCR arastirmasi igin prospektif olarak ¢alis-
maya alinmistir. Olgular; 7-59 yas arasi, 211 (% 70.3)'i
erkek, 89 (% 29.7)'u kadin olup timdnin anti-HIV 1/2
testleri negatif idi; bir olguda ise immuinsupresyon vardi.
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Calismaya klinik (ates, 6ksurik, kilo kaybi, istahsizlik,
hemoptezi vb.), radyolojik (gégls radyografisinde genel-
likle apikal bdlgede nonhomojen ve kaviter lezyonlar
veya diger bolgelerde gézlenen infiltratif ve kaviter lez-
yonlar), histopatolojik (alinmigsa biyopsi 6rneginde epi-
teloit histiyositli granilamat6z doku ile birlikte kazeifikas-
yon) ve immunolojik (Montoux ydntemiyle tiberkiloz
deri testinde > 10 mm indlrasyon) bulgulardan en az bi-
rine veya daha fazla bulguya sahip AT veya ADT
kuskulu olgular alinmigtir. Akciger tlberkilozu kuskulu
200 olgudan 170’inde tek 6rnek, 30’'unda ¢ift 6rnek; ADT
kuskulu 100 olgudan 97’sinde tek &6rnek, ugunde cift
6rnek olmak lzere toplam 333 klinik 6rnek alindi. Her bir
O6rnekten mikrobiyoloji laboratuvarinda bilinen standard-
ize genel prosedirlerle rutin amagli olarak mikroskobi
(ZN), kdltar (LJ), calismasi ve arastirma amagli olarak
da in-house PCR c¢alismasi prospektif olarak yapildi. Po-
limeraz zincir reaksiyonu, kiltir ve mikroskobik incelem-
elerde cift alinan o&rneklerden birinde pozitif sonug
alindiginda, o 6rnek Tbc olarak degerlendiriimis, tek
alinan drneklerde saptanan pozitif durumunda da benzer
degerlendirme yapilmstir. Orneklerden 6nce ZN ile
direkt mikroskobi yapilmig, daha sonra N-asetil-L-sistein
(NALC) + % 4 NAOH ile dekontaminasyon yapilarak tek-
rar ZN ile incelenmis ve Léwenstein-Jensen (LJ) besiye-
rine kiltdr yapiimistir.

In-house PCR calismasi
Ornekler

Balgam ve bronsiyal sekresyon gibi solunum &rnekleri
ile idrar, beyin-omurilik sivisi, aglik mide suyu, seréz zar-
lara ait sivilar, lenf digumi ve diger organ biyopsileri ile
histopatolojik bulgulari tiberkilozu distndlren parafin
blok gibi solunum-digi érnekler incelenmistir.

islem

Ornekler calisma giiniine kadar 2-8°C’de saklanmistir.
Gastrik aspiratlar hizla trisodyum-fosfat tamponu ile
(pH:12) nétralize edilmiglerdir. Doku o&rnekleri isleme
girmeden 6nce steril kosullarda kiguk parcalara béline-
rek homojenize edilmiglerdir. Parafine gémuli olan doku
bloklarindan ise 5-7 mm kesit alinmistir. Her bloktan
alinan 3 frkl ksit 1.5 ml’lik Eppendorf’lara konulmus ve
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oktan ile deparafinize edildikten sonra alkol ile iki kez
yikanmistir. Kontaminasyona engel olmak amaciyla, her
bloktan 6nce mikrotom bigagi ksilen ile temizlenmistir (6).

Dekontaminasyon isleminden sonra, sedimentler esit ha-
cimde Tris-EDTA tamponu ile (10 mM Tris-HCL, 0.5 mM
EDTA) yikanmis ve ultramikrosantrifiij aletinde 16000 g
x 5 dakika santrifuj edilmistir. Balgam, bronsiyal sekres-
yon, idrar, BOS ve diger sivilar 20 dakika kaynatil-
miglardir (7). Doku &érnekleri ve parafin bloklara ise Pro-
teinaz K ile sindirme yéntemi uygulanmistir (6).

Bu calismada negatif kontrollerle birlikte hem internal
hem de eksternal pozitif kontroller kullanilmistir. Ekster-
nal pozitif kontrol olarak, aktif tiberkiloz tanisi almis
hastalardan alinan 6rnekler ile (reaktif kontrol), pozitif
kaltar érnekleri (non-reaktif) kullaniimistir. DNA ekstrak-
siyonun internal kontrolu ic¢in, normal dokularda her
zaman bulunan beta-globin genine ait primerler kullanil-
mistir. Béylece, PCR inhibitérlerine bagh olarak goriile-
bilen yalanci negatif sonuclar da kontrol edilmistir.

Amplifikasyon islemi

Amplifikasyon islemi, daha énceki arastirmacilarin proto-
kollerinden kulcilk degisiklikler yapilarak gergeklestiril-
mistir (7). Tim reaksiyonlarda, 25mM Tris-HCL (pH:8),
50 mM KCL, 1.5 mM MgCl,, herbir primerden 20 pmol
(8), herbir dNTP’den 0.2 mM, 1.25 U Tag DNA polime-
raz (MBI Fermentas) ve 3 mi DNA kullaniimis ve toplam
hacim 50 mi olmustur. MJ Research thermocyclera
yerlestirilen érneklere uygulanan amplifikasyon kosullari
olarak, 94°C bir dakika, 64°C bir dakika, 72°C bir dakika

toplam 40 siklus ve final ekstensiyonu olarak da 72°C
dort dakika uygulanmistir. Tum PCR reaksiyonlari, ne-
gatif ve pozitif kontrollerle birlikte iki kez tekrarlanmistir.

DNA’nin gésterilmesi

Her bir PCR UrGninden 15 ml alinarak etidyum bromit
ile boyandiktan sonra, %2’lik agaroz gel elektroforezinde
yUratilmus ve 123 bp’lik PCR Grund ultraviyole altinda
bakilarak degerlendirilmigtir (9).

Son tanida yukarida belirtilen dort kriterle (klinik, radyo-
lojik, histopatolojik ve immunolojik) uyumlu ZN, kaltar
sonuglarinin yaninda anti-tuberkdloz ilag verilerek, yanit
alinmayi icine alan “Royal Dutch Organization Against
Tuberculosis” (RDOAT) (10) kriterleri temel alinmigtir.
Dért kriter ile birlikte ila¢ alimi ve anti-tuberkiloz teda-
viye yanita iligkin bilgileri, arastirmaci (BK) hastalarin
doktorlariyla birebir géruserek, basvuru ve takip dosya-
larindan almistir. Calisma sonuglarinin istatistiksel
degerlendiriimesinde Kappa Testi (= % 65: uyumlu) kul-
lanild.

BULGULAR

Calismaya alinan AT kuskulu 200 olgudan klinik, radyo-
lojik, histopatolojik, immunolojik bulgularindan biri veya
daha fazla bulgularla, beraber ZN, PCR, LJ sonuclari ve
anti-tuberkuloz ilag verilmesi ve ilaca yanit parametrele-
riyle 53 (% 26.5) olguya kesin AT son tanisi konul-
mustur. Bakteriyolojik tani; 40 olguda balgamdan, 12’si
BAL’dan, biri gastrik lavajdan olmustur. Akciger tiiberk-
lozu olgularinda PCR’nun kdiltiire gére duyarhhdi % 100,

Tablo 1. Kesin tanisi tiiberkiloz olan olgularda klinik 6rneklere gére ARB, PCR ve kiiltiir sonuglari ile PCR ve mikroskobinin kiltiirle

karsilastiriimasi

ARB PCR LJ Kultar Du Oz PPD NPD K
n n % n % n % Pozitif Negatif % % % %o
Akciger Tbc 53 PZR
Balgam 40 32 80 40 100 38 95 Pozitif 51 4d 100 97.3 92.7 100.0 0.94
BAL 12 11 12 12 Negatif 145
Gastrik lavaj 1 1 1 1 Mikroskobi
Toplam 53 44 83.02 53 100 51 96.2 Pozitif 44 0 86.3 100 100 95.5 0.9
Negatif 7 149
Akciger disi Tbe 38 PCR
Pléra sivisi b 15 1 14 12 Pozitif 17 9e 73.9 88.3 65.4 91.9 0.59
Parafin blok a 6 0 4 4 Negatif 6 68
idrar 4 0 3 3 Mikroskobi
Assit sivisi 4 0 3 3 Pozitif 1 1f 4.3 98.7 50 77.6 0.1
Perikart sivisi 2 0 1 1 Negatif 22 76
Tani testleri (-) 79 0 0
Toplam 38 1 26 25 658 23 605

ARB: Aside resistan bakteri, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, LJ: Léwenstein-Jensen besiyeri, BAL: Bronko-alveolar lavaj, D: Duyar-
Ik, O: Ozguilliik, PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger K: Kappa. a) Boyun bélgesinden alinan ve histopatolojisi
tiiberkiiloz lenfadenit olan parafin bloklar. b) Ornek sayisi 30'un altinda olanlarda % verilmedi. ¢) K 0.65 Uyumlu, d) Dért olgunun ikisi
Tbec, ikisi non-Thc (biri akciger kanseri, digeri in vitro yalanci pozitif) olarak degerlendirildi. €) Dokuz olgunun sekizi Tbc, biri akciger
kanseri idi. f) RDOAT kriterleri ve PCR’in desteklemedigi Non-Tbc bir olgu, g) ZN, kiltir, PCR negatif, ancak RDOAT’In diger kriter-

leriyle Tbc olarak degerlendirilen olgular
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0zgulligu % 97.3, pozitif prediktif degeri (PPD) % 92.7,
negatif prediktif degeri (NPD) % 100 iken, uyumluluk kat-
sayisi 0.9 > 0.65 olarak saptanmistir. Mikroskobinin kdl-
tire gére duyarlihg % 86.3, 6zgulligi % 100, PPD
% 100, NPD % 98.5 olarak bulunmustur. “Royal Dutoch
Organization Against Tuberculosis” kriterlerinden bakte-
riyolojik tani yéntemleri hari¢ diger kriterlerle PCR pozitif,
kiltir negatif iki olguya kesin Tbc, yine PCR pozitif
ancak kudltur negatif iki olguya kesin non-Tbc son tanisi
konulmustur. Bu olgularin ikisi de in vitro yalanci pozitif
olarak deg@erlendirilmistir. Akciger digi tiberkuloz kuskulu
100 olgudan 31 olguya RDOAT kriterleri ve PCR
sonuglariyla, yedi olguya ise ZN, kiiltir, PCR negatif ol-
masina karsin, RDOAT’In diger kriterleriyle toplam 38
(%38) olguya kesin akciger disi tliberkiloz son tanisi ko-
nulmustur. Bu olgularin bakteriyolojik tanisi en fazla
pléra sivisindan olmustur. Akcier digi tuberkiloz olgu-
larinda PCR’in kultire duyarhhd % 73.9, 6zgulligi
% 88.3, PPD % 65.4, NPD % 91.9, Kappa degeri 0.59<
0.65 iken, mikroskobinin kuiltire gére duyarliigr % 4,
0zgulligi % 98, PPD % 50, NPD ise % 77 Kappa degeri
0.1< 0.65 olarak bulunmustur. Bu olgulardan PCR pozitif
ancak kdltir negatif bir olgu akciger kanserli idi (Tablo 1).

TARTISMA

Gerek AT, gerekse ADT'un yiksek duyarllik ve 6zgul-
likte diger konvensiyonel ydntemlere goére tanisini
hizlandiran, bakterinin amplifiye edilen spesifik bdlgele-
rine ait DNA partikilleridir (11). Genellikle M. tuberculo-
sis kompleksin 6zgul IS 6110, hsp 65 veya 16 s rRNA geni
boélgelerinden primer kullaniimakta (12), bazi ¢alisma-
larda MTP 40, MTP 64 gen bdlgelerinin kullanildig
gorulmektedir (13, 14). Bu bélgelerin ¢ogaltiimasiyla
kllturde 4-8 hafta arasinda beklenerek konulan taninin
suresi saatlere inmis, ancak burada ydéntemin glvenir-
liligini olumsuz etkileyen kontaminasyon, inhibisyon ve
duyarhhgi etkileyen faktorler gibi etkenler PCR’nun rutin
kullanimda olup olmamasi ile ilgili tartismalari baglatmis-
tir (15, 16). Her ne olursa olsun ZN’nin duyarliiginin
distk olmasi ve haftalarca kultlr sonucunu beklemenin
karsisinda, pozitif ve negatif kontrolll, 6rneklerin gift
calisiimasi, hastanin Klinik, radyolojik ve histopatolojik
bulgularinin destekledigi klinik tablolarda PCR’nun sonu-
cuna glvenilebilecegdi ve tedavinin de baslanmasi gerek-
tigi belirtiimektedir (4, 5, 17).

Klinik, laboratuvar ve anti-tiberkuloit ilaglara verdikleri
yanitlarla AT olan 53 olgunun hepsinde (% 100) PCR
pozitif saptanmis, iki olguda yalanci pozitiflik bulun-
mustur. Gergek AT’lu olgularin % 96.2’sinde kiltir pozit-
if saptanmig, % 83.01’inde ise ZN pozitif saptanmigtir.
Gergek AT saptanmasinda PCR’nun kiltlrle uyumiu
sonu¢ vermesi ¢ok yliksek oranda saptanirken (K: 0.94
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> 0.7), ayni sekilde ZN'nin kultirle uyumu ise yiksek
(0.9 > 0.7) bulunmustur. Ginessu ve ark. (18) 378 AT
kuskulu drnekle ve IS 6110’ya spesifik primerle yaptik-
lari arastirmada, bu calismaya benzer gercek AT’lu has-
talarin % 96.6’'sinda PCR pozitifligi, % 93.3'Unde kultlr
pozitifligi, % 73’Unde ZN pozitifligi bulmuslar; yine baska
bir calismada Tan ve ark. (5) BAL 6rnekleriyle yaptiklari
arastirmada; PCR’nun kdltirle uyum katsayisinin 0.78
oldugu, gergek AT’larin saptanmasinda PCR’nun kiiltiirle
birlikte cok iyi sonug verdigi bildiriimiglerdir. Gergek AT
saptanmasinda PCR’nun kultirle yilksek oranda bir
uyum saglayarak sonug verdigi, ancak klinik, radyolojik
ve histopatolojik bulgularin desteklemedigi PCR poziti-
fliklerin kontaminasyona bagdh olabilecegi ve bunlarin
g6z 6nune alinmamasi gerektigi bildiriimistir (21,22,23).
Gergek Thc olmayan PCR yalanci pozitif iki olgunun biri
akciger kanserli idi, digerinin ise DNA’nin ekstraksiyonu
ya da amplifikasyonundaki bir kontaminasyona bagl in-
vitro yalanci pozitiflik vermis (her bir galismada kul-
lanilan iki negatif kontrolden biri bu olguda pozitif sonug
vermistir) oldugu distundlmustdr. Literatirler (21-24) ZN
negatif olgularda, klinik ve diger bulgularin destekledigi
ancak kultir sonucunun beklenemedigi AT olgularini
konfirme etmek igin duyarlihg arttiracak ve minumum
capraz-kontaminasyon riski ile spesifikligini kaybettir-
meyecek infeksiyon bélgesinden 6zgll érnek alinmasi
(balgam yerine BAL, granulamatoz dokularda parafin
blok hazirlama seklinde) farkli hedef gen bdlgesine
spesifik degisik sayida primer kullaniimasi (IS 6110 ile
birlikte hsp 65 kd veya MTB 40 veya MTB 64 vb) ve
PCR’u farkli tekniklerle yapmak (standart heminested
yerine single-tube balanced heminested) gibi ¢abalarin
arttirildigini bildirmektedir.

Akciger tuberkilozu olgularinda kdltire gére PCR’nun
duyarhhdr % 100, 6zgulligd % 97.3, pozitif prediktif
degeri (PPD) % 92.7 ve negatif prediktif degeri (NPD)
% 100 saptanmistir. Toplam 833 olgu ve in-house
yontemi ile yapilan bir calismada (25); PCR’nun kultlre
gore duyarliigi, 6zgillugd, PPD, NPD sirayla %91.08,
%99.85, %97.87, %99.37 olarak bulunmus ve ZN
negatif PCR pozitif, diger bulgularla gercek Tbc olarak
degerlendirilerek tedavi edilen ve tedaviye yanit alinan
dokuz olgunun yedisinde kultlir pozitif saptanirken iki-
sinde Ureme gérilmemigstir. Bir bagka calismada (19);
PCR’nun duyarliigi %91.4, 6zgulligl %96.1; yine 293
olgu ile yapilan bir calismada (5), balgam 6rneklerinden
PCR’In %100 duyarli, %95 6zgll oldugu bildirilmistir. Bu
arastirma, literaturlerle paralel olarak AT kuskulu olgular-
da klinik, radyoloji ve histopatolojik bulgularin destekle-
mesi halinde ZN negatif olsa bile PCR pozitifligine gore
anti-tiberkuloit tedavinin kdltir sonucu beklenmeden
baslanmasi gerekliligini ortaya koymustur.
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HIV infeksiyonuyla birlikte insidansinda artma gézlenen
ADT infeksiyonlarinin ézellikle klinik olarak sessiz sey-
retmesi, standart bir tarama testinin olmamasi ve ZN'nin
siklikla negatif saptanmasi gibi nedenlerle kiltiri bek-
leme ya da ayirici tanida pozitif prediktif degeri (PPD)
dusuk bazi klinik, biyokimyasal, hematolojik vb. ydn-
temlerle anti-tiberkiloit tedaviye baslama yolu secil-
mekte, sonucta klinisyen hangi tercihi yaparsa yapsin
hasta ciddi problemlerle karsi karsiya kalmaktadir (26,
27). Bu arastirmada gercek EPT olan 38 olgunun % 2.6’
sinda ZN, % 65.8’inde PCR, % 60.5’inde kultir pozitifligi
saptanmis, %63’'Unde ise ZN negatif olmasina karsilik
klltir sonucunu beklemeden PCR pozitifliginin klinikle
korelasyonundan dolayi anti-tiberkiloz tedavi baslanip
sonug¢ alinmigtir.

Sarkoidoz ve crohn hastaligi gibi granilamatoz has-
taliklar, pléra efuzyonu ve o6zellikle gocuklar arasinda
nérosekal ve mortalite ile seyreden meninjit gibi has-
taliklarda etyolojik etken olarak ADT'un tanisinda zama-
nin énemi belirtiimekte, ZN ve kiltlirde patojenin sapta-
namamasiyla 6zellikle akciger digi bdlgesel Tbc infek-
siyonlari ile ilgili PCR c¢alismalari son yillarda artmigtir
(4, 7, 28-30). Inoue ve ark. (31) orta kulak tlberkiilo-
zunda ZN negatif olmasina karsin PCR pozitif oldugu
icin hastanin tedaviye alindigini ve sonugta hastanin
isitme kaybinin disinda diger semptomlarin dizeltildigini
bildirmiglerdir. Bu arastirmada, PCR pozitif kdltird ne-
gatif dokuz olgu, PCR’u negatif, klltlrd pozitif alti olgu
ile , PCR ve kilturu negatif klinigi, radyolojisi ve histopa-
tolojisi destekledigi icin yedi olgu, toplam 22 olgunun
21'inde klinik ve diger bulgularla gergek Tbc saptanmis,
bir olgu klinik desteklemedigi icin ADT olarak degerlen-
dirmeye alinmamig ve 21 olguya anti-tlberkuloz tedavisi
verilmis ve yanit alinmigtir. Buradaki sonuglar, klinikle-
laboratuvar, kiltirle-PCR arasinda uyumsuzluk oldugunu
gostermektedir (K: 0.59 < 0.7). Bu uyumsuzlugun,
g¢alisma ydéntemi olan in-house PCR'da farkl hedef
bolgelere spesifik primer ciftlerinin kullaniimamasi ve her
bir hasta igin birden fazla sayida 6rnekle calismamasi
veya alinan érneklerin kalitesiyle ilgili olabileceg@i disu-
nulmastar.

Kolk ve ark. (17) 156 hastadan alinan 226 ADT kuskulu
Ornekte hedef bdlge olarak IS 6110 kullanarak yaptiklari
arastirmada 52 olguda gercek ADT bulduklarini, bun-
larin 19’unda, bu ¢alismanin sonuca benzer, uyumsuz-
luk oldugu, ancak ADT’un tanisinda ve tedaviye baslan-
masinda PCR’nun, kultir ve ZN’ye gére daha énemli bir
yéntem oldug@u bildiriimistir. Biri Turkiye’den (32), digeri
italya’dan (33) bildirilen iki calismada, granilamatoz
dokulardan alinan biyopsi érneklerinde parafin-blokta t¢
farkli primer ciftiyle bakmiglar ve bu érneklerde PCR’nun
ylksek bir duyarliliga sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu
arastirmada da diger orneklere goére parafin blokta
ylksek PCR pozitifligi saptanmistir, buna karsilik, tim
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BOS ornekleri PCR, kiiltir ve ZN negatif olarak bulun-
mugtur. Turkiye’de Akhan ve ark. (34) 24 tuberkulozlu
meninjit olgusu ile yaptiklari arastirmada; hedef olarak
MTB 40 geninin 393 bp’lik bdlgesini kullanmiglar,
orneklerin %91.6 'sini PCR ile pozitif bulmuslar; Shankar
ve ark. (13) ile Kaneko ve ark. (14) MTB 64 proteinini
kullanmiglar, PCR pozitifligini sirayla %75 ve %83 olarak
saptamiglardir. Baska bir arastirmada (35) ise; 6 Kd'lik
hedef geni kullaniimis, % 81 PCR pozitifligi saptanmigtir.
Tum bu arastirmalarda secilen hedef bdlgelerin farkli-
hgina goére pozitiflik oraninin degiskenlik gbsterebilecegi
bildiriimekte, ADT tanisinda PCR’nun daha gtvenilir du-
ruma gelmesi i¢in en az iki farkli hedef bélgenin primer
giftlerinin kullaniimasinin yararl olacag! belirtiimekte,
Ozellikle tuberkiloz meninjitinin tanisinda BOS’un mik-
tar ve kalitesinin énemli oldugu, en az dért kez lomber
ponksiyon (LP) yapilmasi gerektigi, bunun yapilmasiyla
tani icin glc bir yéntem olan kiltir pozitifliginin bile oran
olarak %37'den %87'ye c¢iktigi belirtilmistir (36) .
Literatlrler (37, 38), ayrica ADT tanisinda PCR’nun klinikle
uyusmamasinda, PCR’nun inhibisyonun ya da PCR’nun
duyarliigini etkileyen deney sirecindeki bazi nedenlerin
6rnegin TAg-polimeraz inhibitérlerinin purifikasyon sira-
sinda DNA’nin kaybolmasinin veya IS 6110 kopya
sayisinin 10-16 arasinda olmasiyla iligkili olabilecegini
bildirmektedir. Akciger disi Tbc tanisinin konulmasinda,
kiltire gére PCR’nun duyarliligi % 73.9 iken, ZN'nin
duyarliigi % 4 gibi olduk¢a dislik bir oranda bulun-
mustur. IS 6110°un kullanildigi baska iki calismada (17,
30); ADT tanisinin konulmasinda PCR’nun kultire gére
duyarliiginin % 86.3, 6zgulliginin ise % 92 oldugu,
buna karsilik, ZN’'nin duyarhhginin ise % 31 oldugu bildi-
rilmis, digerinde duyarlihgin % 94, 6zgilligin % 100
oldugu bildirilmistir. Bir bagka calismada (39) ise; 28
plerdzili hastada, tani konulmasinda PCR’nun kultire
g6re duyarliiginin % 89, 6zgulliginin % 100 oldugu bil-
dirilmigtir. Tarkiye’de meninijitli hastalarla yapilan bir ¢alis:
mada (34); PCR’nun duyarliliginin % 83.3, 6zgulliginin
ise % 97 oldugu saptanmistir.

Sonug olarak, bu arastirmada; tim tlUberkiloz olgu-
larinin tanisinda PCR’nun kdiltir pozitifligi ile blylk oran-
da uyum gosterdigi, gercek AT tanisi konulmasinda
duyarliiginin ve 6zgulliginin ¢ok yiksek oldugu, buna
karsilik, ADT tanisi konulmasinda PCR’nun kilturle uyu-
munun dasuk oldugu, ayrica duyarlihigin ve PPD’in lite-
ratUrlere gore disiik oranda oldugu belirlenmistir. Bunun
Ozellikle akciger disi érneklerin anatomik yapisina spesifik
olarak alinan miktarlari, kalitesi veya galisma prosediriine
uygun alinip alinmadigiyla ya da, daha énemlisi hedef
gen bélgesine spesifik degisik sayida primer ciftleri kul-
lanilamamasiyla ilgili olabilir.

TESEKKUR

Dr. Vedat KOKSAL ve Burg Molekiiler Tani Laboratuvar’na
yardimlarindan dolayi tesekkir ederim.

191



KAYNAKLAR

p 0D

15.
16.

18.
19.
20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.

29.

Eliner JJ, Hinman AR, Dooley SW, etal. Tuberculosis symposium: Emerging problems and promise. JID 1993; 168: 537-51.
Kocagoz T. Yeni laboratuvar yontemleri ile tiiberkiloz tanisi. infek Derg 1997; 11 (Suppl 1): 29-33.
Strong BE, Kubica GP. /solation and Identification of Mycobacterium tuberculosis. HHS Publication No. 81-8390. Atlanta, Georgia: CDC, 1979: 35.

Suffys P, Palomino JC, Cardoso Leao S, etal.  Evaluation of the polymerase chain reaction for th detection of Mycobacterium tuberculosis. In
J Tuberc Lung Dis 2000; 4: 179-83.

Tan YK, Lee AS, Khoo KL, Ong SY, Wong SY, Ong YY. Rapid mycobacterial tuberculosis detection in brochoalveolar lavage samples by
polymerase chain reaction in patients with upper lobe infiltrates and bronchiectasis. Ann Acad Med Singapore 1999; 28: 205-8.

Wright DK, Manos MM. Sample preparation from paraffin-embedded tissues. In: Innis MA, Gelfand DH, Sninsky JJ, White TJ, eds. PZA
Protocols: A Guide to Methods and Applications. California: Academic Press, 1990: 153-8.

Kocagoz T, Yilmaz E, Ozkara S, et al. Detection of Mycobacterium tuberculosis in sputum samples by polymerase chain reaction using :
simplified procedure. J Clin Microbiol 1993; 31: 1435-8.

Thierry D, Brisson-Noel A, Vincent-Levy-Frebault V, Nyugen S, Guesdon J-L, Gicquel B. Characterization of a Mycobacterium tuberculosis
insertion sequence, IS 6110, and its application in diagnosis. J Clin Microbiol 1990; 28: 2668-73.

Maniatis T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. New York: Cold Spring Harbor, 1989.

Tuberculosebestrijding. Leidraad voor de werkwijze, Koninklijke Nederlandse Centrale Vereniging tot bestrijding der Tuberculose (KNCV), The
Hague, 1990. (Tuberculosis control. Working guidelines. KNCV, The Hague, 1990).

Brisson-Noel A, Gicquel B, Lecossier D, Levy-Frebault V, Nassif X, Hance AJ. Rapid diagnosis of tuberculosis by amplification o
mycobacterial DNA in clinical samples. Lancet 1989; 2: 1069-71.

Akin M, Halilgolar H, Giiclii SZ, Tuksavul F.  Akcider tiiberkiilozlu hastalarda izoniyazid ve rifampisin direncinin arastiriimasi. izmir GHH Dergis
1990; 4: 3-6.

Shankar P, Manjunath N, Mohan KK, Prasad K, Schriniwas MB, Ahuja GK. Rapid diagnosis of tuberculous meningitis by polymerase chair
reaction. Lancet 1991; 337: 5-7.

Kaneko K, Onodera O, Miyatake T, Tsuji S. Rapid diagnosis of tuberculous meningitis by polymerase chain reaction (PCR). Neurology 1990;
40:1617-21.

Burdash NM, Manos JP, Ross D, Bannister ER.  Evaluation of the acid-fast smear. J Clin Microbiol 1976; 4: 190-1.

Noordhoek GT, Kolk AHJ, Bjune G, et al.  Sensitivity and specificity of PZR for detection of Mycobacterium tuberculosis a blind comparisor
study among seven laboratories. J Clin Microbiol 1994; 32: 2049-56.

Kolk AHJ, Kox LFF, van Leeuwen J, Kuijper S, Jansen HM.  Clinical utility of the polymerase chain reaction in the diagnosis of extrapulmonary
tuberculosis. Eur Repir J1998; 11: 1222-6.

Ginesu F, Pirina P, Sechi LA, etal . Microbiological diagnosis of tubeculosis: A comparison of old and new methods. J Chemother1998; 10: 295-300.
Bennedsen J, Thomsen VO, Pfyffer GE, etal.  Utility of PCR in diagnosing pulmonary tuberculosis. J Clin Microbiol 1996; 34: 1407-11.

Wolska-Goszka L, Nowak A, Galinski J, Slominski JM. Use of polymerase chain reaction (PCR) for detection Mycobacterium tuberculosi:
complex from patients. Pneumonal Alergol Pol 1998; 66: 31-7.

Garcia QA, Garcia L, Tudo G, Navarro M, Gonza J, de Anta MT.  Single-tube balanced heminested PCR for detection Mycobacteriun
tuberculosis in smear-negative samples. J Clin Microbiol 2000; 38: 1166-9.

Wei CY, Lee CN, Chu CH, Hwang JJ, Lee CP. Determination of the sensitivity and specificity of PCR assays using different target DNAs for the
detection of Mycobacterium tuberculosis. Kao Hsiung | Hsueh Ko Hsueh Tsa Chih 1999; 15: 396-405.

Liam CK, Chen YC, Yap SF, Srivinas P, Poi PJ. Detection of Mycobacterium tuberculosis in brochoalveolar lavage from with sputum
smear-negative pulmonary tuberculosis using a polymerase chain reaction assay. Respirology 1998; 3: 125-9.

Wong CF, Yew WW, Chan CY, et al. Rapid diagnosis of smear-negative pulmonary tuberculosis via fibreoptic bronchoscopy: utility o
polymerase chain reaction in bronchial aspirates a adjunt to transbronchial biopsies. Respir Med 1998; 92: 815-9.

Eing BR, Becker A, Sohns A, Ringelmann R.  Comparison of Roche Cobas Amplicor Mycobacterium tuberculosis Assay with In-House PCR
and culture for detection of M. tuberculosis. J Clin Microbiol 1998; 36:7-29.

Grieco MH, Chemel H. Acute disseminated tuberculosis as a diagnotic problem. A clinical study based on twenty-eight cases. Am Rev Respit
Dis 1974; 109: 554-60.

Wolinsky E. Conventional diagnostic methods for tuberculosis. Clin Infect Dis 1994; 19: 396-401.

Gomez-Pastrana D, Torronteras R, Caro P, et. al. Diagnosis of tuberculosis in children using a polymerase chain reaction. Pediatr Pulmona.
1999; 28: 344-51.

Bemer MP, Germaud P, Drugeon HB. Diagnosis of extrapulmonary tuberculosis by a commercial polymerase chain reaction kit. Pathol Bio
(Paris) 1998; 46: 597-603.

192 Infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection)



30.

31.
32.

33.

34.
35.

36.
37.

38.

39.

Portillo-Gomez L, Morris SL, PanduroA.  Rapid and efficient detection of extra-pulmonary Mycobacterium tuberculosisby PCR analysis. Int J
Tuberc Lung Dis 2000; 4: 361-70.

Inoue T, Ikeda N, Kurasawa T, etal. A case of middle ear tuberculosis; PCR of the otorrhea was useful for the diagnosis. Kekkaku1999; 74: 453-6

Ozkara HA, Kocagoz T, Ozcelik U, Akgéren Z, Gogmen A.  Comparison of three different primer pairs for the detection of Mycobacterium
tuberculosis by polymerase chain reaction in paraffin-embedded tissues. Int J Tuberc Lung Dis 1998; 2: 451-5.

Vago L, Barberis M, Gori A, et al. Nested polymerase chain reaction for Mycobacterium tuberculosis 1S6110 sequence on
formalin-fixed-paraffin-embedded tissues with granulomatous diseases for rapid diagnosis of tuberculosis. Microbiol Infect Dis 1998; 109:411-5.

Akhan-Ascioglu S, Hayran M.  Ttiberkiiloz. infek Biilt 1996; 1: 5-8.

Brisson-noel A, Aznar C, Chureau C, et al. Diagnosis of tuberculosis by DNA amplification in clinical practice evalation. Lancet 1991; 338
364-6.

Kent SJ, Crowe SM, Yung A, etal. Tuberculosis meningitis: A 30 year review. Clin Infect Dis 1993; 17: 978-94.

Clarridge JE, Shawar RM, Shinnick TM, Plikaytis BB. Large-scale use of polymerase chain reaction for detection of Mycobacteriurm
tuberculosis in a routine mycobacteriolgy laboratory. J Clin Microbiol 1993; 31: 2049-56.

Eisenach KD, Cave MD, Bates JH, Crawfort JT. Polymerase chain reaction amplification of a repetitive sequence specific for Mycobacterium
tuberculosis. J Infect Dis 1990; 161: 977-81.

Takagi N, Hasegawa Y, Ichiyvama S, Shibagaki T, Shimokata K. =~ Polymerase chain reaction of pleural biopsy specimens for rapid diagnosis o
tuberculous pleuritis (Short Communication). Int J Tuberc Lung Dis 1998; 2: 338-41.

Cilt 16, Sayi 2, Nisan 2002 193



