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Mycobacterium tuberculosis Tamsinda Iki Farkh
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OZET

Amag: Mycobacterium tuberculosis tanisinda Ehrlich-Ziehl Neelsen (EZN) gibi aside direngli boyama
yontemleri hizli ve uygulamasi kolay yontemler olmasina ragmen kesin sonu¢ vermemektedir. Kiiltiir
yontemleri altin standart olarak kabul edilmesine ragmen zaman alict yontemlerdir. Niikleik asit amplifikasyon
testleri ise sonug verme siireleri kisa oldugu i¢in tiiberkiilozun hizli tanisinda ¢ok sik olarak kullanilmaktadir.
Bu calismada, tiiberkiiloz siipheli klinik 6rneklerde GeneXpert MTB/RIF yontemi ve artus® MTB-PCR
yonteminin degerlendirilmesi amaglannustir. Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvarina Ocak-Aralik 2013 tarihleri arasinda gonderilen 432 klinik
ornek EZN yontemiyle boyanmistir. Ornekler homojenize ve dekontamine edildikten sonra, BACTEC MGIT
960 kiiltiir siseleri ile es zamanli olarak Lowenstein-Jensen besiyerlerine ekim yapilmistir. Niikleik asit
amplifikasyon testi olarak 6rneklerin 196’sinda GeneXpert MTB/RIF yontemi, 236’sinda da arfus® MTB-PCR
yontemi kullanilmistir. Bulgular: Toplam 432 klinik 6rnegin 8’i (%1.9) EZN yontemi ile, 20’si (%4.6) kiiltiir
yontemleri ile pozitif olarak bulunmustur. Kiiltiir yonteminin altin standart kabul edildigi bu ¢alismada, EZN
boyama, artus® MTB-PCR ve GeneXpert MTB/RIF yontemlerinin duyarliligi sirastyla %35, %42.9 ve %83.3;
ozgllligi sirastyla %99.7 %99.1 ve %97.9 olarak saptanmistir. Sonug: Bu ¢alismada GeneXpert MTB/RIF ile
artus® MTB-PCR yontemleri tiiberkiiloz tanisinda benzer 6zgiilliige sahiptir. Fakat GeneXpert MTB/RIF
yonteminin yiiksek duyarliligi ve hizli sonu¢ vermesi dikkat ¢ekmektedir. Bu iki yontemin es zamanli olarak
karsilastirilmasinin, herhangi bir analitik tutarsizligi kontrol etmeyi miimkiin kilacagini degerlendirmekteyiz.

Anahtar kelimeler: arfus® MTB-PCR, GeneXpert MTB/RIF, Molekiiler yontemler, Mycobacterium

tuberculosis

ABSTRACT

Aim: In laboratory diagnosis of Mycobacterium tuberculosis, acid-fast staining methods such as Ehrlich-Ziehl
Neelsen (EZN) are rapid and easy-to-apply but they do not give accurate results. Despite being accepted as
gold standard methods, cultivation techniques are time consuming. However, nucleic acid amplification tests
are being widely used in rapid diagnosis of tuberculosis since they yield results in a short time. In this study, it
was aimed to evaluate performances of GeneXpert MTB/RIF and arfus® MTB-PCR assays in diagnosis of
tuberculosis from clinical specimens. Methods: In Mycobacteriology Laboratory of Department of Medical
Microbiology, Erciyes University Medical Faculty, 432 clinical specimens that were collected between January
and December 2013 were stained by the method of EZN. After being homogenized and decontaminated,
specimens were inoculated to both BACTEC MGIT 960 vials and Lowenstein-Jensen medium. GeneXpert
MTB/RIF assay was used in 196 specimens, while arfus® MTB-PCR was used in 236 specimens. Results: Of
the 432 clinical specimens, 8(1.9%) were positive by means of EZN staining, whereas 20(4.6%) were positive
by means of culture. When cultivation methods were accepted as gold standards, respectively. Sensitivities of
EZN staining, artus® MTB-PCR and GeneXpert MTB/RIF assays were found to be 35%, 42.9% and 83.3%
respectively while their specificities were found as 99.7%, 99.1% and 97.9%. Conclusion: GeneXpert
MTB/RIF and artus® MTB-PCR assays have similar specificity for rapid diagnosis of tuberculosis. The
notable features of GeneXpert MTB/RIF system are high sensitivity and fast resulting. However, we assume
that simultaneous comparison of these two assays can give more objective results.
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GIRiS

Tiiberkiiloz ¢ok eski bir hastalik oldugu
halde halen bir halk sagligi sorunu olarak
onemini korumaktadir. HIV ile birlikte diinya
capinda her yil milyonlarca insanin Sliimiine
sebep olmaktadir. Diinya Saglk Orgiitii 2021
raporuna gore yaklastk 10 milyon yeni
tiiberkiiloz vakasi saptanmis ve bu vakalarin

yaklagik 1.5 milyonu hayatini kaybetmistir (1).

Tan1 i¢in kullanilan Ehrlich-Ziehl
Neelsen (EZN) gibi aside direngli boyama
yontemleri hizli ve uygulamasi kolay yontemler
olmasina ragmen duyarlilig1 diisiik ve negatif
prediktif degeri sinirhidir. Kiiltiir yontemleri
altin standart olarak kabul edilmesine ragmen
sonu¢lanmasi uzun zaman isteyen yontemlerdir
(2). Niikleik asit amplifikasyon testleri ise
sonu¢ verme siireleri kisa oldugu i¢in
tiiberkiilozun hizli tanisinda c¢ok sik olarak
kullanilmaktadr. Son  yillarda  klinik
orneklerden tiiberkiilozun tanisinda ve ilag
direncinin hizli tespitinde line prob testleri
(INNO LIPA Rif.TB [Innogenetics, Belgika],
GenoType MTBDRplus [Hain Lifescience
GmbH, Nehren, Almanya]) ve gercek zamanl
PCR testleri (GeneXpert MTB/RIF; [Cepheid,
Sunnyvale, CA, ABD], BD MAX MDR-TB
[Becton Dickinson, ABD]) gibi molekiiler
yontemler gelistirilmistir (3, 4). Bu ¢alismada,
tiberkiiloz siipheli klinik Orneklerde Xpert
MTB/RIF yontemi ile arfus® MTB-PCR

(QIAGEN, Hilden, Almanya) yonteminin

degerlendirilmesi amaglanmuistir.

GEREC VE YONTEM

Ocak-Aralik 2013 tarihleri arasinda
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Mikobakteriyoloji
Laboratuvaria gonderilen klinik 6rneklere ait

veriler retrospektif olarak incelenmistir.

Normal flora elemanlart igeren
orneklere  dekontaminasyon-homojenizasyon
ve notralizasyon (DHN) prosediirii uygulandi.
Doku orneklerinde ise DHN islemi steril
sartlarda serum fizyolojik ile havanda
pargalandiktan sonra yapildi. Steril siv1
ornekleri 10 mL’den fazla ise santrifiij islemi
uygulandiktan sonra dekontaminasyon islemi
yapildi. Daha sonra EZN boyama yontemi ile
mikroskobik inceleme yapilip, ekim islemi
uygulandi. Hazirlanan orneklerden,
Mycobacteria Growth indicator Tube (MGIT)
stvi besiyerine (Becton Dickinson, ABD) ve
Lowenstein Jensen (LJ) kati besiyerine (RTA,
Tiirkiye) ekimler yapildi. LJ besiyerine yapilan
ekimlerin inkiibasyonu 8 hafta olacak sekilde,
MGIT tiiplerine yapilan ekimlerin inkiibasyonu
6 hafta olacak sekilde tamamlandi. inkiibasyon

siireleri tamamlandiginda {reme olmamasi

durumunda Ornek kdltir negatif olarak
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degerlendirildi. Ureme olan  &rneklerin
Mycobacterium tuberculosis (MTB) kompleks
tiirlerinin tanimlanmasi i¢cin
immunokromatografik  olarak MPT 64
antijenini saptayan TBc identifikasyon test
(Becton Dickinson, ABD) kullanildi. MTB
tiirlerinin ~ rifampisine  karsi
BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickinson,

ABD) sistemi kullanilarak saptandi.

duyarlilig

Nikleik asit amplifikasyon testi olarak
432 klinik Ornegin 196’sinda  GeneXpert
MTB/RIF yontemi, 236’sinda da artus® MTB-
PCR yontemi kullanilmistir.

artus® MTB-PCR testi ile 0n islemler
sonrast klinik érneklerden DNA izole edildi.
MTB kompleks bakterilerinin molekdler tespiti
icin RotorGene Q gercek zamanli PCR
(QIAGEN, Almanya) cihaz1 kullanild.
Sonuglar Rotor-Gene Q MDx/ Rotor-Gene Q
yazilimi kullanilarak degerlendirildi (5, 6).

On islem  uygulamasi  sonrasi
GeneXpert MTB/RIF testi Uretici prosediriine
uygun olarak ¢alisildi (7). Hastalara ait test
sonuglar,, GeneXpert cihazindan otomatik
olarak elde edildi (8). GeneXpert MTB/RIF

yontemiyle MTB varlig1 ve rifampisin direnci

es zamanl olarak tespit edildi.

Bu calisma icin Erciyes Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (Tarih:
06.04.2022, Karar No: 2022/293) onay

alinmustir.

Istatiksel analiz: Kiiltiir “altin standart” olarak
kabul edilerek, GeneXpert MTB/RIF ve artus®
MTB-PCR testlerinin pozitif prediktif deger
(PPD), negatif prediktif deger (NPD), duyarlilik

ve Ozgiilliik hesaplamalar yapildi.

BULGULAR

Aragtirmamizda, 407 hastaya ait toplam
432 klinik 6rnek calismaya dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen klinik 6rneklerin 119°u
(%27.5) idrar, 60’1 (%13.9) bronkoalveoler
lavaj sivisi (BAL), 47’si (%10.9) doku, 44’0
(%10.2) apse, 40’1 (%9.3) plevral mayi, 39’u
(%9) mide aglik sivisi (MAS), 30’u (%6.9)
balgam, 18’1 (%4.2) beyin omurilik sivisi
(BOS) ve 17’si (%3.9) periton mayi, 8’1 (%1.9)
endotrakeal aspirat (ETA), 3’1 (%0.7) perikard
mayi, 3’0 (%0.7) eklem sivisi, 3’ (%0.7)
kemik iligi, 1’1 (%0.2) de gaita olarak

belirlenmistir.

Tablo 1. ki farkh molekiiler yontemde Kiiltiirii altin standart kabul ederek elde edilen

istatistiksel degerler

Testler PPD (%) NPD (%) Duyarlilik (%) Ozgilluk (%)
artus® MTB-PCR 75 42.9 99.1
GeneXpert/MTB/RIF 55.6 83.3 96.8

PPD; Pozitif prediktif deger, NPD; Negatif prediktif deger
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Bu 432 kisilik 6rnegin 8’1 (%1.9) EZN
yontemi ile, 20’si (%4.6) kiiltlir yontemleri ile
pozitif olarak bulunmustur. Altin standart
olarak kiiltlir yonteminin kabul edildigi bu
calismada, EZN boyama yonteminin duyarlilig1
%35, ozgilligli %99.7 bulunmus; artus®
MTB-PCR  ve  GeneXpert  MTB/RIF
yontemlerinin duyarlilik, 6zgiillik, pozitif ve

negatif  prediktif degerleri Tablo 1°de

gosterilmistir.

GeneXpert MTB/RIF yontemiyle 196
ornegin  9’u  (%4.6) pozitif bulunmustur.
GeneXpert MTB/RIF testinin pozitif oldugu
ancak kiiltlir negatif 4 (%2) 6rnek bulunmustur
(yalanci pozitif). artus® MTB-PCR yontemi ile
236 Ornegin 8’1 (%3.4) pozitif oldugu
gorilmistir.  Kultlr negatif ancak artus®
MTB-PCR testinin pozitif bulundugu 2 (%0.8)

ornek tespit edilmistir (yalanci pozitif).

236 ornegin kiiltiir pozitifligi 14 (%06)
iken; kultur ve artus® MTB-PCR testinin
birlikte pozitifligi 6 (%2.5) dir. Bu 14 kiiltiir
pozitifliginin 8’1 (%57) MTB iken 6’s1 (%43)
atipik mikobakteri bulunmustur. 196 6rnegin
kiiltiir pozitifligi 6 (%3.1) iken; kiiltir ve
GeneXpert MTB/RIF testinin birlikte pozitifligi
5 (%2.6) tir. Bu 6 kiiltiir pozitifliginin 5’1 (%83)
MTB iken 1’1 (%17) atipik mikobakteri
bulunmustur. MTB/RIF testi 9 Ornekte
calistlmis  ve hepsi RIF duyarli olarak

bulunmustur.

TARTISMA

Tlberkilozun etkin tedavisinde en
onemli asama taninin dogru ve hizla
konulmasidir. Kiiltiir yontemleri altin standart
olarak kabul edilmesine ragmen sonuglanmasi
uzun zaman isteyen yontemlerdir (2). Nikleik
asit amplifikasyon testleri ise sonu¢ verme
stireleri kisa oldugu igin tiiberkiillozun hizh

tanisinda ¢ok sik olarak kullanilmaktadir (4).

Laboratuvarimizda yapilan bir
caligmada, klinik orneklerde altin standart
olarak kiiltiir kabul edilmis ve artus® MTB-
PCR ve GeneXpert MTB/RIF sonuglarina
bakildiginda; duyarlilik %72, %96; 6zgullik
%56, %80; pozitif prediktif deger %62, %82;
negatif prediktif deger %66, %95 olarak
belirlenmis ve anlamli bir fark bulunmamugtir.
Sonug olarak, GeneXpert MTB/RIF testinin
solunum yolu ve solunum dis1 klinik 6rneklerde
artus® MTB-PCR ile Kkarsilastirildiginda
duyarlilik ve 6zgiilliiglinlin daha yiiksek oldugu

goriilmistiir (5).

Mulengwa  ve  ark. tarafindan
GeneXpert MTB/RIF testinin pozitif prediktif
degeri %83, negatif prediktif degeri %97.8
duyarlilik %91.6 ve ozgiilligii %95.3 olarak

bulunmustur (9).

Albay ve arkadaglarinin yaptigi bir
¢aligsmada kiiltiir sonuglarina gére solunum yolu
ornekleri icin GeneXpert MTB/RIF testine ait
duyarlilik %100 bulunmustur. Solunum dist
ornekleri degerlendirildiginde testin duyarlilig
%83.3, oOzgilligli %99.5 olarak belirlenip;

biitlin  6rneklerde olduk¢a basarili oldugu
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degerlendirilmistir (2). Ayrica artik bu tiir
niikleik asit amplifikasyon testleri sonug¢ verme
siireleri kisa oldugu i¢in tiiberkiilozun hizli
tanisinda ¢ok sik olarak kullanilmaktadir (2, 5,
10).

Ulkemizde yapilan bir bagka calismada
solunum yolu 6rneklerinin hepsi incelendiginde
GeneXpert MTB/RIF testi igin duyarlilik
%93.8, ozgillik %98.8 olarak bulunmustur.
Solunum dis1 608 6rnegin 32 tanesinde lireme
saptanmistir. Solunum dis1 6rneklerin tamami
incelendiginde ise testin duyarliligi %71.9 ve
Ozgulligi %99.3 olarak bulunmustur. Solunum
dist olan o&rneklerin  76’s1 RIF  duyarli
bulunurken 4°ii RIF direngli olarak saptanmistir
(11). Unli ve ark. solunum dis1 &rnekleri
inceleyen calismasinda GeneXpert MTB/RIF
testinin kiiltlir ile kiyaslandiginda duyarliligt
%100, ozgilligi %98,96 olarak bulunmustur
(12). GeneXpert MTB/RIF testini degerlendiren
bagka bir ¢alismada ise solunum ve solunum
dis1 6rnekler ayr1 ayri incelendiginde duyarlilik
sirastyla %78.2, %79,3 iken 6zgiillik sirasiyla
% 90.4, %90.3 bulunmustur (13).

Ciftci ve arkadaglarmin  yaptig
caligmada incelenen 85 drnegin 25’inde (%29)
Bactec 460TB, 15’inde (%18) LJ ve 25’inde
(%29) GeneXpert MTB/RIF testi ile pozitif
olarak sonu¢ elde edilmistir. Bactec 460TB
sonuclar1 ile karsilastirildiginda GeneXpert
MTB/RIF arasinda anlamli bir oranda benzer
sonuglar  bulunmustur.  Kiiltiir ~ sonuglari
arasinda da anlamli bir benzerlik belirlenmistir.
Bactec 460TB sonuglari1 altin standart olarak

kabul edildiginde, GeneXpert MTB/RIF
testinin duyarliligt %96 ve Ozgiilligi %98

olarak hesaplanmustir.  Orneklerde direng

saptanmamustir (10).

artus® MTB-PCR testinin
performansini degerlendiren ¢aligmalarda farkl
sonuclar bildirilmektedir. Kore’de Hur ve
arkadaslarinin yaptiklar ¢alismada 221 klinik
Oomegin  144’tnde PCR sonucu pozitif
bulunmustur. Kiiltiirle kiyaslandiginda
duyarliligt %97.8, ozgulligi %85.1 olarak
bildirilmistir  (14). Ulkemizde Tarhan ve
arkadaglart 1914 Ornegin  76’sinda PCR
pozitifligi saptamis olup akciger kaynakli
orneklerde duyarlilik %55, ozgiillik %97,
pozitif prediktif degeri %45, negatif prediktif
degeri %98 olarak bildirilmistir. Akciger dis1
Ornekler i¢in s6z konusu degerler sirastyla %50,
%97, %55, %97 olarak rapor edilmis ve
tiberkiilozun laboratuvar tanisinda PCR ile

kiiltiiriin birlikte kullanilmasi 6nerilmistir (15).

Rutin uygulamada tiiberkiiloz siipheli
klinik numunelerden hizli tanida molekiiler
testlere tek basina giivenilmeyecegi ve bu
testlerin tarama amaciyla kullanilamayacagi
ifade edilmektedir. Bununla birlikte kaltir gibi
konvansiyonel yontemlerle birlikte
kullanildiginda tanidaki degeri artmaktadir

(16).

Ulkemizdeki giincel calismalardan
birinde kiiltiir  pozitifligi baz alinarak,
orneklerin hepsindeki GeneXpert MTB/RIF
testi i¢in duyarlilik %74.5, ozgiillik %99.1
olarak saptanmustir (17).

Bizim ¢alismamizda 432 klinik 6rnegin
8’1 (%1.9) EZN yontemi ile, 20’si (%6.3) kiiltiir

yontemleri ile pozitif olarak bulunmustur. Altin
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standart yontem olarak kiiltiiriin kabul edildigi SONUC
bu calismada, EZN boyama yoOntemi icin
duyarlilik %35, o6zgiillik %99.7 iken; artus®
MTB-PCR  ve  GeneXpert  MTB/RIF
yontemlerinin  duyarlilii sirasiyla  %42.9,
%83.3; oOzgiilligii sirasiyla %99.1, %96.8,;
pozitif prediktif deger sirasiyla %75, %55.6;
negatif prediktif deger %96.4, %99.5 olarak

saptanmuistir.

GeneXpert MTB/RIF yontemi ile
artus® MTB-PCR yonteminin tiiberkiiloz
tanisinda yaklasik olarak benzer ozgiilliige
sahip olmasina ragmen, GeneXpert MTB/RIF
yonteminin  yiikksek  duyarliligi  dikkati
cekmektedir. Imkanlar dahilinde yéntemlerin es
zamanlt olarak karsilagtirilmasinin  daha

Bu iki PCR testlerinin objektif sonuglar verecegini diislinmekteyiz.
karsilagtirilmasinda; ayni 6rnek ile her iki testin

calisilmasi ile daha dogru duyarlilik ve 6zgiilliik
verilebilecektir. Finansman ilinti beyam: Yazarlar arasinda

herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi yoktur.

Cikar Catismasi: Yazarlar ¢aligmanin

yapilmasi igin finansal bir destek almamugtir.
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