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Tuberkiiloz meninjit tanisinda polimeraz zincir
reaksiyonunun kullanilmasi
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OZET

Tiiberkiiloz meninjitin (TBM) erken tanisi ¢cok onemlidir. Bu ¢alismada, TBM siipheli hastalarin beyin omurilik sivilarinda
(BOS) Mycobacterium tuberculosis’i saptamak i¢cin DNA temelli yontemlerden biri olan polimeraz zincir reaksiyonunun
(PZR) degeri geleneksel metotlar ile [Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) ve kiiltiir] karsilagtirilarak arastirilmistir. 68 TBM siipheli
hastanin BOS orneginin 7'si PZR, 5'i kiiltiir (BACTEC 460/Lowenstein-Jensen)yontemi ile pozitif olarak belirlenmistir. EZN
ile pozitif sonug bulunamamuigstir. Bu ¢alismada PZR'nun duyarliligi %80, ozgiilliigii %95, pozitif tahmin degeri %57 ve
negatif tahmin degeri %98’dir. TBM’in tamisinda PZR, geleneksel kiiltiir metotlari ile birlikte kullanilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Tiiberkiiloz meninjit, erken tani, polimeraz zincir reaksiyonu

SUMMARY

The early diagnosis of tuberculous meningitis (TBM) is very important. In this study, the value of the polymerase chain
reaction (PCR), one of the DNA-based assays, was compared together with conventional methods [Ehrlich-Ziehl-Neelsen
(EZN) and culture] for the detection of Mycobacterium tuberculosis in cerebrospinal fluid (CSF) from patients suspected of
TBM. Of the 68 CSF specimens from probable TBM patients, 7 were positive by PCR, 5 were positive by culture (BACTEC
460/ Lowenstein-Jensen). No positive results were found by EZN. The PCR for this study had a sensitivity of 80%, a specificity
of 95%, a positive predictive value of 57%, and negative predictive value of 98%. In the diagnosis of TBM, PCR should be

used together with conventional culture methods.
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GIRIS rak gelisirken cocuklarda genellikle primer infek-

Tiiberkiiloz (TB) gelisen tani ve tedavi yontem- siyonun komplikasyonu olarak ortaya ¢itkmaktadir.

lerine ragmen tiim diinyada Onemli bir saglk TBMee ait semptom, belirti ve sekellerin ¢ogu

problemi olmaya devam etmektedir(1). Tiim TB meninks infeksiyonuna immiinolojik olarak yo6n-

olgularinin %?20’sinde ekstrapulmoner yerlesim
goriilmekte, bunlarin yaklagitk %5'ini de merkezi
sinir sistemi tiiberkiilozlar1 olusturmaktadir(2).
Merkezi sinir sistemi tiiberkiilozlar1 meninjit (en
yaygin form), intrakranial tiiberkiilom ve sipinal
TB seklinde ortaya cikmaktadir(3). Tiiberkiiloz
meninjit (TBM) gerek teshisindeki giicliikler ge-
rekse de ciddi komplikasyonlar1 ve yiiksek mor-
talitesi nedeniyle hala 6nemli bir saghk proble-
midir. Erigkinde TBM, tek bagma veya hastalifin

genellikle pulmoner/miliyer formuna paralel ola-

lenen inflamatuar cevap sonucu gelismektedir.
TBM mortalite ve morbidite acisindan en kotii
prognozlu meninjit tiirli oldugundan hizli tam ve
tedavi sekel gelismesini ve mortaliteyi azaltmak-
tadir. Hastalifin kesin tanist beyin omurilik sivi-
s1 (BOS)'nda Mycobacterium tuberculosis'in retil-
mesi veya aside direngli bakteri (ARB) goriilme-
si ile konmaktadir. BOS'ta ARB goriilmesi nadir
ve kiiltiirde iiretilmesi genellikle giictiir. Tanida-
ki giicliikler, ARB aranmasi yonteminin sensitivi-

tesinin diisiik olmasi, kiiltiiriin altin standart yon-
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tem olmasma ragmen uzun siirede sonuc¢lanmasi
yeni tani arayiglarin1 giindemde tutmaktadir. Bu
nedenle son yillarda polimeraz zincir reaksiyo-
nu(PZR) gibi, hizli molekiiler tani yodntemleri
kullanilarak alman sonuclarla, klinik ve BOS bi-
yokimya bulgular1 birlikte degerlendirilip varilan
tam1 ile tedaviye baglanmasi Onerilmektedir.
TBM'de gecikmis tam1 ve tedavi yiiksek oranda
ciddi norolojik sekellere ve mortaliteye neden ol-
maktadir(4).

Bu calismamizda 2003-2006 yillar1 arasinda labora-
tuarimiza TBM siiphesi ile gonderilen 68 BOS or-
neginden M. tuberculosis izolasyonu icin klasik
yontemlerin yani sira PZR kullanilmast ve PZR'nun
tanisal performasyonunun tartisiimasi amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

2003-2006 tarihleri arasinda ¢esitli kliniklerden
laboratuvarimiza TBM siiphesi ile gonderilen 68
BOS o6rnegi santrifiij edildikten sonra sediment-
ten Lowenstein-Jensen(LJ) ve/veya BACTEC 12B
besiyerine ekim yapilmig ve yayma preparat ha-
zirlanmigtir. Yayma preparatlar Ehrlich-Ziehl-Ne-
elsen (EZN) boyama yontemi ile boyanip ARB
pozitifligi yoniinden degerlendirilmistir. Ayrica
sedimentlerde PZR yontemi ile M. tuberculosis
varhigr aragtinlmigtir. Kiiltiirde tireme gosteren Or-
nekler icin M.tuberculosis kompleksi (MTC) ve
tiiberkiiloz dig1 mikobakterilerin (NTM) ayrimi p-
nitro-ctasetilamino-p-hidroksi-propiofen  (NAP)
testi ve klasik identifikasyon (niasin, nitrat, kata-
laz) yontemi ile yapilmigtir. MTC suglarinin pri-
mer antitiiberkiiloz ilaclara duyarliliklar1 BAC-
TEC 460 sistemi ile incelenmistir(5)

Niikleik asit izolasyonu. DNA ekstraksiyonu mo-
difiye klasik fenol-kloroform yontemi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Steril viicut sivis1 Orneklerin-
den 1000 wl'lik ependorfa almarak 13.000 rpm'de
15 dakika santrifiij edilmigtir. Siipernatant dipte
100 wl kalacak sekilde atilarak, iizerine 400
ug/ml konsantrasyonundaki Proteinaz-K soliisyo-
nundan 100 ul ilave edilmis ve 56°C'de 1 gece
bekletilmistir. Ertesi giin, ornekler -20°C'de 1 sa-
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at bekletildikten sonra 10 dk kaynatilmigtir. Da-
ha sonra fenol-kloroform (1:1) ve kloroform ile
muamele edildikten sonra etanol ile ¢oktiiriilmiis-
tir. Dipteki DNA o6rne8i 25 ul DNaz ve RNaz
icermeyen steril distile su ile karigtinlmistir ve
PZR'da kullanilincaya kadar -20°C'de bekletilmis-
tir (6)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR). PZR ile mi-
kobakterilerin 1s1 sok proteini (hsp65), Forward
ve Reverse primerler kullanilarak cogaltilmistir.
PZR kosullarinin standardizasyonu amaciyla 6n
denemeler yapilmigtir. PZR karigimi, kontaminas-
yonun Onlenmesi amaciyla steril, temiz kabinler-
de hazirlanmigtir. PZR karisimi 50 ul olacak se-
kilde, steril distile su, tampon (1X, Promega,
USA), MgCl, (2.5 mM, Promega, USA), dNTP
(200 wl, Promega, USA), primer Tb 11 (5'-AC-
CAACGATGGTGTGTCCAT, MOLBIOL, Ger-
many. 50 pM/ul), primer Tb 12 (5'-CTTGTCGA-
ACCGCATACCCT, MOLBIOL, Germany). 50
pM/ul, Taq polimeraz (2.5 U/ul, Promega, USA)
ve ekstrakte edilen DNA ilave edilerek hazirlan-
mistir. Amplifikasyonda kullanilan PZR programi
42 siklus [(1 dak 95°C, 1 dak 60°C, 1 dak 72°C)
ve (5 dak 72°C )] seklindedir (7) Primerlerin co-
galtt1ig1 bolge 439 bp'lik beklenen bant uzunlugu,
molekiiler agirlik marker (Roche, Germany. DNA
100 base pair ladder) yardimiyla yorumlanmugtir.

Restriksiyon analizi(RFLP). PZR ile cogaltilan
amplifikasyon iiriinleri % 3'lik agaroz jele yiik-
lenerek elektroforez yapilmistir. Bant olusumu
gozlenen ornekler Hae IIT (Sigma, Germany) ve
BstE II (Sigma, Germany) enzimleri ile kesil-
migstir. Bu enzimlerin tamima bélgeleri ve kesim
sonucu olusacak bant uzunluklar1 her mikobakte-
ri tiirdl i¢cin farklidir. Hae IIT ve BstE II enzim-
lerinden kesim reaksiyonu hazirlamak i¢in 10 ul
PCR iiriinti, 0,5 wl (5 U) enzim, 2,5 ul kesim
tamponu (5X buffer) ve 12 wl su kullanilarak
toplam hacim 25 wl olarak hazirlanmistir. BstE
IT iceren tiipler 60 °C' de, Hae III igeren tiipler
ise 37°C' de 2 saat bekletilmistir. Kesim iiriinle-
ri % 3'lik agaroza yiiklenip, 100mA, 70 Voltta
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35 dakika elektroforeze tabi tutulmustur. Elektro-
forez sonucu Uvitec jel goriintiileme cihazi ile
fotografi cekilerek yorumlanmustir (8).

BULGULAR

Olgularmmizin 18'inin ¢ocuk, 40'min erigkin yas
grubunda yer aldigi, 32’sinin erkek, 26’sinin ka-
din oldugu belirlenmigtir. Toplam 58 hastadan 68
ornek calismaya dahil edilmistir. 10 hastadan 2'ser
ornek gonderildigi belirlenmigtir. Kiiltiirde ilireme
tesbit edilen hastalarin 2'si ¢ocuk (erkek) 3'li eris-
kin (kadin)dir. 58 hastadan gonderilen 68 Ornegin
hicbirinde ARB pozitifligi tesbit edilmezken,
5’inin (%7.3) LI ve/veya BACTEC 12B Kkiiltiirle-
rinde M. tuberculosis liredigi tesbit edilmistir.
BOS orneklerinden yapilan PZR'unda 7 hastada
M. tuberculosis varhig1 gosterilmistir. Kiiltiir pozi-
tif 4 hastaya ait PZR-RFLP sonuglar1 $ekil 1'de
gozlenmektedir. PZR ile M. tuberculosis varhigi
belirlenen olgularin iiciinde yanls pozitiflik tesbit
edilmigtir. Kiiltiirde tireme kaydedilen bir hasta
PZR ile negatif olarak degerlendirilmistir. Kiiltiir
pozitif olgulardan yalmizca birinde INH direnci
belirlenmistir. Diger izolatlar major antitiiberkii-
lozlara karsi duyarli olarak bulunmusgtur.

Hastalardan biri gecikmis tam1 nedeniyle kaybe-
dilmistir. ikisinin tedavisi siirmektedir. Hastalar-
dan birine tedavisinin ikinci aymdan sonra ulasi-
lamamistir. Diger hastamizin tedavisi tamamlan-
mustir diizenli olarak kontrollerine gelmektedir.

Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ile PZR'nin ta-

Sekil 1. BOS'tan izole edilen M. tuberculosis suslarinin Bst EIl ve Ha-
e 111 enzimi ile kesim sonrasi PZR iiriinlerinin goriiniimii (Sira 1 DNA
belirteci Msp 1 , 3 , Sve 7 Bst EII kesimi, ve 2,4, 6 ve 8 Hae Il kesimi

Tablo 1. PZR yénteminin tanisal performans degerlendirme sonuglart

PZR Duyarhhik | Ozgiillik | Pozitif | Negatif JUyumluluk
Pozitif Negatif % % prediktif | prediktif
LJ/BACTEC deger deger
% %
Pozitif 4|1 80 95 57 98 94
Negatif 3|61

nisal performanslar1 degerlendirildi§inde duyarlili-
gin %80, ozgiilligiin %95, pozitif prediktif dege-
rin %57, negatif prediktif degerin %94, testler
arast uyumun ise %94 oldugu belirlenmistir (Tab-
lo 1).

TARTISMA

Mycobacterium tuberculosis, konak-patojen ilisiki-
lerini yonlendirilmesinde rol oynayan bir¢ok ya-
pisal komponentler igeren bir bakteridir. Bakteri
her gecen giin tip diinyasini sasirtmaya ve mes-
gul etmeye devam etmektedir. Merkezi sinir sis-
teminde TB olusumu genellikle subependimal bir
tiiberkiilomun subaraknoid aralifa acgilmasi ve he-
matojen yolla yayilmasiyla olusur(9,10).

Ekstrapulmoner TB ve TBM ayirict tanida bir-
¢cok hastalikla karigmasi ve atipik semptomlar
gostermesi nedeniyle ¢ogu zaman TB hatira ge-
tirilmediginden tan1 yanlis konabilmektedir. Ferg
ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada 190 has-
taya otopsi ile TBM tanist konmug ve bu hasta-
larin %49.6'sina da oliimden 6nce yanlis tani ko-
nuldugu tespit edilmigtir(11).

Soylemez ve ark (12) tarafindan ekstrapulmoner
TB stipheli 6rneklerden M.tuberculosis izolasyo-
nunda niikleik asit amplifikasyon tekniklerinin
kullanildig1 calismada, niikleik asit amplifikasyon
tekniginin sensitivitesi %86, spesifitesi %100,
PPD%100, NPD%90 olarak; EZN boyama yo6n-
teminin ise sensitivitesi %50, spesifitesi %56,
PPD%47, NPD%59 olarak bildirilmigtir.

TBM'in PZR ile hizli tanisin1 amaglayan bagka
bir calismada PZR ile %31.42, LJ kiiltiir yonte-
mi ile %3.8, florokrom boyama yontemi ile yal-
nmzca %1.9 pozitiflik saptandigi, EZN ile boya-
nan Orneklerde ise hi¢ pozitiflik saptanmadigr bil-
dirilmektedir. Ayrica ¢alismada PZR sonuglarinin
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hastalarin klinik bulgular1 ile tamamen korelasyon
gosterdigi vurgulanmaktadir(13).

Son yillarda hizli tam1 ve tedavi gerektiren mor-
talitesi yiiksek TBM gibi ekstrapulmoner TB ol-
gularinda molekiiler yontemlerin hizli tamida ¢ok
kritik ve oOnemli rol oynadigi belirtilmekte-
dir(12,13,14). Bizim calismamizda da PZR 'nun
erken tamida oOzellikle klinik bulgularla beraber
degerlendirildiginde tani1 degerinin yiiksek oldugu
tesbit edilmigtir. Testin tanisal performans: deger-
lendirildiginde sensitivite %80, spesifite %95,
PPD%57, NPD%98 olarak belirlenmistir. PZR ile
pozitif olarak degerlendirilen iki olgu klinik ola-
rak farkli tanilar almigtir. Bu olgularin sonuglar
yalanct pozitiflik olarak degerlendirilmigtir. Ya-
lanc1 pozitif sonuclar yalanci negatiflere gore da-
ha sakincali bulunmalidir. Ciinkii yalanci pozitif
sonu¢ hekimi tanitya yonelik calismalarindan ali-
koydugu gibi uygunsuz tedaviye baglanmasina da
yol agar. Yalanci negatif bir sonu¢ ise hekimin
tantya yonelik caligmalarinin devam etmesine en-
gel degildir. Bu nedenle diisiik ozgiilliik oldukc¢a
tehlikeli iken, diisiik duyarlililk daha kabul edile-
bilir bir durumdur. Uygulamalar1 yeni baslayan
bir testin degerlendirilmesinde PPDve NPD gibi
ozelliklerin duyarhilik ve ozgiilliikten daha 6nem-
li oldugu bildirilmektedir. Bizim caligmamizda
PZR'mun NPD(%98) PPD'den(%57)daha yiiksek
bulunmustur. Bu da negatif bir test sonucu alin-
diginda hekimin TBM tanisindan uzaklagsma ola-
siligim artiracaktir. Klinisyen bu testlerin tanisal
performanslarim1 degerlendirip, klinik ve diger la-
boratuvar bulgular: ile yorumlamalidir.

Altin standart kiiltiir yontemi ile PZR'nin tesbit
edilebildi8i tiim gercek pozitifler iiretilmigtir. Kiil-
tiir sensitivitesini ¢ok diigiik bildiren caligmalar ol-
makla birlikte standart 12B (BACTEC 460) sivi
besiyeri ve LI birlikte kullanildifinda duyarliligin
yiikselecegi diisiincesindeyiz. Ayrica ¢alismamizda
kiiltirde iireme kaydedilen bir ornek PZR ile ne-
gatif (yalanci negatif) olarak sonu¢lanmustir.

Ulkemizde Akhan ve ark. (15) tarafindan menin-
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jitli hastalarda yapilan calismada bizim calisma-
mizdaki degerlere benzer sekilde PZR'nun duyar-
i1 %83.3, ozgiilliigii %97 olarak bildirilmistir.

TBM'i hastalar (bizim olgularimizin dosya bilgi-
leri de degerlendirildiginde) genellikle uzun siire
hastanede yatarak tan1 ve tedavi almaktadirlar.
Bu hastalardan miimkiin oldugunca fazla sayida
klinik ornekte M.tuberculosis arastirilmasi izolas-
yon sansim artiracaktir. Bizim caligmamizda ol-
gularin yalmzca 10'unda(%17) birden fazla (iki)
ornekte M.tuberculosis arastirilmasi istenmigtir.
Mortalite ile sonlanan yanlig tam: ile uzunca sii-
re yanlis tedavi alan bir olgumuz 2 ay hastane
tedavisinde olmasina ve aile hikayesi olmasina
ragmen yalmizca 2 BOS 0Ornegi M.tuberculosis
arastirtlmas: icin laboratuvarimiza gelmistir. Ayi-
rict tanida bir¢ok hastalikla karigan, atipik semp-
tomlar gosterebilen bu olgularin laboratuvar tani-
larinin standardize olmamas: nedeniyle klinik la-
boratuar igbirligine onem verilmesi, olgulara mul-
tidisipliner bdliimlerce ortak yaklagimlarin sergi-
lenmesi alternatif tan1 yontemlerinin de uygula-
masim1 saglayacak ve dogru tanitya hiz kazandi-
racaktir.

Olgularimizdan birinde PZR ile uyumlu klinik ta-
ni ile tedavi baglanmig tedaviden ii¢ hafta sonra
kiiltiirde M.tuberculosis izolasyon ve identifikas-
yonu yapilmigtir. Kiiltiir sonras: yapilan antitiiber-
kiiloz duyarlilik testinde izolatin INH direnci ol-
dugu belirlenmigtir. Tiim bu ornekler TB tanisin-
da birden fazla yontemin ancak her zaman altin
standart kiiltiir yontemi ile birlikte uygulanmasi-
nin hizli tan1 ve uygun tedavinin planlanmasinda
gerekliligini ortaya koymaktadir. Laboratuarimiz-
da istem yapilan Orneklerde molekiiler tani yon-
temi uygulanmaktadir. Ancak BOS orneklerinin
cok kiiciik bir bdliimiinde klinik istem iizerine
PZR yontemi uygulanmugtir. Ancak Mersin Uni-
versitsi BAB tarafindan desteklenen proje kapsa-
minda BOS 6rneklerimizin tiimiine PZR uygula-
ma olanagi buldufumuz bu caligmada solunum
yolu ornekleri disinda heniiz standardize olmasa
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da, yalanci pozitiflik/negatifliklere, sensitivite ve
PPD'deki diisiikliige ragmen mortalitesi yiiksek
TBM ve ekstrapulmoner TB olgularmin saptanma-
sinda molekiiler yontemlerle hizli tan1 avantajindan
yararlanilmugtir.

TBM tanisinda PZR ve PZR temelli molekiiler
yontemler iimit verici gelismeler gostermektedir.
Tanisal performans degerlendirmelerimiz literatiir-
le (12,13,15) uyumlu gibi goériinse de bu konu-
da daha fazla sayida olgu iceren c¢aligmalara ge-
reksinim duyulmaktadir.

TBM iilkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde ha-
la 6nemli bir saglik sorunudur. Diisiik sosyoeko-
nomik diizey, egitimsizlik ve kotii yasam kosul-
lart TB' un biitiin klinik formlart gibi TBM'in de
tipik ve atipik formlarinin artigindan sorumludur.
Bu nedenle bas agrisi, ates, kusma, zayiflama gi-
bi belirtilerle bagvuran, ailesel 6ykiisii bulunan,
sosyal yonden de TB'a yatkin olabilecek hasta-
larda aymrici tanida TBM hatirlanmali ve en azin-
dan ii¢ Ornekte miimkiin oldugunca fazla miktar-
da ornekte M. tuberculosis aragtirilmalidir. Tiiber-
kiilozun kesin tanisi i¢in altin standart kiiltiir
yontemi mutlaka uygulanmali ancak (en azindan
kiiltiir sonuglanana dek) hastaligin mortalite ve
morbiditesini en aza indirebilmek icin hizli, mo-
lekiiler tani yontemleri ile klinik taninin destek-
lenmesi alternatif olarak degerlendirilmelidir.
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