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G‹R‹fi

Tüberküloz (TB) geliflen tan› ve tedavi yöntem-
lerine ra¤men tüm dünyada önemli bir sa¤l›k
problemi olmaya devam etmektedir(1). Tüm TB
olgular›n›n %20’sinde ekstrapulmoner yerleflim
görülmekte, bunlar›n yaklafl›k %5'ini de merkezi
sinir sistemi tüberkülozlar› oluflturmaktad›r(2).
Merkezi sinir sistemi tüberkülozlar› meninjit (en
yayg›n form), intrakranial tüberkülom ve sipinal
TB fleklinde ortaya ç›kmaktad›r(3). Tüberküloz
meninjit (TBM) gerek teflhisindeki güçlükler ge-
rekse de ciddi komplikasyonlar› ve yüksek mor-
talitesi nedeniyle hala önemli bir sa¤l›k proble-
midir. Eriflkinde TBM, tek bafl›na veya hastal›¤›n
genellikle pulmoner/miliyer formuna paralel ola-

rak geliflirken çocuklarda genellikle primer infek-

siyonun komplikasyonu olarak ortaya ç›kmaktad›r.

TBM'e ait semptom, belirti ve sekellerin ço¤u

meninks infeksiyonuna immünolojik olarak yön-

lenen inflamatuar cevap sonucu geliflmektedir.

TBM mortalite ve morbidite aç›s›ndan en kötü

prognozlu meninjit türü oldu¤undan h›zl› tan› ve

tedavi sekel geliflmesini ve mortaliteyi azaltmak-

tad›r. Hastal›¤›n kesin tan›s› beyin omurilik s›v›-

s› (BOS)'nda Mycobacterium tuberculosis'in üretil-

mesi veya aside dirençli bakteri (ARB) görülme-

si ile konmaktad›r. BOS'ta ARB görülmesi nadir

ve kültürde üretilmesi genellikle güçtür. Tan›da-

ki güçlükler, ARB aranmas› yönteminin sensitivi-

tesinin düflük olmas›, kültürün alt›n standart yön-

Türk Mikrobiyol Cem Derg (2007) 37 (4) : 204-208
© 1993 Türk Mikrobiyoloji Cemiyeti / Turkish Microbiological Society
ISSN 0258-2171

Mersin Üniversitesi T›p Fakültesi 1T›bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal›, 2Klinik Mikrobiyoloji ve ‹nfeksiyon Hastal›klar› Anabilim

Dal›, 3Nöroloji Anabilim Dal›, 4Çocuk ‹nfeksiyon Hastal›klar› Bilim Dal›, Mersin 

Gönül Aslan1,  Gürol Emekdafl1, Mahmut Ülger1, Seda Tezcan1, Ali Kaya2, Okan Do¤u3, Necdet Kuyucu4

‹letiflim / Correspondence: Gönül Aslan  Adres / Address: Mersin Üniversitesi T›p Fakültesi T›bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal›,
Zeytinlibahçe/Mersin  Tel: 0324 341 28 15/1102  Fax: 0324 337 43 05  E-mail: drgaslan@mersin.edu.tr, drgaslan@gmail.com

Usage of polymerase chain reaction in the diagnosis of 
tuberculous meningitis

ÖZET

Tüberküloz meninjitin (TBM) erken tan›s› çok önemlidir. Bu çal›flmada, TBM flüpheli hastalar›n beyin omurilik s›v›lar›nda
(BOS) Mycobacterium tuberculosis’i saptamak için DNA temelli yöntemlerden biri olan polimeraz zincir reaksiyonunun
(PZR) de¤eri geleneksel metotlar ile [Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) ve kültür] karfl›laflt›r›larak araflt›r›lm›flt›r. 68 TBM flüpheli
hastan›n BOS örne¤inin 7'si PZR, 5'i kültür (BACTEC 460/Löwenstein-Jensen)yöntemi ile pozitif olarak belirlenmifltir. EZN
ile pozitif sonuç bulunamam›flt›r. Bu çal›flmada PZR'nun duyarl›l›¤› %80, özgüllü¤ü %95, pozitif tahmin de¤eri %57 ve
negatif tahmin de¤eri %98'dir. TBM’in tan›s›nda PZR, geleneksel kültür metotlar› ile birlikte kullan›lmal›d›r. 

Anahtar Kelimeler: Tüberküloz meninjit, erken tan›, 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/ Löwenstein-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.

Key words: Tuberculous meningitis, early diagnosis,  polymerase chain reaction

Tüberküloz meninjit tan›s›nda polimeraz zincir
reaksiyonunun kullan›lmas›
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tem olmas›na ra¤men uzun sürede sonuçlanmas›
yeni tan› aray›fllar›n› gündemde tutmaktad›r. Bu
nedenle son y›llarda polimeraz zincir reaksiyo-
nu(PZR) gibi, h›zl› moleküler tan› yöntemleri
kullan›larak al›nan sonuçlarla, klinik ve BOS bi-
yokimya bulgular› birlikte de¤erlendirilip var›lan
tan› ile tedaviye bafllanmas› önerilmektedir.
TBM'de gecikmifl tan› ve tedavi yüksek oranda
ciddi nörolojik sekellere ve mortaliteye neden ol-
maktad›r(4).

Bu çal›flmam›zda 2003-2006 y›llar› aras›nda labora-
tuar›m›za TBM flüphesi ile gönderilen 68 BOS ör-
ne¤inden M. tuberculosis izolasyonu için klasik

yöntemlerin yan› s›ra PZR kullan›lmas› ve PZR'nun
tan›sal performasyonunun tart›fl›lmas› amaçlanm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

2003-2006 tarihleri aras›nda çeflitli kliniklerden
laboratuvar›m›za TBM flüphesi ile gönderilen 68
BOS örne¤i santrifüj edildikten sonra sediment-
ten Löwenstein-Jensen(LJ) ve/veya BACTEC 12B
besiyerine ekim yap›lm›fl ve yayma preparat ha-
z›rlanm›flt›r. Yayma preparatlar Ehrlich-Ziehl-Ne-
elsen (EZN) boyama yöntemi ile boyan›p ARB
pozitifli¤i yönünden de¤erlendirilmifltir. Ayr›ca
sedimentlerde PZR yöntemi ile M. tuberculosis
varl›¤› araflt›r›lm›flt›r. Kültürde üreme gösteren ör-
nekler için M.tuberculosis kompleksi (MTC) ve

tüberküloz d›fl› mikobakterilerin (NTM) ayr›m› p-
n i t r o -α- a s e t i l a m i n o -β-hidroksi-propiofen (NAP)
testi ve klasik identifikasyon (niasin, nitrat, kata-
laz) yöntemi ile yap›lm›flt›r. MTC sufllar›n›n pri-
mer antitüberküloz ilaçlara duyarl›l›klar› BAC-
TEC 460 sistemi ile incelenmifltir(5)

Nükleik asit izolasyonu. DNA ekstraksiyonu mo-

difiye klasik fenol-kloroform yöntemi kullan›larak
gerçeklefltirilmifltir. Steril vücut s›v›s› örneklerin-
den 1000 µl’lik ependorfa al›narak 13.000 rpm'de
15 dakika santrifüj edilmifltir. Süpernatant dipte
100 µl kalacak flekilde at›larak, üzerine 400
µg/ml konsantrasyonundaki Proteinaz-K solüsyo-
nundan 100 µl ilave edilmifl ve 56°C'de 1 gece
bekletilmifltir. Ertesi gün, örnekler -20°C'de 1 sa-

at bekletildikten sonra 10 dk kaynat›lm›flt›r. Da-
ha sonra fenol-kloroform (1:1) ve kloroform ile
muamele edildikten sonra etanol ile çöktürülmüfl-
tür. Dipteki DNA örne¤i 25 µl DNaz ve RNaz
içermeyen steril distile su ile kar›flt›r›lm›flt›r ve
PZR'da kullan›l›ncaya kadar -20°C'de bekletilmifl-
tir (6)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR). PZR ile mi-

kobakterilerin ›s› flok proteini (hsp65), Forward
ve Reverse primerler kullan›larak ço¤alt›lm›flt›r.
PZR koflullar›n›n standardizasyonu amac›yla ön
denemeler yap›lm›flt›r. PZR kar›fl›m›, kontaminas-
yonun önlenmesi amac›yla steril, temiz kabinler-
de haz›rlanm›flt›r. PZR kar›fl›m› 50 µl olacak fle-
kilde, steril distile su, tampon (1X, Promega,
USA), MgCl2 (2.5 mM, Promega, USA), dNTP
(200 µl, Promega, USA), primer Tb 11 (5'-AC-
CAACGATGGTGTGTCCAT, MOLBIOL, Ger-
many. 50 pM/µl), primer Tb 12 (5'-CTTGTCGA-
ACCGCATACCCT, MOLBIOL, Germany). 50
pM/µl, Taq polimeraz (2.5 U/µl, Promega, USA)
ve ekstrakte edilen DNA ilave edilerek haz›rlan-
m›flt›r. Amplifikasyonda kullan›lan PZR program›
42 siklus [(1 dak 95oC, 1 dak 60oC, 1 dak 72oC)
ve (5 dak 72oC )] fleklindedir (7) Primerlerin ço-
¤altt›¤› bölge 439 bp'lik beklenen bant uzunlu¤u,
moleküler a¤›rl›k marker (Roche, Germany. DNA
100 base pair ladder) yard›m›yla yorumlanm›flt›r.

Restriksiyon analizi(RFLP). PZR ile ço¤alt›lan
amplifikasyon ürünleri % 3'lük agaroz jele yük-
lenerek elektroforez yap›lm›flt›r. Bant oluflumu
gözlenen örnekler Hae III (Sigma, Germany) ve
BstE II (Sigma, Germany) enzimleri ile kesil-
mifltir. Bu enzimlerin tan›ma bölgeleri ve kesim
sonucu oluflacak bant uzunluklar› her mikobakte-
ri türü için farkl›d›r. Hae III ve BstE II enzim-
lerinden kesim reaksiyonu haz›rlamak için 10 µl
PCR ürünü, 0,5 µl (5 U) enzim, 2,5 µl kesim
tamponu (5X buffer) ve 12 µl su kullan›larak
toplam hacim 25 µl olarak haz›rlanm›flt›r. BstE
II içeren tüpler 60 °C' de, Hae III içeren tüpler
ise 37ºC' de 2 saat bekletilmifltir. Kesim ürünle-
ri % 3'lük agaroza yüklenip, 100mA, 70 Voltta
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35 dakika elektroforeze tabi tutulmufltur. Elektro-
forez sonucu Uvitec jel görüntüleme cihaz› ile
foto¤raf› çekilerek yorumlanm›flt›r (8). 

BULGULAR

Olgular›m›z›n 18'inin çocuk, 40'›n›n eriflkin yafl
grubunda yer ald›¤›, 32’sinin erkek, 26’s›n›n ka-
d›n oldu¤u belirlenmifltir. Toplam 58 hastadan 68
örnek çal›flmaya dahil edilmifltir. 10 hastadan 2'fler
örnek gönderildi¤i belirlenmifltir. Kültürde üreme
tesbit edilen hastalar›n 2'si çocuk (erkek) 3'ü erifl-
kin (kad›n)dir. 58 hastadan gönderilen 68 örne¤in
hiçbirinde ARB pozitifli¤i tesbit edilmezken,
5’inin (%7.3) LJ ve/veya BACTEC 12B kültürle-
rinde M. tuberculosis üredi¤i tesbit edilmifltir.
BOS örneklerinden yap›lan PZR'unda 7 hastada
M. tuberculosis varl›¤› gösterilmifltir. Kültür pozi-
tif 4 hastaya ait PZR-RFLP sonuçlar› fiekil 1'de
gözlenmektedir. PZR ile M. tuberculosis varl›¤›
belirlenen olgular›n üçünde yanl›fl pozitiflik tesbit
edilmifltir. Kültürde üreme kaydedilen bir hasta
PZR ile negatif olarak de¤erlendirilmifltir. Kültür
pozitif olgulardan yaln›zca birinde INH direnci
belirlenmifltir. Di¤er izolatlar majör antitüberkü-
lozlara karfl› duyarl› olarak bulunmufltur.

Hastalardan biri gecikmifl tan› nedeniyle kaybe-
dilmifltir. ‹kisinin tedavisi sürmektedir. Hastalar-
dan birine tedavisinin ikinci ay›ndan sonra ulafl›-
lamam›flt›r. Di¤er hastam›z›n tedavisi tamamlan-
m›flt›r düzenli olarak kontrollerine gelmektedir.

Konvansiyonel kültür yöntemleri ile PZR'nin ta-
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Tablo 1. PZR yönteminin tan›sal performans de¤erlendirme sonuçlar›

PZR
Pozitif Negatif

Duyarl›l›k
%

Özgüllük
%

Pozitif
prediktif

de¤er
%

Negatif 
prediktif

de¤er
%

Uyumluluk

4    1 80 95 57 98 94

3    61

n›sal performanslar› de¤erlendirildi¤inde duyarl›l›-
¤›n %80, özgüllü¤ün %95, pozitif prediktif de¤e-
rin %57, negatif prediktif de¤erin %94, testler
aras› uyumun ise %94 oldu¤u belirlenmifltir (Tab-
lo 1).

TARTIfiMA

Mycobacterium tuberculosis, konak-patojen ilisiki-
lerini yönlendirilmesinde rol oynayan birçok ya-
pisal komponentler içeren bir bakteridir. Bakteri
her geçen gün t›p dünyas›n› flafl›rtmaya ve mefl-
gul etmeye devam etmektedir. Merkezi sinir sis-
teminde TB oluflumu genellikle subependimal bir
tüberkülomun subaraknoid aral›¤a aç›lmas› ve he-
matojen yolla yay›lmas›yla oluflur(9,10). 

Ekstrapulmoner TB ve TBM ay›r›c› tan›da bir-
çok hastal›kla kar›flmas› ve atipik semptomlar
göstermesi nedeniyle ço¤u zaman TB hat›ra ge-
tirilmedi¤inden tan› yanl›fl konabilmektedir. Ferg
ve arkadafllar›n›n yapt›¤› bir çal›flmada 190 has-
taya otopsi ile TBM tan›s› konmufl ve bu hasta-
lar›n %49.6's›na da ölümden önce yanl›fl tan› ko-
nuldu¤u tespit edilmifltir(11).

Söylemez ve ark (12) taraf›ndan ekstrapulmoner
TB flüpheli örneklerden M.tuberculosis izolasyo-
nunda nükleik asit amplifikasyon tekniklerinin
kullan›ld›¤› çal›flmada, nükleik asit amplifikasyon
tekni¤inin sensitivitesi %86, spesifitesi %100,
PPD%100, NPD%90 olarak; EZN boyama yön-
teminin ise sensitivitesi %50, spesifitesi %56,
PPD%47, NPD%59 olarak bildirilmifltir. 

TBM'in PZR ile h›zl› tan›s›n› amaçlayan baflka
bir çal›flmada PZR ile %31.42, LJ kültür yönte-
mi ile %3.8, florokrom boyama yöntemi ile yal-
n›zca %1.9 pozitiflik saptand›¤›, EZN ile boya-
nan örneklerde ise hiç pozitiflik saptanmad›¤› bil-
dirilmektedir. Ayr›ca çal›flmada PZR sonuçlar›n›n

fiekil 1. BOS'tan izole edilen M. tuberculosis sufllar›n›n Bst EII ve Ha-
e III enzimi ile kesim sonras› PZR ürünlerinin görünümü (S›ra 1 DNA
belirteci Msp I , 3 , 5ve 7 Bst EII kesimi, ve 2, 4, 6 ve 8 Hae III kesimi

LJ/BACTEC 

Pozitif

Negatif
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jitli hastalarda yap›lan çal›flmada bizim çal›flma-
m›zdaki de¤erlere benzer flekilde PZR'nun duyar-
l›l›¤› %83.3, özgüllü¤ü %97 olarak bildirilmifltir.

TBM'li hastalar (bizim olgular›m›z›n dosya bilgi-
leri de de¤erlendirildi¤inde) genellikle uzun süre
hastanede yatarak tan› ve tedavi almaktad›rlar.
Bu hastalardan mümkün oldu¤unca fazla say›da
klinik örnekte M.tuberculosis araflt›r›lmas› izolas-
yon flans›n› art›racakt›r. Bizim çal›flmam›zda ol-
gular›n yaln›zca 10'unda(%17) birden fazla (iki)
örnekte M.tuberculosis araflt›r›lmas› istenmifltir.
Mortalite ile sonlanan yanl›fl tan› ile uzunca sü-
re yanl›fl tedavi alan bir olgumuz 2 ay hastane
tedavisinde olmas›na ve aile hikayesi olmas›na
ra¤men yaln›zca 2 BOS örne¤i M.tuberculosis
araflt›r›lmas› için laboratuvar›m›za gelmifltir. Ay›-
r›c› tan›da birçok hastal›kla kar›flan, atipik semp-
tomlar gösterebilen bu olgular›n laboratuvar tan›-
lar›n›n standardize olmamas› nedeniyle klinik la-
boratuar iflbirli¤ine önem verilmesi, olgulara mul-
tidisipliner bölümlerce ortak yaklafl›mlar›n sergi-
lenmesi alternatif tan› yöntemlerinin de uygula-
mas›n› sa¤layacak ve do¤ru tan›ya h›z kazand›-
racakt›r. 

Olgular›m›zdan birinde PZR ile uyumlu klinik ta-
n› ile tedavi bafllanm›fl tedaviden üç hafta sonra
kültürde M.tuberculosis izolasyon ve identifikas-
yonu yap›lm›flt›r. Kültür sonras› yap›lan antitüber-
küloz duyarl›l›k testinde izolat›n INH direnci ol-
du¤u belirlenmifltir. Tüm bu örnekler TB tan›s›n-
da birden fazla yöntemin ancak her zaman alt›n
standart kültür yöntemi ile birlikte uygulanmas›-
n›n h›zl› tan› ve uygun tedavinin planlanmas›nda
gereklili¤ini ortaya koymaktad›r. Laboratuar›m›z-
da istem yap›lan örneklerde moleküler tan› yön-
temi uygulanmaktad›r. Ancak BOS örneklerinin
çok küçük bir bölümünde klinik istem üzerine

PZR yöntemi uygulanm›flt›r. Ancak Mersin üni-
versitsi BAB taraf›ndan desteklenen proje kapsa-
m›nda BOS örneklerimizin tümüne PZR uygula-
ma olana¤› buldu¤umuz bu çal›flmada solunum
yolu örnekleri d›fl›nda henüz standardize olmasa
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hastalar›n klinik bulgular› ile tamamen korelasyon
gösterdi¤i vurgulanmaktad›r(13). 

Son y›llarda h›zl› tan› ve tedavi gerektiren mor-
talitesi yüksek TBM gibi ekstrapulmoner TB ol-
gular›nda moleküler yöntemlerin h›zl› tan›da çok
kritik ve önemli rol oynad›¤› belirtilmekte-
dir(12,13,14).  Bizim çal›flmam›zda da PZR 'nun
erken tan›da özellikle klinik bulgularla beraber
de¤erlendirildi¤inde tan› de¤erinin yüksek oldu¤u
tesbit edilmifltir. Testin tan›sal performans› de¤er-
lendirildi¤inde sensitivite %80, spesifite %95,
PPD%57, NPD%98 olarak belirlenmifltir. PZR ile
pozitif olarak de¤erlendirilen iki olgu klinik ola-
rak farkl› tan›lar alm›flt›r. Bu olgular›n sonuçlar›
yalanc› pozitiflik olarak de¤erlendirilmifltir. Ya-
lanc› pozitif sonuçlar yalanc› negatiflere göre da-
ha sak›ncal› bulunmal›d›r. Çünkü yalanc› pozitif
sonuç hekimi tan›ya yönelik çal›flmalar›ndan al›-
koydu¤u gibi uygunsuz tedaviye bafllanmas›na da
yol açar. Yalanc› negatif bir sonuç ise hekimin
tan›ya yönelik çal›flmalar›n›n devam etmesine en-
gel de¤ildir. Bu nedenle düflük özgüllük oldukça
tehlikeli iken, düflük duyarl›l›k daha kabul edile-
bilir bir durumdur. Uygulamalar› yeni bafllayan
bir testin de¤erlendirilmesinde PPDve NPD gibi
özelliklerin duyarl›l›k ve özgüllükten daha önem-
li oldu¤u bildirilmektedir. Bizim çal›flmam›zda
PZR'nun NPD(%98) PPD'den(%57)daha yüksek
bulunmufltur. Bu da negatif bir test sonucu al›n-
d›¤›nda hekimin TBM tan›s›ndan uzaklaflma ola-
s›l›¤›n› art›racakt›r. Klinisyen bu testlerin tan›sal
performanslar›n› de¤erlendirip, klinik ve di¤er la-
boratuvar bulgular› ile yorumlamal›d›r.

Alt›n standart kültür yöntemi ile PZR'nin tesbit
edilebildi¤i tüm gerçek pozitifler üretilmifltir. Kül-
tür sensitivitesini çok düflük bildiren çal›flmalar ol-
makla birlikte standart 12B (BACTEC 460) s›v›
besiyeri ve LJ birlikte kullan›ld›¤›nda duyarl›l›¤›n
yükselece¤i düflüncesindeyiz. Ayr›ca çal›flmam›zda
kültürde üreme kaydedilen bir örnek PZR ile ne-
gatif (yalanc› negatif) olarak sonuçlanm›flt›r.

Ülkemizde Akhan ve ark. (15) taraf›ndan menin-
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da, yalanc› pozitiflik/negatifliklere, sensitivite ve
PPD'deki düflüklü¤e ra¤men mortalitesi yüksek
TBM ve ekstrapulmoner TB olgular›n›n saptanma-
s›nda moleküler yöntemlerle h›zl› tan› avantaj›ndan
yararlan›lm›flt›r.  

TBM tan›s›nda PZR ve PZR temelli moleküler
yöntemler ümit verici geliflmeler göstermektedir.
Tan›sal performans de¤erlendirmelerimiz literatür-
le (12,13,15) uyumlu gibi görünse de bu konu-
da daha fazla say›da olgu içeren çal›flmalara ge-
reksinim duyulmaktad›r.

TBM ülkemiz gibi geliflmekte olan ülkelerde ha-
la önemli bir sa¤l›k sorunudur. Düflük sosyoeko-
nomik düzey, e¤itimsizlik ve kötü yaflam koflul-
lar› TB' un bütün klinik formlar› gibi TBM'in de
tipik ve atipik formlar›n›n art›fl›ndan sorumludur.
Bu nedenle bafl a¤r›s›, atefl, kusma, zay›flama gi-
bi belirtilerle baflvuran, ailesel öyküsü bulunan,
sosyal yönden de TB'a yatk›n olabilecek hasta-
larda ay›r›c› tan›da TBM hat›rlanmal› ve en az›n-
dan üç örnekte mümkün oldu¤unca fazla miktar-
da örnekte M. tuberculosis araflt›r›lmal›d›r. Tüber-
külozun kesin tan›s› için alt›n standart kültür
yöntemi mutlaka uygulanmal› ancak (en az›ndan
kültür sonuçlanana dek) hastal›¤›n mortalite ve
morbiditesini en aza indirebilmek için h›zl›, mo-
leküler tan› yöntemleri ile klinik tan›n›n destek-
lenmesi alternatif olarak de¤erlendirilmelidir. 
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