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Comparison of PCR and MGIT 960 florometric
methods in the detection of Mycobacterium tuberculosis
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Abstract

Tuberculosis infection is one of the most important lung diseases in both the world and Turkey. It is very important to have
an accurate and reliable diagnosis of M. tuberculosis, which is a tuberculosis agent. Although culture is the golden standard
method in the diagnosis, patients receive results earlier with molecular diagnostic methods, since they are faster. The aim
of the present study was to compare molecular and culture diagnostic methods used in the diagnosis of M. tuberculosis and
to investigate at what rate molecular methods help the diagnosis. The study included 152 patients (61 females, 91 males)
who were admitted to the Microbiology Laboratory of the Medical School of Gaziantep University Sahinbey Research and
Practice Hospital. After applying the decontamination and homogenization process to patient samples, culture and PCR
were performed. When the results were evaluated by comparing 12 patients in culture, 11 patients in PCR were confirmed
positive. Among the samples, one surgical material and a sputum sample came up with results positive in culture and
negative in PCR. The differences in the results of our study in two procedures may be associated with sample type, the
presence of dead bacillary, and DNA loss that may occur in the decontamination homogenization process. It is important to
diagnose tuberculosis accurately and fast. However, it should be noted that the molecular systems are more costly.
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Oz

Tiiberkiiloz infeksiyonu hem diinyada hem de Tiirkiye’de en onemli akciger hastaliklarindan biridir. Tiiberkiiloz etkeni
olan Mycobacterium tuberculosis tanisinin dogru ve giivenilir olmasi cok onemlidir. Tanida kiiltiir altin standart olmasina
ragmen molekiiler tan1 yontemlerinin daha hizli olmasi hastalarin daha erken sonug¢ almasini saglamaktadir. Calismamizin
amaci M. tuberculosis tanisinda kullanilan molekiiler ve kiiltiir tan1 yontemlerini karsilagtirmak, molekiiler yontemlerin
tantya ne oranda yardimci olacagini aragtirmaktir. Calisgmaniza Gaziantep Universitesi Sahinbey Aragtirma Uygulama
Hastanesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina bagvuran 152 hasta (61 kadin, 91 erkek) dahil edilmistir. Hasta
orneklerine uygulanan dekontaminasyon homojenizasyon iglemini takiben kiiltiir ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
yapilmustir. Cikan sonuclar karsilastirilarak degerlendirildiginde kiiltiirde 12 hasta, PCR’de ise 11 hasta pozitif saptanmis-
tir. Orneklerden bir ameliyat materyali ve bir balgam 6rnegi, kiiltiirde pozitif PCR’de negatif sonug vermistir. Bir idrar
ornegi ise PCR’de pozitif, kiiltiirde negatif sonu¢ vermistir. Calismamizda iki yontemde sonuglardaki farkliliklar 6rnek
tiiriiyle, 6li basillerin varligryla, dekontaminasyon-homojenizasyon igsleminde meydana gelebilecek DNA kaybuyla iliskili
olabilir. Tiiberkiiloz tanisinin dogru ve hizli sekilde konmasi 6nemlidir. Fakat molekiiler sistemlerin daha yiiksek maliyetli
oldugu da unutulmamalidir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, kiiltiir, PCR
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Girig

Tiiberkiiloz tedavi edilebilir ve onlenebilir bir hasta-
lik olmasina ragmen giiniimiizde hala en ¢ok 6liimle-
re neden olan hastalik olarak yerini korumaya devam
etmektedir (1). Hastalik, Mycobacterium tuberculosis
kompleksi (M. tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mpycobacterium africanum, Mycobacterium microti)
basiller tarafindan olusturulmakta ve seyrinde basiller
ile konagin inflamatuvar hiicrelerinin iliskilerine bagl
olarak kronik graniilomat6z bir infeksiyon gelismekte-
dir (2). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) “Kiiresel Tiiberkii-
loz 2014 Raporu”na gore diinya genelinde tiiberkiiloz
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insidans, prevalans ve mortalite hizlar1 diigmektedir.
Buna ragmen kiiresel tiiberkiiloz yiikii halen ¢ok yiik-
sektir. 2013 yilinda diinya genelinde dokuz milyon yeni
olgu ve 1.5 milyon tiiberkiilozdan 6liim oldugu belirtil-
mektedir. Tiirkiye genelinde 2005-2006 yillarinda yak-
lagik 21.000 tiiberkiiloz olgusu varken, 2013 yilinda
verem savasi dispanserlerine kayith toplam tiiberkiiloz
olgu sayis1 13.409’a diismiistiir. Ulkemizde yeni tespit
edilen tiiberkiiloz hasta sayis1 her yil yaklasik %6-7
oraninda azalmaktadir (3). Tiirkiye 53 iilkeden olusan
DSO Avrupa Bolgesinde yer almaktadir. Avrupa Bol-
gesi’nde insidans hizi ortalamasi yiiz binde 42°dir (4).

Infeksiyon veya hastaligin olusup olusmamasi, ko-
nagin direnci ile basilin virulansi arasindaki dengeye
baghdir. Tiiberkiiloz tanisindaki yetersizlikler hastali-
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g1n tanisinin yapilamamasina, bulagin devam etmesine;
yanlis tani ile hastalarin yanlis ve gereksiz tedavi alma-
sina, ila¢ direncinin ge¢ tanisi ile yeni mutasyonlar or-
taya ¢cikmasina ve bulastiriciligin devam etmesine yol
acmaktadir (5). Mikobakteri kiiltiirti mikobakterilerin
saptanmasinda altin standart olarak yerini korumakta-
dir. Kiiltiir yontemlerinin en 6nemli avantajlari miko-
bakteri canliligini dogrudan gosterebilme, mikrosko-
bik inceleme ile ayrimi yapilamayan Mycobacterium
tuberculosis Complex/atipik mikobakteri ayrimini ya-
pabilmesidir. Kiiltiir ile sonucun 2-6 haftada alinmasi,
mikroskopla incelemenin duyarliliginin diisiik olmas1
nedeniyle arastirmacilar yillardir tiiberkiiloz tanisi icin
hizli ve duyarli yeni inceleme yontemleri gelistirmeye
calismiglardir. Center for Disease Control (CDC), tii-
berkiiloz olgularinin %75’inin 48 saat icerisinde sap-
tanabilmesi amaciyla standart tanisal testlere ilaveten
mevcut en hizli yontemlerin kullanilmasini dnermistir.
Bu amagla hasta 6rneklerinden ve kiiltiir ortamlarindan
taniya yonelik hizli sonug verebilen ve kolay uygulana-
bilir 6zellige sahip bir¢ok tani sistemleri gelistirilmis
ve kullanima sunulmustur. Molekiiler yontemler he-
deflenen ihtiyaclar1 karsilamak i¢in timit verici en iyi
adaylar olarak degerlendirilmektedir. Bu amacla en sik
niikleik asit amplifikasyon temelli molekiiler tan1 yon-
temleri uygulanmaktadir. Ancak rutinde klinik 6rnek
tiirti, icerdigi basil sayis1 gibi faktorler testlerin perfor-
mansin etkilemektedir.

Calismamizin amaci, polimeraz zincir reaksiyon (PCR)
ve Kiiltiir yontemlerini karsilastirmak ve PCR yontemi-
nin taniya ne oranda katki saglayabilecegini aragtirmaktir.

Gerec ve Yontemler
Hasta Grubu

Calismanmizda Gaziantep Universitesi Sahinbey Aragtir-
ma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina M. tubercu-

losis siiphesi ile gonderilen toplam 152 hasta (61 kadn,
91 erkek) MGIT 960 yontemi ve PCR ile aragtirtlmigtir.

Metod

Calismamizda N-Asetil-L-Sistein (NALC) ve sodyum
hidroksit (NaOH) yontemi ile homojenizasyon ve dekon-
taminasyon islemini takiben COBAS TagMan MTB Test
(Roche Diagnostics, Germany) ile PCR ve MGIT 960
(Becton Dickinson, USA) florometrik tani yontemiyle
M. tuberculosis kiiltiirii tiretici firmalarm Onerileri dog-
rultusunda yapilmustir.

DNA izolasyonu i¢in “MagNA Pure LC” otomatize izo-
lasyon sistemi (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Iso-
lation Kit, Roche Diagnostics, Germany), kit kullanilmis-
tir. Elde edilen DNA caligilana kadar -20°C’de saklanmug,
yeterli sayiya ulagildiginda COBAS Tagman MTB Test
(Roche Diagnostics, Germany) kiti ile M. tuberculosis
DNA’sinin varligr aragtirilmustir.

Sonuclar

MGIT 960 florometrik yontemle 12 hasta orneginde,
PCR yontemi ile de 11 hasta orneginde, M. tubercu-
losis varlig1 saptanmistir. 140 hasta ornegi MGIT ile,
141 hasta ornegi ise PCR ile negatif sonu¢ vermistir
(Tablo 1).

MGIT 960 florometrik yontemiyle tapilan caligmada
iki hastanin sonucu pozitif iken PCR ile negatif bulun-
mustur. PCR ile pozitif saptanan bir hasta MGIT ile ne-
gatif bulunmustur (Tablo 2). MGIT ile pozitif saptanan
orneklerin birisi ameliyat materyali digeri balgam iken
PCR ile pozitif saptanan 6rnek idrar drnegidir.

Tartisma

Tiiberkiiloz tanisinda bir¢cok molekiiler tan1 yontemi
denenmis olmasina ragmen bu yontemler kiiltiir ve
mikroskobinin yerini heniiz alamamistir. Balgam, idrar
ve beyin omurilik sivisi (BOS) gibi o6rneklerde bulu-
nan inhibitorlerin varli§i veya uygun olmayan 6rnek

Tablo 1. PCR ve MGIT 960 yontemleriyle elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi

Kiiltiir (MGIT 960) PCR

Ornek tiirii Pozitif % Negatif % Pozitif % Negatif % Toplam
Balgam 3 5.9 48 94.1 2 3.92 49 96 51
Bronko alveolar lavaj 3 7.1 39 92.8 3 7.14 39 92.8 42
BOS 2 10 18 90 2 10 18 90 20
Plevral mayi 1 6.25 15 93.7 1 6.25 15 93.75 16
idrar 1 10 9 90 2 20 8 80 10
Ameliyat materyali 1 25 3 75 - 4 100 4
Mide suyu 1 33.3 2 66.6 1 33.3 2 66.6 3
Diger - - 6 100 - 6 100 6
Toplam 12 140 11 141 152
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Tablo 2. MGIT 960 ve PCR yontemleriyle elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi.

Kiiltiir
(+) )
(+) 10 1
() 2 139

PCR

alma ve isleme kosullarinin kullanilmas: amplifikas-
yona dayal1 yontemlerin genel pozitiflik oranlarim1 ve
duyarliligint diistirmektedir. Bununla birlikte molekii-
ler yontemler, mikobakteri infeksiyonlar1 icin biiyiik
onem tastyan hizli tan1 yontemleri olma 6zelligini siir-
diirmektedir. Rutin uygulama amaciyla secilecek bir
yontemde aranilan en 6nemli 6zellik, testin 6zgiilliik
ve duyarliligimin yiiksek olmasidir. Farkli duyarlilik
sonuglari elde edilmesinde, kullanilan PCR yonteminin
yani sira, ornek tiirii ve ornek igindeki basil miktarini
da onemli rol oynadig: bildirilmektedir. Arastirmalar,
ornegin hazirlanmasinda uygulanan homojenizasyon
ve dekontaminasyon islemi sirasinda Ornekteki canli
basillerin %80’inin kaybolabilecegini gostermektedir
(6). Bu nedenle 6rnek icindeki basil miktarinda kayba
neden olmadan DNA izolasyonunun saglanmasi biiyiik
onem tagimaktadir. Ancak molekiiler yontemlerin bir
avantaji olarak ornek i¢inde birkac basilin bulunmasi
durumunda bile PCR sonucunun pozitif bulunabilecegi
belirtilmektedir (7).

Bu calismada; PCR ve MGIT sonuglari birbirine ¢ok ya-
kin bulunmugtur. Bir 6érnekte PCR (+) fakat MGIT (-)
bulunmugtur. Bunun nedeni, 6érnekte bulunan az sayida-
ki tiiberkiiloz basilinin kiiltiirde lireyemeyecegi ancak
PCR ile cogaltilabilecegi olabilir. Ayrica PCR’de olii
basillerde pozitif olarak tespit edilebileceginden kiiltiir-
de negatif ¢ikan ornekler PCR’de pozitif saptanabilir.
Calismada, kiiltiir (+) fakat PCR (-) iki 6rnek bulunmak-
tadir. Bu 6rneklerin birisi balgam, digeri ameliyat mater-
yali olup her ikisinde de inhibitdr madde varligindan s6z
edilebilir. Ayrica, ameliyat materyali, uygun bdlgeden
almmamus olabilir. Yine, doku ¢aligmalarinda kullanilan
lizis buffer da inhibisyon etkisi yapabilir.

Tiiberkiiloz tanisinda kiiltiir yontemi uygun laboratu-
var kosullarinda ¢alisildig1 siirece oldukca degerli bir
yontemdir. Ancak kiiltiir yontemleri zaman alic1 (3-6
hafta gibi uzun siirelerde sonuglanan) yontemlerdir.

Marja-Leena Katila ve arkadaglari, L-J, MGIT 960
ve COBAS Amplicor sistemlerini karsilagtiran calig-
malarinda 2015 6rnekten pozitif bulunan 152 tanesi
degerlendirmeye alinmig, bu 6rneklerin 139’u (%91)
MGIT sisteminde 127’si (%84) L-J besiyerinde pozi-
tif saptanmustir. Calismada MGIT’te iiremenin en er-

ken 12 giinde L-J’de iiremenin ise en erken 20 giinde
gerceklestigini  bildirmiglerdir. MGIT’te tanimlanan
363 ornegin dogrulanmasi COBAS Amplicor sistemi
ile yapilmig ve orneklerin %96’s1 molekiiler yontemle
pozitif bulunmustur. Arastirmacilar, hizli ve dogru tani
icin MGIT 960 ile Amplicor PCR yo6ntemlerinin birlik-
te kullanimini uygun bulmuglardir (8).

Bayram ve arkadaslar1 yaptigi calismada 2920 solunum
yolu ve solunum yolu dig1 6rneklerden Lowenstein-Jen-
sen kat1 besiyeri ve BACTEC B12 sivi1 besiyerlerinde
kiiltiir yapilmis ve pozitif saptanan COBAS AMPLI-
COR MTB PCR testi ile incelemiglerdir. Lowenste-
in-Jensen kati besiyerinde lireme gosteren 41 Ornek-
ten 32’si PCR yontemiyle de pozitif, 9 ornek negatif
bulunmustur. BACTEC sisteminde tireme goriilen 127
ornegin 86’s1 PCR ile pozitif, 41’1 negatif bulunmustur.
Bu calismanin sonucuna gore Lowenstein-Jensen kati
besiyeri ve PCR arasinda ki uyum %89,6, BACTEC
ile PCR arasindaki uyum %76.3 olarak saptanmistir.
Bu sonuglara gore kiiltiir ve PCR yontemleri arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunanamamistir (9).

Giirsoy N. ve arkadaglar1, 199 solunum yolu, 78 BOS,
178 idrar ve 266 diger klinik ornekler olmak iizere
721 ornegi kiiltiir ve COBAS Amplicor sistemleriyle
incelemisler, 6rneklerin %4.2’sini kiiltiirle, %9.7si ise
PCR’yle pozitif bulunmustur (10).

Brisson N. ve arkadaglari, balgam, gastrik aspirasyon,
plevral sivi kullanarak 514 klinik 6rnekte yaptiklar:
calismada PCR pozitif olup kiiltiir negatiflik oranimi
9%12.3 olarak bulmuslardir (11).

PCR yo6ntemlerinin hizli tan1 amacryla kullanilabilmesi
onemli bir yardimci metod olarak karsimiza ¢ikmakta-
dir. Ancak, PCR yontemleri yiiksek oranda hassasiyet
gerektirir. Kontaminasyona dikkat edilmelidir. Yayma-
da ve kiiltiirde olumsuz sonug alinan 6rneklerde PCR
yontemi tantya yardimci olabilecek onemli bir sece-
nektir. Klinik olarak siddetle muhtemel goriilen tiiber-
kiilozda ise PCR pozitifligi olduk¢a degerlidir (12).
Hastadan elde edilen 6rnegin izolasyonu sirasinda olu-
sabilecek kontaminasyon ya da yapilabilecek hatalar,
sonucu etkilemektedir. Teknolojideki ilerlemeye para-
lel olarak gelistirilen otomatize niikleik asit izolasyon
sistemleri, bu sorunlar1 minimalize etmektedir. Boylece
rutin laboratuvar hizmetlerinde, isgiicii ve zaman tasar-
rufunun yani sira, kontaminasyon ve teknik hatalarin
onlenmesi de miimkiin olabilmektektir. Bu yontemle-
rin hem daha duyarli ve hizli olmalart hem de standar-
dize yontemler olusu, rutin PCR uygulanan laboratu-
varlarda tiiberkiiloz tanis1 amaciyla kullanilabilirligini
glindeme getirmistir. Ancak bu sistemlerin ekonomik
maliyetlerinin yiiksek oldugu da unutulmamalidir.
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