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EDITORUN ON sO6zU

Klinik laboratuvarlarda kiltir disi teshis yontemleri giderek daha fazla kullaniimaktadir. Bu yontemler,
sonu¢ alma sirelerini iyilestirmislerdir ve genellikle kiiltirden daha duyarhdirlar. Tirkiye Akilc ilag
Kullanimi Bilteni’nin Haziran 2017 sayisinda cevirisi yapilmis olan makalede, kiltir disi tani ydntemleri ve
ozellikleri ele alinmustir.
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ENFEKSIYONUN BELIRLENMESINDE KULTUR DISI YONTEMLER

(Australian Prescriber dergisinin izniyle orijinal metinden ¢evrilmistir.)

Orijinal makaleye asagidaki baglanti tizerinden ulasilabilir.

Evan Bursle ve Jennifer Robson(Aust Prescr 2016;39:171-5)
https://www.nps.org.au/australian-prescriber/articles/non-culture-methods-for-detecting-infection

Ozet

Klinik laboratuvarlarda kiltir digi teshis yontemleri giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bu yontemler,
sonug alma siirelerini iyilestirmislerdir ve genellikle kiiltirden daha duyarlidirlar.

Diger yontemlere gore goreceli kullanim kolayhg, test uygulanan hasta sayisini artirabilir.
Bu testler, su anda kiiltiirl zor veya imkansiz olan organizmalarin saptanmasina olanak saglar.

Kiltir disi ana yontemler, antikoru veya mikrobik antijeni belirleyen imminoassaylar ve mikrobiyal RNA
veya DNA tespit eden niikleik asit amplifikasyon testleridir.

Bazi enfeksiyonlarda, bakterilerin antibiyotik duyarliligini belirlemek icin kdltiirlerin bu testlerle
birlestirilmesi gerekebilir.

Anahtar Sézciikler: imminoassay, enfeksiyon, mikroskopi, polimeraz zincir reaksiyonu, seroloji

Giris

Enfeksiyon teshisi icin geleneksel yontemler biyik oranda klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
patojen organizmalari kiiltiir yoluyla se¢me, izole etme ve sonrasinda tanimlamaya dayandiriimistir. Bu
tani yéntemi cok zaman alici olabilmektedir. Bazi zor gelisen veya yavas blyliyen organizmalar igin, kesin
mikrobiyolojik tani haftalara kadar uzanabilirken bazi organizmalar hig kiltiirlenemez. Kiltlr yontemleri
ile ilgili diger sakincalar, duyarlihk, maliyet (kaynak yogunlugu) ve Mycobacterium tuberculosis veya
Coxiella burnetii (Q hummasina neden olan organizma) gibi patojen organizmalar ile potansiyel giivenlik
sorunlarinin olmasidir.

Kiltir temelli olmayan tani yontemlerinin (bkz. Tablo), geleneksel kiiltiir yontemlerine goére
dnemli Ustinlikleri bulunmaktadir. Ornegin, niikleik asit amplifikasyon testi, bircok rutin tani testi icin
donus sirelerini 6nemli 6l¢lide azaltmistir ve daha 6nce teshis edilmesi ¢cok zor olan ¢oklu organizmalar
icin yuksek verimli testlere olanak saglamistir. Bununla birlikte, bu alandaki hizli degisimler uygulayicilarin
mevcut yontemleri takip etmesini zorlastirmaktadir.


https://www.nps.org.au/australian-prescriber/articles/non-culture-methods-for-detecting-infection

Tablo. Sik karsilasilan enfeksiyonlar icin laboratuvar testleri
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Farenjit

Grup A
streptokok

Epstein-Barr
virtisl ve
sitomegaloviris

Epstein-Barr virlisi ve sitomegaloviris
NAAT, immiin yetmezlikli hastada akut
farenjit tanisinda yararli degildir.

Okiiler enfeksiyon

Herpes simpleks
virtisii ve
adenovirus

Chlamydia
trachomatis

Neisseria
gonorrhoeae

Mimkinse NAAT ile kiltlr yapilmah

Diger bakteriler
érn. Bartonella
henselae
(graniilomatoz
konjonktivit)

Alt solunum yolu enfeksiyonlari

Solunum yolu
virtsleri

Balgamdaki antijen testi bazi patojenler
icin gecerlidir, ancak duyarsizdir. PCR
testi tercih edilir.

Mycoplasma
pneumoniae

Chlamydia
pneumoniae

Bordetella
pertussis

Legionella
species

Uriner antijen sadece Legionella
pneumophila serogrup 1 icin gecerlidir.

Mycobacterium
tuberculosis
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Pnomokok idrar antijeni oldukca

Streptococcus
p . v 4 ° spesifik, ancak duyarsizdir. Kiltiriin
pneumoniae .
hizli bir pargasi olarak kullanislidir.
Gastrit
Tani, en sik Ure nefes testi ve fekal
] antijen ile yapilir. invaziv bir islem
Helicobacter
lori 4 ® v gerceklestirildiginde doku lGzerinde
Py endoskopi ve biyopsi Ureaz testi
yapilabilir.
Gastroenterit
Bakteriler (6rn. v ° v
Salmonella)
Secilmis parazit kaynaklar igin seroloji
Parazitler ) v v ciimis p N y ¢ ) ,J
mevcuttur, 6rn. Entamoeba histolytica
Virusler (6rn. Bu patojenler igin antijen testi nispeten
Néro, rota, v v duyarsizdir. NAAT (PCR) testi tercih
adeno) edilir.
Toksijenik
Clostridium ) v v
difficile
Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar
Neisseria v v Kult.ur, mimkin oldugunca NAAT
gonorrhoeae testiyle yapiimalidir.
Chlamyd/a' v
trachomatis
Myc'opllasma v
genitalium
Trichomonas
. v
vaginalis
NAAT, primer Ulserler icin yararhdir.
Syphilis v v prime ¢ "y .
Seroloji, secilen tarama yontemidir.
Sistemik sendromlar
P24 antijen ve NAAT, erken
HIV 4 4 [ ) serokonversiyonda yararli olabilir -
laboratuvar ile tartisin.
Ross River v
virtisu ve




Tiirkiye Akilci ilag Kullanimi Biilteni
Cilt:4 Say1:6 Haziran 2017

Barmah Forest
virtsu

Bazi laboratuvarlar NAAT sunabilir.
Rickettsia ve Q Ancak niikleik asit genellikle akut

atesi enfeksiyonda erken tespit edilebilir (ilk
7 giin).

Leptospira kilttrlenebilir, ancak
Leptospirozis o 4 ® kandan 6zel ortamlara dogrudan
asilama yapilmasini gerektirir.

Viral deri dokiintiileri

Parvovirus, NAAT, kizamik (idrar ve kan), kabakulak
measles,mumps, 4 v (bukkal striinti) ve kizamikgik
rubella (farengeal striinti) igin yararlidir.

Seyahatten donen kiside ates

Malaria v ®

Dang v v v

Tani konusunun ana dayanagi
Salmonella typhi v ® kalturddr. Seroloji bazilarinda
retrospektif tanida kullanilir.

NAAT: niikleik asit amplifikasyon testi PCR: polimeraz zincir reaksiyonu

v rutin kullanim ®(0zel durumlarda faydali Xlrutin kullanimda yoktur veya mevcut degil

Mikroskobik inceleme

Isik mikroskobu, mikrobiyolojide kiltiir temelli olmayan en eski tani yontemidir. Kullanimi, gesitli
boyama teknikleri kullanilarak gelistirilebilir. Ornegin, calcofluor beyazi, kiiltirde i¢ haftaya kadar
surebilen dermatofitlerin mantar hiflerini tespit etmek icin kullanilir. Molekiler yontemlerdeki son
gelismelerin meydan okumasina ragmen, mikroskoplar laboratuvarlarda merkezi bir arag¢ olarak kalmaya
devam etmektedir. Diger yontemlere gore daha ucuzdur ve 6rnekle ilgili sonuglarin birkag dakika iginde
alinmasi miumkundir. Mikroskopi, ayni zamanda, bir 6rnekte enflamatuvar hiicrelerin varligi, dogasi ve
diferansiyeli gibi klinik enfeksiyon olasiligi hakkinda énemli yardimci bilgiler saglayabilir. Mikroskopi ayni
zamanda bazi enfeksiyonlar icin oldukca 06zgiil olabilir ve kandaki (6rn. sitma) veya gastrointestinal
sistemdeki (6rn. Giardiazis) parazitik patojenlerin tespiti icin tanisal altin standarttir.

Mikroskopinin birkag belirgin sakincasi vardir. Paraziter enteropatojenler icin bile, tek bir 6rnegin
duyarhhig zayiftirl ve en yaygin bakteri ve mantar enfeksiyonlari icin hassas ya da 6zgiil degildir.

Mikroskopi, emek gerektirir ve en iyi tani performansi icin ¢cok yetenekli bilim adamlar gerekir.
Cogu patojen icin mikroskopi, en iyi geleneksel kiltir veya molekiiler yontemlerin yardimcisi olarak
kullanihr.
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immiinolojik Testler

immiinolojik testler, bir hastanin numunesinde (genellikle serumda, ayrica nazofarengeal
suriintiler, bogaz siirlintlleri ve idrarda) antikor veya antijeni algilamak icin antikorlari kullanir.

Antikorlarin Test Edilmesi

Genellikle seroloji olarak adlandirilan antikor imminolojik testleri, enfeksiyonun yasayan
mikroorganizmalarin veya geri kazanilabilir niikleik asidin kaybolmasindan cok sonra geriye donik olarak
teshis etme yetenekleri ile diger kiiltir disi tani yontemlerine gore belirli bir Ustlnlige sahiptir. Diger
GstlnlUkleri, bazi organizmalar i¢in kiltlir yontemlerine kiyasla bazi oranizmalarda (6rnegin, Coxiella
burnetii) serokonversiyonun olustugu yiksek seviyede 6zgillik, hizl dénis stireleri ve gelistirilmis emniyet
ozellikleridir. Ayrica, akut enfeksiyonu, daha dnce maruz kalma ve immdiiniteye iliskin serolojik kanitlara
dayanarak ekarte edebilirler.

Bununla birlikte, immunolojik testler bir takim olumsuz 6zelliklere sahiptir. Serolojik tanilarin ¢ogu,
akut enfeksiyon esnasinda spesifik IgM'nin erken tespitine, ardindan spesifik IgG igin serokonversiyona
dayanir. Bu yaklasim icin gesitli olumsuzluklar vardir. ilk olarak, akut bir enfeksiyon sirasinda seroloji, hasta
heniiz bir antikor yaniti olusturmadigi icin negatif olabilir. ikincisi, ilgisiz IgM ile capraz reaksiyonlar
meydana gelebilir. Spesifik IgM klasik olarak akut enfeksiyondan sonraki alti haftadan U¢ aya kadar
saptanabiliyor olsa da, bazen aylarca yillarca devam etmekte veya baska bir enfeksiyon nedeniyle
anamnestik bir yanit olarak tekrar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu yanit, Toxoplasma gondii'ye karsi IgM ve
Barmah Forest virlsli ve Ross River virlisi gibi arbovirls enfeksiyonlarinin tanisi sirasinda ozellikle
yaygindir ve yanlis pozitif sonuclara ve hatali tanilara neden olabilir. Bu tiir hatalar, enfeksiyona yanit
olarak degisiklikleri saptamak icin akut ve iyilesmekte olan faz antikor konsantrasyonlarini 6lcerek
azaltilabilir. Bu, kesin serolojik tani icin tercih edilen yontemdir ancak aciktir ki taniyr dogrulamak igin
gerekli siireyi uzatmaktadir. Serokonversiyonun ortaya cikmasi genellikle iki hafta veya daha fazla siirer.

Serolojik tani hassasiyeti, yas ve immun yetmezlik gibi cesitli faktorlerle azaltilabilir. Seroloji,
sadece antikor konsantrasyonlari ile enfeksiyon arasinda agik bir iliski oldugunda tani icin yararhdir.
Antikorlarin devam edebilecegi ancak herpes simpleks, sitomegaloviris ve varisella zoster virlisii gibi
tekrarlayan enfeksiyon veya reaktivasyona karsi koruma saglamayan enfeksiyonlar veya komensal
organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in daha az yararldir.

Bogmacaya neden olan Bordetella pertussis ile bagisiklik kaybi ve tekrarlayan enfeksiyon siklkla
goralur. B. pertussis toksinine 6zgil olan IgG'nin 100 IU/mL'den daha yiiksek saptanmasi, akut enfeksiyonu
disindirmektedir ve bliylik cocuklarda ve yetiskinlerde bu, B. pertussis toksinine ek IgA'nin varligi ile
desteklenebilir.

Frengi, Epstein-Barr virlsi, sitomegalovirls, toksoplazmoz, parvovirlis, Barmah Orman viris,
Ross River virisi, Dang, Chikungunya ve Zika virlsi, serolojinin genel pratikteki tani icin yerini korudugu
enfeksiyonlar arasindadir. Tarihsel olarak, akut glandiiler atesi teshis etmek icin poliklonal antikorun tespiti
(Monospot testi) kullanilmistir. Bu yontem, duyarliik ve o6zgillikten yoksundur ve genellikle, akut
enfeksiyondan alti hafta-l¢ ay sonra gelisen ve 6mir boyu pozitif olan niikleer antijen icin IgG'nin yoklugu
ile birlikte Epstein-Barr virts kapsid antijenine spesifik IgM/IgG'nin saptanmasi ile yer degistirmistir.
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Mikrobiyal Antijenler igin Test

Bir antijen, bagisik yaniti uyaran bir patojenin bir bilesenidir. immunolojik testler bunu cesitli
numune tiplerinde 6lgebilir. Bu testlerin bircogu Streptococcus pneumoniae ve Legionella pneumophila
serogrup 1 icin Griner antijen testleri de dahil olmak (zere giinimizde kullaniimaktadir. Bunlar, akut
topluma kazandirilan pnédmoniye neden olan organizmayi ve bakteriyel farenjit icin bogaz slirlintistiiniin A
grubu streptokok antijen testini tanimlamak icin kullanishdir. Yararli antijen testlerinin diger 6rnekleri
arasinda hem bagisikli hem de immiin yetmezlikli hastalarda serum ve beyin omurilik sivisinda kriptokok
antijeninin saptanmasi ve genellikle bagisikligi baskilanmis bireylerde invazif aspergilloz icin vekil bir
belirtec olan galaktomannan antijenin saptanmasi yer alir.

Antijen testi hizh sonuglar saglayabilir. Ornegin, S. pneumoniae antijen testi 15 dakika iginde
tamamlanabilir. Bu testlerin cogunun 6zgulliigii cok iyidir. Ornegin, bogaz siiriintiisiinden gelen bir pozitif
grup A streptokok antijeni, endikasyonu var ise, hedefli tedaviye olanak verebilir ve kiiltlr ihtiyacini
ortadan kaldirir. Ne yazik ki, bu testler genellikle geleneksel kiiltiir ydntemlerine oranla ve 6zellikle nikleik
asit amplifikasyon testleriyle karsilastirildiginda duyarhhiga sahip degildir. Dolayisiyla, bunlarin kullanighhg
genellikle, klinik enfeksiyonun dislanmasi yerine hizli tani konulmasinda yatmaktadir.

Birlesik immiinolojik Testler

Antijen veya antikor testlerini izolasyonda kullanmanin sakincalari, bunlari birlestirmekle asilabilir.
Dang virtisi NS1 antijeni ile IgM/1gG veya HIV antijeni/antikor tarama testi gibi antijeni ve antikoru iceren
testler, azaltilmis tani penceresi siireleri ve arttirilmis hassasiyet ve 6zgilliik sunar. Ozellikle Dang NS1
antigen tespiti (Sekil), daha 6nce Dang'in hizh bir sekilde onaylanmasi ile halk saghgi miidahalelerinin
baslatilmasini saglamistir. Duyarlihgi, hastaligin ilk haftasinda Dang hummasi igin bir polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) testine esittir.

Sekil. Birincil ve ikincil Dang Enfeksiyonu ile immiin Yanit

Dang NS1 antijeni, olumlu bir PCR sonucuyla birlikte, enfeksiyon esnasinda énce ortaya ¢ikar. Dang hummasina 6zgi IgM izler ve
NS1 antijeninin kaybolmasi ve negatif bir PCR sonucuna karsilik gelir. Bunu Dang'a 6zgii IgG'nin ortaya ¢ikmasi (birincil enfeksiyon)
veya ylkselmesi (ikincil enfeksiyon) takip eder.

*PCR: polimeraz zincir reaksiyonu

Birincil Enfeksiyon ikincil Enfeksiyon
Semptomun baglamasi Semptomun baslamasi

PCR
——

Antikor ve antijen diizeyleri
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Nikleik Asit Amplifikasyon Testi

Nikleik asit amplifikasyon testi, hasta dérneklerinde patojene 6zgii DNA veya RNA sekanslarinin
saptanmasini igerir. Bir dizi farkh yontem vardir. PCR yontemi tek tiptir. Geleneksel ydontemlerle
karsilastirildiginda, nikleik asit amplifikasyon testi, iyilestirilmis donis streleri ve belirgin sekilde artiriimis
hassasiyet saglamaktadir. Bu yontemler, yiiksek verimli testlere kolayca uyarlanir ve tek bir testte coklu
patojen tanimlanmasina izin verebilir. Nikleik asit amplifikasyon testi, su anda geleneksel mikrobiyolojik
yontemlerle fekal patojenlerin teshisi gibi karmasik, masrafli ve zaman alici alanlarinda devrim
yaratmaktadir.

Bununla birlikte, nikleik asit amplifikasyon testinin de bazi zorluklari vardir. Hedef niikleik asit
sekansinin mutasyon yoluyla kaybolmasi veya degismesi, yanls negatif sonuglara yol agabilir. Dahasi, asiri
derecede hassas olduklarindan kontaminasyon varligi yanlis pozitiflere yol agabilir. Siki kalite kontrol
Onlemleri bu riski azaltirken, HIV gibi kritik teshislerde tarama igin nikleik asit amplifikasyon testi
onaylanmamaktadir.

Olumlu bir sonug sadece yasayan organizmalari degil, niikleik asidin varligini yansitir. Bu durumun
kabul edilmesindeki eksiklik, sonuglarin yorumlanmasinda hatalara neden olabilir. Ornegin, enfeksiyon
iyilestiginde (tedavi varliginda veya yoklugunda), nikleik asit varhgini strdirebilir. Erken bir aralikla
yeniden test yapilmasi, olumlu sonuglara ve tekrar eden enfeksiyon varligina veya tedavinin basarisizligina
iliskin yanls varsayimlara neden olabilir. Bu nedenle, Chlamydia trachomatis icin yeniden test yapilmasi
gerekiyorsa, ilk tanidan en az Uc¢ hafta sonra yapilmasi onerilir. Ayni sey, Neisseria gonorrhoeae ve
Trichomonas vaginalis gibi cinsel yolla bulasan diger enfeksiyonlar icin de gecerlidir.

Test 6zgllliigu ile ilgili sorunlar potansiyel olarak yanlis pozitiflere yol agabilir. N. gonorrhoeae igin
erken nikleik asit amplifikasyon testleri, komensal Neisseria tirleri ile capraz reaksiyonlar sonucu belirgin
oranlarda yanlis pozitif sonug vermistir.2 Cogu test platformu, multipleks testlerde hem C. trachomatis hem
de N. gonorrhoeae'yi igerir. Laboratuvarlar, genel olarak N. gonorrhoea prevalansinin diisiik olmasina
ragmen, her iki sonucu da rapor etmektedir. Yalanci pozitif sonuglari azaltmak icin, laboratuvarlar her
zaman ikinci bir bagimsiz tahlil yétemi kullanarak ilk pozitif N. gonorrhoeae sonuglarini teyit eder.®* Bu,
bildirilen pozitif sonucun tahmini pozitiflik degerini arttirir.

Birgok patojen igin antimikrobiyal duyarlilik, mikrobiyal viriilans ve epidemiyoloji ile ilgili ek bilgi
icin ntikleik asit amplifikasyon testini geleneksel kiltir yontemleriyle eslestirmek énemlidir. Bu veriler
halen, cogu molekiiler test yontemleri ile belirlenememektedir.> Ornegin, bildirilen N. gonorrhoeae
vakalarinin yaklasik %33'lGine kiltlirle tani konmus ve antimikrobiyal duyarliligin yapilmasina olanak
saglanmistir. Diski bakteriyel enteropatojen testinin (Campylobacter, Salmonella, Shigella) kullanimiyla,
tirlin belirlenmesi igin izolatlarin bulunup bulunmadigi ve duyarlilik ile ilgili endiseler ortaya ¢ikmistir.

Nikleik asit amplifikasyon testinin, potansiyel olarak normal insan florasinin bir bolimiini
olusturan organizmalara (gecici veya kalici olarak) uygulanirken bazi kisitlamalari vardir. Ornegin,
Clostridium difficile, hastaliga neden olmadan barsakta bulunabilir. Tek basina varliginin tespit edilmesi bir
hastalik durumunu géstermez ® ve klinik acidan yanlis olumlu sonug, uygun olmayan tani ve tedaviye neden
olabilir.

Nikleik asit genellikle dayaniklidir, bu nedenle kan ve diger 6rneklerde (cilt siirintlleri, idrar,
genital sdrintiler, bogaz sirintileri, nazofarengeal slriintller, doku aspiratlar) yapilan amplifikasyon
testleri, oda sicakliginda 24 saat boyunca stabildir. islem gecikirse, numuneler 4 °C'de sogutulmalidir.
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Nikleik asit amplifikasyon testi icin ayrilmis numunelerin, kontaminasyon riskinin azaltiimasi gerekir.
Bakteri tasiyici ortamdaki (Amies ve Stuarts) striintl gubuklari niikleik asit amplifikasyon testinin etkisini
engelleyici olabilir. Kuru sentetik kumas uclu veya floke striinti cubuklari, tercih edilen numune tirleridir.
En dogru secim icintercih edilen 6rnek tirleri ile ilgili olarak yerel patoloji laboratuvariyla irtibat
kurulmasidir, ancak her tiir test icin uygun olan uluslararasisiiriintli cubuklari rutin olarak kullanilabilir hale
gelecektir.

Sonug

Kiltir digi tani yontemleri, 6zellikle sendromik bir paneldeki ¢oklu PCR testleri olarak niikleik asit
amplifikasyon testleri, modern tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina biyilk kolaylik getirmistir. Bircok zor
taniy1 koyulabilir kilmis veya basitlestirmis, tani strelerini kisaltmis ve yiiksek verimli testlere izin verecek
sekilde uyarlanmistir. Bu alan genislemeye devam edecek ve gelecekte bircok geleneksel kiiltlir ydnteminin
yerini alacaktir. Bu tani testlerinin en iyi bigcimde kullanimi, kisitlamalarinin farkinda olunmasini ve klinik ve
laboratuvar bulgulari destekleyen yontemlerle (kiiltlir temelli yontemler de dahil olmak Gzere) birlikte
akilci bir bicimde kullanilmasini gerektirir. Kiltir disi tani yéntemlerinin secimi veya yorumlanmasi ile ilgili
sorular ortaya ciktiginda, yerel laboratuvarinizla irtibat kurmaniz dnerilir.
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