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I

OZET

Tiiberkiilozun Mikrobiyolojik Tanisinda Amplified Mycobacterium
Tuberculosis Direct Test'in Uygulanmasi ve Konvansiyonel Yontemierle
Karsilagtinimasi

Tuberkilozun laboratuvar tanisinda uygulanilan konvansiyonel yéntemler
(aside direngli boyama, kiltir yontemleri: Léwenstein- Jensen besiyeri ve Bactec
TB sistem) ve yeni molekiiler yéntemlerden biri olan “Amplified Mycobacterium
tuberculosis Direct Test” (AMTDT) ile 87 klinik érnek incelendi. Bunlardan 56 klinik
ornek pulmoner, 31'i ekstrapulmonerdi. Toplamda 27 (% 31.1) 6rnek Ziehl-
Neelsen boyama yontemi ile, 36 (% 41.3) érnek kiltir yontemleri ile ve 50 (% 57.4)
érnek ise AMTDT ile pozitif bulundu. ligili klinisyenlerce tiiberkiloz tanisi alinmasi
gold standart olarak alindi. Pulmoner érneklerde Ziehl-Neelsen yéntemi duyarlilik,
6zgulliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla: % 62.8, % 90.4, % 91,6 ve
% 59.3; kiltur yontemleri igin ise sirasiyla: % 82.8, % 100, % 100 ve % 77.7 ve
AMTDT igin sirasiyla: % 97.1, % 90.4, % 944 ve % 95.0 olarak belirlendi.
Ekstrapulmoner oérneklerde ise Zieh-Neelsen yodntemi igin; duyarliik 6zgulluk,
pozitif ve negatif prediktif degerler sirasiyla; % 14.2, % 94.1, % 66.6 ve % 57.1;
kaltar ydéntemleri igin sirasiyla: % 50, % 100, % 100 ve % 70.8 ve AMTDT igin ise
sirasiyla: % 92.8, % 94.1, % 92.8 ve % 94.1 olarak belirlendi.

Istatistiksel olarak yéntemler arasinda fark bulundu (Cochran Q= 24,
p< 0.05). Kiltir yéntemleri ile AMTDT ve AMTDT ile Ziehl-Neelsen boyama
yontemi sonuglarn arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu ( p< 0.05).
Kaltar yontemleri ile Ziehl-Neelsen boyama ydntemi sonuglari arasindaki fark ise

istatistiksel olarak anlamsizdi (p= 0.267).

Bulgular pulmoner ve ekstrapulmoner érneklerde M.tuberculosis kompleksin
hizli tanisinda AMTDT’nin duyarli ve 6zgil bir test oldugunu géstermektedir.

Anahtar kelimeler: AMTDT, M. tuberculosis, kultir.
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SUMMARY

Evalulation of Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test in
Microbiological Diagnosis of Tuberculosis and Comparison with
Conventional Methods

A total of 87 clinical specimens examined with conventional methods (acid-
fast staining with Ziehl-Neelsen and culture systems with radiyometric Bactec TB
system and traditional culture method Léwenstein-Jensen) and a new moleculer
tecnique called Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct test (AMTDT).
Among all, 56 were pulmoner and 31 were extrapulmonary clinical specimens. A
total of 27 (31.1 %), specimens from 87 patients were positive by acid-fast staining,
36 (41.3 %) specimens were positive by culture and 50 (57.4 %) specimens were
positive by AMTDT. Clinical diagnosis was considered to be “gold standard”. Over
all sensitivities, specificities and positive and negative predictive values for
pulmonary specimens 62.8, 90.4, 91.6 and 59.3 % for Ziehl-Neelsen stain,
respectively; 82.8, 100, 100, 77.7 % for culture, respectively and 97.1, 90.4, 94.4,
95.0 % for AMTDT, respectively. With extrapulmonary specimens, sensitivities,
specificities and positive and negative predictive values were 14.2, 94.1, 66.6 an
57.1 % for Ziehl-Neelsen stain respectively; 50, 100, 100 and 70.8 % for culture
respectively and 92.8, 94.1, 92.8 and 94.1 % for AMTDT respectively.

Statistically, there were significant difference among methods (Cochran
Q= 24, p< 0.05). There were significant difference between culture with AMTDT
and AMTDT with Ziehl-Neelsen staining method ( p< 0.05). But there was no
significant difference between culture and Ziehl-Neelsen staining method
(p= 0.267).

The results indicate that AMTDT is an effective, higly sensitive and specific
technique for the rapid detection of M. tuberculosis complex in all types of clinical

specimens.

Key Words: AMTDT, M. tuberculosis, culture.
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1. GIRIS VE AMAC

Binlerce yildir bir halk sagligi sorunu olma &6zelligi tastyan tuberkiloz;
saglik alaninda olan dev gelismelere ragmen ginimiizde de énemini korumaya
devam etmektedir. Diinya Saglik Orgitinin verilerine gére; diinyada 1.7 milyar
insan Mycobacterium tuberculosis ile infektedir. Basili tagiyan insanlarin 20
milyonu aktif tiiberkiilozludur, bunlardan yilda ¢ milyondan fazlasi élmektedir.
Her yil 8 milyon yeni tiberkilloz olgusu ortaya g¢ikmaktadir ve bunlarin Gg¢
milyonu bulagtirnicidir (1, 2, 3, 4, 5) .

Uluslararasi standartlara gére mikobakteriler ile ¢alismak igin ayn bir
mikobakteri laboratuvarinin olmasi ve mimkin ise yapilan iglemlere ait farkh
ortamlarin olugturulmasi 6nerilmektedir. Konvansiyonel yéntemler gézden
gecirilerek; bakterinin, gerek bakteriyolojik gerekse molekiler yéntemlerle
tanimina yonelik gesitli standartlar gelistirme cabalari tim dinyada devam
etmektedir (6, 7, 8, 9).
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Bu calismada, Erciyes Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali biinyesinde bulunan Mikobakteriyoloji Laboratuvarina génderilen pulmoner
ve ekstrapulmoner tlberkiloz slpheli hasta 6rneklerinde konvansiyonel
yontemler (aside direngli boyama ile Léwenstein Jensen ve BACTEC 12B
siselerine ekim) ve hizli sonu¢ veren molekiller yéntemlerden biri olan 6zellikle
ekstrapulmoner tiiberkllloz uygulamalarinda standardizasyon galigmalari devam
eden “Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test” (AMTDT)'in tani

degerinin karsilagtiriimasi amagland..

TdB, Tiges
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2. GENEL BILGILER

Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsi olan Mycobacterium’larin temel
ozelligi, yavas Uremeleri, aside direngli olmalan ve hiicre duvarlarinda bol
miktarda lipid icermeleridir. Mycobacterium cinsi zorunlu parazit, saprofit ve ara
formlardaki degisik turleri igerir (10, 11). Cinsin Mycobacterium tuberculosis
disinda 80'den fazla turti bulunmaktadir (2). Klinik agidan bakildiginda hastalk
yapma potansiyeli ve halk saglidi ile yakin iligkisi nedeniyle M. tuberculosis

Mycobacterium cinsinin en énemli Gyesidir (12).

Tuberkiloz, “Mycobacterium tuberculosis kompleks™ diye tanimlanan bir
grup mikobakteri (M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum) tarafindan olusturulan,
en sik yerlestigi organ akciger (% 85) olan, tium organlari tutabilen kronik
nekrotizan bir bakteriyel infeksiyondur. Hastaligin olusumundan % 97-99

oraninda M. tuberculosis sorumludur (5, 12).



2.1. TARIHCE

Tuberkiloz insanlik tarihinin en eski hastaliklarindan biridir. Bakterinin
paleolitik ¢agda, insanlarn infekte etmeden &nce, hayvanlar arasinda yaygin
olarak bulundugu tahmin edilmektedir. Insanoglunun M.O. 8000 yillarinda ilk
yerlesik topluluklar olugturmasi ve sigirlari  evcillestirmesiyle birlikte
mikobakterilerle tanistiklari dustintimektedir. Etkenin infekte hayvan etlerinin
yenmesi veya kontamine sitlerin igilmesiyle insanlara gectigi, toplu yasamaya
gecisle birlikte 6nce kabile ici daha sonra kabileler arasi yayilim gésterdigi
saniimaktadir. Tas devrinden kalma iskeletler ve Misir mumyalarn Gzerinde
yapilan incelemelerde tiberkillozu dugindiren kemik lezyonlarina (Pott
hastaligi) ve aside direncli basillere rastlanmigtir (1, 13). Hipokrat (M.O. 460-
377) hastalik icin erime, tilkenme anlamina gelen “Phtisis” deyimini kullanirken,
M.S. 2. ylizyilda yasayan Galen, kendisinden sonra 1000 yil degismeyen tedavi
onerileri ortaya koymustur. Bu oneriler: istirahat, dksurigan kesilmesi, gégus
yakilari, venden kan alimi, silik uygulamasi, kusturucular, miushiller ve

kabartici maddelerle ciltte yaralar olusturmak seklinde 6zetlenebilir (12).

Tuberkiloz ile ilgili ilk klinik ve patolojik gézlemler; hastaliktan &len
kigilerin akcigerlerinde kaviter lezyonlar oldugunu bildiren Salius (1478) ile
baglamaktadir. Sonraki yillarda Sylvius (1614-1672) tarafindan tlberkuller
tanimlanmis, Marton (1689) hastalik i¢in bitme, tikenme anlamina gelen

“verem” tabirini kullanmigtir (12, 13).

Hastaliin bulasici karakterde oldugu hakkindaki kugkular ilk defa 16.
ylzyil baglarinda Fracastorius tarafindan ileri strtilmisg, 1865°te Fransiz hekimi
Villemin tuberkillozlu hastalarin kavitelerinden alinan materyali inokile ettigi
tavsanlarda tuberkiloz gelistigini gostermigtir. Fakat tuberkiloz tarihinin en
énemli donim noktasi, Robert Koch'un 24 Mart 1882'de Berlin Fizyoloji
Dernegi'nde, tuberkilozun M. tuberculosis tarafindan olusturulan bir infeksiyon
hastaliyi oldugunu kanitlamasiyla gerceklesmistir (14, 15). Daha sonraki
caligmalar, tani igin basilin kiltir ve izolasyonu, etkili tedavi ve asi hazirlanmasi
yoniinde ilerlemigtir. Paul Erhlich kisa sitre iginde tlberkilloz basilinin aside



direngli oldugunu kesfetmis, Ziehl ve Neelsen isimleriyle anilan metotta kiiglk
degisiklikler yaparak, giinimiizde de 6nemini koruyan Erhlich-Ziehl-Neelsen
(EZN) boyama teknigini bulmustur. Dorset 1902 yilinda ilk defa yumurta-bazl
besiyerini basilin kilturinde kullanirken, 1930°lu yillarda L&éwenstein bu
besiyerinde bazi geligtirmeler yapmistir. Léwenstein-Jensen (LJ) adiyla anilan

besiyeri 6nemini glinimiizde de korumaktadir (15).

Koch 1890 yilinda “old tiiberkulin” ile hastaligin 6zel immdnite ve alerjisini
ortaya koymustur. F. Seibert 1930°lu yillardan sonra OT'nin saflagtinimasiyla
elde edilen tuberkilinin saflagtinlmisg protein turevi (PPD, prufied protein
derivative) kullanilarak ttiberkilloz  infeksiyonun varhigi  belirlenmeye
baslanmistir. Fransa da 1921 yilinda Calmette ve Guerin ilk tiberkiloz asisini
13 yillik bir periyotta sigir tiberkiloz basilini 230 kez pasaj ederek Bacillus
Calmette-Guerin (BCG)'i geligtirmiglerdir. Bu asi 2. Dinya Savasgindan sonra
tum dunyada yaygin bir sekilde kullanima girmistir (12, 15). Tuberkiloz tarihinin
6nemli dé6niim noktalarindan biri de 1940’larin ortasinda M. tuberculosis’e kargl
etkili ilk iki ilacin bulunmasidir. Wahsman'in (ABD) 1944'te streptomisini bulusu,
1944 yilinin tip tarihine “mucize yili” (annus mirabilis) olarak gegmesine neden
olmustur (14). Lehmann’ in (Isveg) 1946 yilinda paraamino salisilik asiti (PAS)
bulusu tuberkiiloz tedavisinde yeni bir dénemi baslatmigtir. Tek baglarina
kullanilan tuberkuiloz ilaglarinin bir ay gibi kisa bir siirede direng gelisimine yol
actiklarinin anlagilmasi, baslangicta hayal kirikhgina yol agmis ve bu durum
yeni ilag bulma galigmalarina ivme kazandirmistir. Robitzek ve Selikof (ABD)
tarafindan 1952'de izoniazitin (INH) bulunmasi ile 1950’li yillarin ortalarindan
itibaren kombine tedavi ile tliberkiiloz, 18-24 ayda tam olarak tedavi edilebilir bir

hastalik haline gelmistir (15).
2.2. MiKOBAKTERILERIN GENEL OZELLIKLERI

Mikobakteriler ; aerop, sporsuz, hareketsiz 0.2-0.4 pym en ve 2-10 ym
boyunda, diuz veya hafif kivrik basillerdir. Bazen filamentéz, misel benzeri
yapilarda goriilmekle birlikte genelde basil yada kokoid formda gérilrler (2, 15,
16).



Mycobacteriaceae familyasinin en énemli 6zelligi, zor boyanan, boyalarin
uzun sire tutulmasi veya isi ile uygulanmasi halinde bir defa boyandiktan sonra
boyalarini asit ve alkol karsisinda kolay birakmayan aside direngli basiller
(ARB) olmalandir (2, 15, 17). Aside direngliligin mikobakterilere 6zgi kalin
hiicre duvarinda bulunan lipidlerin olusturdugu ag tabakasi ile ilintili oldugu

dusunilmektedir (12).

Bazi arastirmacilar, M. tuberculosis’ in sitoplazmik zar ve hiicre duvarini
birlikte hilicre zarfi olarak adlandirmakta ve fonksiyonlarini ortak olarak
degeriendirmektedir. Dogal olarak bu yapi, hiicre igi basinca kargi bakteriyi
korumak ve mekanik destek saglamak, hiicre igine madde giris ¢ikisini
ayarlamak gibi temel iglevlere sahiptir. Ancak yapisal olarak &nemli
farkhliklarinin olmasi mikobakterileri diger bakterilerden ayricalikli kilmaktadir

@).

Mikobakterilerin sitoplazmik zarinin diginda Gram olumlu bakterilerdeki
gibi bir peptidoglikan katmani bulunmaktadir. Mikobakterilerde peptidoglikan
tabakada N-asetil miramik asit yerine N-glikolil mikolik asit yer almaktadir
(Sekil.1). Bunun diginda ise ust tste U¢ katman gibi goriinen ayrn bir yapi
gorulmektedir. Glikolil yapisi nedeniyle bakteri lizozime direnglidir. Bu yapinin
temelinde mikolik asit ile ¢evrili arabinogalaktan polisakkarit yapisi bulunur.
Bakterinin boyanma ézellikleri ile ilgili maddelerden birisi kord faktér olup bir
trehaloz dimikolattir. Hicre duvarinda ayrica polianyonik glikolipitler,
fosfolipidler, stlfolipidler ve peptidoglikolipidler bulunur (7, 13).



Sekil 1. Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi.

000000 ¢ Fenolik glikolipidier

<
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Basil zorunlu aeroptur, bununla beraber ¢ok sinirli oksijen destegi altinda
cogalmadan canlihigim strdirebilir. Hareketsizdir, spor olusturmaz. Uremesi
yavastir, 15-20 saatte kendini esler ve standart kiltiir ortaminda Gremesi en az
3 haftada gergeklesir. Olumsuz kosullara oldukca dayaniklidir ve uzun sire
canli kalabilir. Optimum treme sicakhgi 37 °C’ dir, bazi suslar 30-35 °C'da
Urerler. Optimum pH 6.4-7.0’dir. Ortama % 5-10 CO, eklenmesi ve besiyerine
% 0.5 gliserol eklemesiyle Greme desteklenebilir (11). Besin gereksinimi ¢ok
azdir. Nitrojen kaynagi olarak amonyagi, karbon kaynagj olarak glikozu igeren
basit bir besiyerinde Ureyebilir (12). M. tuberculosis pigrhent olusturmaz ve
diizensiz, R tipi (Rough) koloni yapar (13).

Mycobacterium, Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsidir. Mycobacterium
turleri % 62-70 mol G+C orani ile diger mikolik asit (ireten bakterilerle, Nocardia
(G+C: % 60-69), Rhodococcus (G+C: % 59-69), Corynebacterium (G+C: % 51-
59) ile benzerlik gosterir. Bu ortak o6zellikleri dolayisiyla Mycobacterium,
Nocardia ve Corynebacterium; CNM grubu olarak aniisalarda, mikobakteriler,
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology kitabinin 1986 baskisinda ayr bir
bélim iginde ele alinmigtir (11, 13).

T8 Tl
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Tuberkiloz digi mikobakteri tirleri yavas ve hizli Ureyenler olarak ikiye
ayriimigtir. Yavas Greyenler uygun kiltir ortaminda, ideal sartlar altinda kat
besiyerinde gorilebilir koloni olugturmak i¢in en az 7giine ihtiya¢ duyarlar. Hizl
treyenler ise 7 glinden az zamanda gérilebilir koloniler olustururlar (2). Yavas
treyen grup pigmentasyon 6zelliklerine gére; fototokromojenler (Runyon grup 1),
skotokromojenler (Runyon grup 1), fotokromojen olmayanlar (Runyon grup Iil)
olarak tge ayriimaktadir (Tablo1). Fotokromojen mikobakterilerin kolonileri 1g1k
kargisinda sari yada portakal sarisi renginde pigment olustururlar.
Skotokromojenler karanlikta pigment yaparlar. Fotokromojen olmayanlar ise
pigment yapmazlar. Bu siniflama iyi bir taksonomik standardizasyon i¢in olmasa
da klinik yaklasim ve identifikasyon kolaylidi nedeniyle yaygin kullanim alani
bulmustur (18).

2. 3. PATOGENEZ VE IMMOUNITE

Tuberkiiloz hava yolu ile gegen infeksiyonlarin klasik bir érnegidir. M.
tuberculosis’in  kisiden kisiye gecisi solunum yoluyla olur. Tiberkiloz
infeksiyonu hemen hemen tim olgularda, iginde canli tiiberkilloz basili iceren ve
havada asili halde bulunan yeterince kiigilkk damlaciklarin (1-5 nm) solunum
yoluyla alinmasi ile gergeklesir. Diger gegis yollari (gastrointestinal sistem, deri,
konjenital ve benzeri) da bildiriimesine ragmen nadirdir (5, 19, 20). Kaynak;
genellikle balgam yaymalari pozitif Sksiren, hapsiran, konusan akciger
tuberkulozlu insanlardir. Bir oksirik yaklagik 3000 infeksiyéz damlacik igerir.
Bulas infeksiyd6z damlacigin havada asili kalabilecegdi kapali mekanlarda olur (1,
5). Yetigkinler icin, havadaki infeksiydz damlacigin konsantrasyonu ve bu
havayi soludugu sirenin uzunlugu iki d5nemli risk faktéradar (5).



Tablo 1. Tuberkiloz digi mikobakterilerin
neden olduklan hastaliklar (18).

siniflandinimasi ve en sik

Tir

Yaptiklan Hastalik

Grup | Fotokromojenler

M.KANSASIH........ccoevreviieieeeeeeeere e
M.asiatiCcum..........cccceiiiiiiii s

M.MaMNUML. .o e
M.intermedium.........coccoovviiiiiiiiie

Grup Il Skotokromojenler

M.SZUIGAI.......coeeeceeecer e

M.scrofulaceum...........cccccvvveeeeeiiieeeceeee e,
M.interjectum.. ...
M.gordonae, M.cookii, M.hiberniae........................

Gurup Ill Fotokromojen olmayanlar

M.avium complex (M.avium ve M.intracellulare)
M.celatum..........cooovieiiiiniiiire e e
M.gENAVENSE..........oocieeiieiee e
M.haemophilum..............cccoeiiiiiiiii e,

M.MalMOBNSE.........oeeiireieeeeer e
M.ShimOiIdei..........cccveieninine e
M.SIMIBE.......oceciieee e
M.UICerans..........coccceeieiiree e e
1 I (= 3o P
M. gastri, M. terrae complex (M.nonchromogenicum,.

M.terrae, M.triviale)
Grup IV Hizh Ureyenler

M.fortuitum complex (M.fortuitum subsp fortuitum, M.fortuitum
subs acctamidolyticum, M.fortuitum biovar 3, M.peregrinum,
M. abscessus, M.chelonae)............cccceviiennenne
M.flavescens, M.neonarum, M.smegmatis,

M.thermoresistibile..

.................... Akciger infeksiyonu
.................... Akciger infeksiyonu

.................... Akciger infeksiyonu, lenfadenit
.................... Akciger infeksiyonu

.................... Deri ve yumusak doku infeksiyonu
................... Akciger infeksiyonu

.................... Akciger infeksiyonu, lenfadenit
.................... Lenfadenit, akciger infeksiyonu

Lenfadenit
Patojen degil

........................ Akciger infeksiyonu, dissemine

infeksiyon, Lenfadenit

Akciger infeksiyonu, dissemine
infeksiyon

Immiino kompramize hastalarda deri
infeksiyonu, septik artrit

Immano kompramize hastalarda
dissemine infeksiyon

Akciger infeksiyonu

Kronik deri Glserleri
Akciger infeksiyonu

Patojen degil.

Patojen degil
Patojen degil.

Tuberkidloz, hicresel immin yanitla (T lenfositler, makrofajlar ve

bunlardan salinan sitokinler) kontrol edilebilen hiicre i¢i infeksiyonlarin tipik bir
ornegidir. Etken toplumsal bir &fkeyi de yansittigi agik olan “en asagilk
intraselltler patojen” olarak tanimlanmigtir. Solunum yoluyla alinan ve alveole

yerlesen tiberkiloz basili, adhezinler ile fagositler tarafindan yakalanmayi

saglar (21).

Mikobakterilerin patojenitedeki en é6nemli 6zellikleri fagositler, monosit ve

makrofajlar iginde ¢gogdalabilmeleridir. Konakta basillerin belli bir sayiya ulagmasi
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ve hiucresel immiin cevabin ortaya ¢ikmasina kadar 3-8 haftalik bir stre gecer.
Basili alanlarin % 5-10’'un da ya infeksiyonu takip eden iki yil iginde primer
hastalik gelisir ya da latent bir dénemin ardindan reaktivasyon tiberkilozu

gorular (22).

Hucresel immin cevapla birlikte aktive olan T lenfositler ve makrofajlar
basilleri ¢evreleyerek nonspesifik konak cevabinin bir gdsterisi olan
granlilomatéz inflamasyon gelisimine yol agar. Granllom c¢evresindeki kan
damarlarindan dokuya, T lenfositler ve monositler geger. CD," T hiicrelerinden
salinan interferon gamma (IFN vy) ile lenfokinler, makrofaj ve monositleri aktive
eder. Monositlerden kdken alan doku makrofajlar epiteloid hiicrelere, bunlarda
birleserek ¢ok niikleusiu dev hiicrelere dénigir. Etkili hiicresel immunitede
makrofajlarin en énemli fonksiyonlardan biri, T hicrelerine sunulmak {zere
antijeni iglemektir. Aktive makrofajlar fagozom igerisindeki basilleri serbest
radikellerle oldarar, lizozim ve asit fosfatazlarin etkisiyle bakterinin duvari
parcalanir. Bakteri endozomal alanda islenerek “major histocompatibility
complex” (MHC) Il molekilleriyle birleserek, makrofajin ylzeyine eksprese
edilir. Mikobakteriyel hiicresel cevapta dominant olan T lenfositlerinin % 901 a
ve B zincirlerinden olusan reseptérleriyle antijeni taniyarak aktif hale gecer. y-6
lenfositleri ise basili bir biitiin olarak taniyabilmekte, tanima islemini MHC | ve Il
ile sminirlanmaktadir (12). Makrofajlar tarafindan fagosite edilen ancak
oldurilemeyen bakteriler MHC | molekdlleri ile birlesip CDg* T lenfositlere
sunulurlar. Ancak CDs" T lenfositleri tilberkiilozlu hastalardan seyrek olarak
izole edilirler ve bu hiicrelerin insanda mikobakteriye kargt savunmadaki rolleri
de aydinlatilamamistir (13, 22, 23). Yeterli hiicresel immin cevap basille ilk
infeksiyonu sinirlar ve durdurur. Bu durumda primer infeksiyonun tek belirtisi
PPD’nin pozitifliesmesidir. Eger hiicresel imminite yetersiz kalirsa primer
infeksiyon, aktif hastaliga ilerler (13).

Hicresel imminite ve gecikmis tip asinduyarlilik (Gth) tarafindan
olusturulan T hicreleriyle meydana gelen hastalik belirtileri ile yakindan iligkili
olaylardir. Hiicresel imminite infeksiyon ajanini éldarmeyle ilgilidir. Gth ise
konak organizmanin infeksiyona verdigi imminolojik bir reaksiyondur. Gth,
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tuberkilin deri testi pozitifliginden, tlberkilozda gérilen kazeifikasyondan,
likefaksiyon ve kavitasyon gibi zararli etkilerden sorumludur. Gth tarafindan
yaratilan yerel nekroz, hiicresel immunite tarafindan yerel makrofaj aktivasyonu
saglamasi i¢in konakgiya zaman kazandirir. Gth tarafindan olusturulan nekrotik
bdlgenin kenarindan kagan basiller buradaki yerel makrofajlarca tutulur. Eger bu
makrofajlar hiicresel immunite tarafindan aktive edilmis iseler fagosite ettikleri
basilleri 6ldtrecek ve hastaliyi durduracaklardir. Fakat aktive edilmemis iseler
basiller bu makrofajlar iginde tekrar gogalmaya baslayacak, ¢cogalmayi énlemek
icin Gth yaniti tekrarlanacak, béylece kazedz nekroz alanlan genigleyecektir
(12).

2. 3. 1. Mikobakteriyel antijenler

Mikobakterilerin fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel &zelliklerinde farklilik
gosteren cok sayida antijenik yapisi vardir. Mikobakteriyel antijenler, pek gok
lipid, protein ve polisakkaritten olugur. Bu kompenentlerin immunsipresyon,
makrofaj aktivasyonu, granilom olusturma, toksisite, alternatif yoldan
kompleman aktivasyonu gibi ¢cok degisik etkileri vardir. Mikobakterinin neden
oldugu infeksiyonlarda esas olarak hiicresel immin sistem rol oynadigindan

proteinler, anahtar immiinojenler olarak kabul edilir (13).
Mikobakteriyel Proteinler

Old tuberkulin (OT): llk kez Koch tarafindan hazirlanan OT; M.
tuberculosis ve M. bovis'in sivi besiyerinde 37°C’ de 3-8 hafta uretilmesini
takiben akim halindeki buharla élduraimesi, ilk hacminin '/1o'u kalincaya kadar
Istyla yogunlastiriimasi ve filtrasyonla sterilize edilmesi sonucu elde edilen saf
olmayan bir Grindidr. OT’ nin infekte bireylerde, basille kargilasmamis olanlara
nazaran daha cabuk ve daha belirgin reaksiyon olusturdugu gérilimis ve
tiberkiloz infeksiyonun tanisinda, intradermal cilt testi olarak kullaniimaya
baglanmigtir. Ancak OT’ nin besiyerinden kaynaklanan baska komponentler de
icermesi, bu aktif tiberklloproteinin saflagtinimasi ihtiyacini dogurmustur
(15).
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Saflagtinlmig Protein Tiirevi (Purified Protein Derivative: PPD)

llk kez Seibert tarafindan tamimlanan PPD, yapay besiyerinde
hazirlanmig OT’ in kollodyen membranlardan sUzillip amonyum siiifat ve
aseton ile ¢okturtlmesi sonucu elde edilmig bir Grindir. Saflastirimig protein
turevi (PPD) ismine karsin saf protein degildir, bazi avantajsiz durumlarn séz
konusudur. Hazirlanmasinda son derece uzun bir inkilbasyon dénemi, basili
100 °C’'ye kadar isitarak oldurme ve proteinlerin ¢éktiriilmesi basamaklar
vardir. Tim bu basamaklar proteinin denatiirasyonuna neden olur. Stanfort ve
arkadaslar “yeni tUberkdlinler” adi altinda deri testi igin daha uygun protein
deriveleri hazirlamiglardir. Bunlar PPD’ den tiire 6zgill antijenler bakimindan

¢cok daha zengindirler (15).

Diinya Saglk Orgiitll 0.1ml soliisyonda 5 tiiberkilin Gnitesi (TU) dozunda
PPD veya 0.0001 mgr PPD-S proteini bulunmasini énermektedir. Deri testi
sonuglari 48-72 saat sonunda olusan endirasyon bélgesinin o&lclimesi ile
degerlendirilir (4, 15). Olusan bu immunolojik fenomen: Tip IV veya gecikmis
tipte asin duyarhiik reaksiyonu olarak isimlendirilir (15).

Antijen 5, Antijen 6, Antijen 60: Saflagtiriimis sitoplazmik proteinlerdir.
Bakteriye karsi olusan himoral immin cevabi godstermek amaciyla
kullaniimaktadir. Mikobakteriyel infeksiyonlarda olugsan hiimoral immin cevap
antijlen 60’a dayall Enzim lle Isaretli Antikor Deneyi (ELISA) ile gésterilebilir,
ancak bu antijen b{tin mikobakterilerde vardir ve M. leprae gibi diger
mikobakteri tarleri ve Nocardia ve Corynebacteria ile capraz reaksiyon
vermektedir (24).

65k Da Protein: Saflastiriimis mikobakteriyel antijenler icinde en ilgi
cekici olanidir. Ozellikleri bakimindan 1s1 sok proteinlerine gok benzerler. Etkili
antitiiberkiiloz agi geligtirme galigmalarinda, insanda Th4 hiicre cevabini uyaran
mikobakteriyel antijenlerin tanimlanmasi kritik bir 6neme sahiptir. Rekombinant
tekniklerle elde edilen protein antijenleri (10, 30, 38 ve 65k Da) verimli T hlcre

cevabini saglamiglardir (22, 25).
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Antijen 85 Kompleksi: M. tuberculosis’ in fibronektine baglanan bir
proteinidir. Salgisal tiptedir. Fibronektin T hiicre reseptorleri ile badlanarak T
lenfositlerini aktivite edebilmektedir. 85A T hiicre aktivasyonunu ve buna bagh
olarak makrofaj aktivasyonunu bozar, deri testi cevabini engeller ve infeksiyon

bélgesinde makrofajlarin savunma yapmalarini énler (14, 21).

Mikobakteriyel Polisakkaritler

Arabinoz, galaktoz ve mannoz igeren polisakkarit | molekdlleri geg tip
asinduyarliik olugturabilirler, polisakkarit 11 moleklleri ise geg tip agir duyarhlik
olusturmaz, fakat serolojik aktivite gdsterirler (26, 27). Polisakkaritlerin temel
kaynagi hiicre duvaridir, arabinogalaktanlar, arabinomannanlar ve glukaniar
hticre duvarinda bulunur (2, 12, 14, 15, 21).

Mikobakteriyel Lipidler

Mikobakteriyel lipitler, esas olarak hiicre duvarinda yer almakla birlikte,

sitoplazmada da bulunurlar (15, 21, 28).

Trehaloz glikolipidler (Kord faktor): Trehaloz dimikolat yapisindadir.
Tuberkiloz basillerine kiime olugturma kabiliyeti kazandirdigi i¢in kord faktér
olarak bilinir. Cogu sitokin salinimina bagh pek c¢ok &zelligi tanimlanmigtir.
Baglicalari; sistemik toksisite, antitimor aktivite, granilom olugumu, makrofaj
kemotaktik faktorlerinin  salinimi, I6kosit migrasyon inhibisyonu olarak
dzetlenebilir. Kord faktér kompleman: alternatif yoldan aktivite ederek akut
inflamasyona da yol acar. Farelerde karakteristik bir toksisiteye sahiptir (13, 15,
28) .

Siilfolipidler: Sulfur iceren glikolipidlerdir. Bakterinin patojenitesi ile
ilgilidir. Kord faktore sinerjik etki yapar. Makrofajda fagozom-lizozom flizyonunu

engeller ve bakterinin intraselltiler yagsamini stirdiirmesinde rol oynar (13, 28).

Fosfotidler: Epitel hicrelerinin dev hiicrelere déniigmesine neden olur.

Tuberkil olugsumunda rol oynar (13).

PEERIADTTI,  wing
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Wax D: Peptidoglikolipid yapidadir. Freund’s adjuvaninin etkisini arttirici
6zellige sahiptir. Basile ait bazi proteinlerle beraber tiuberkiline kars! geg tipte

hipersensitivite olusturur (13).

Fosfotidil inositol mannosid: Hicre duvar iskeleti icin bir ¢imento
gorevi gorur. Sitoplazmik membrana baghidirlar. Peptidoglikan ve hiicre duvar
polisakkaritlerinin sentezinde rol oynarlar. Saflagtinimis fosfotidil inozitol

mannozidler hapten ve antikor yaniti olustururlar (12, 14, 28).
2.4. INFEKSIYONLARI

2.4.1. Primer infeksiyon

Primer tuberkilloz, bireyin tlberkiloz bakterisi ile ilk defa infekte
olmasidir. Infeksiyon, basillerin konagin ilk savunma mekanizmasini yenip
hayatta kalmayi basarmasinin ardindan akciger parankiminde cogalmasi ile
baslar (Ghon odag@i). Komsu lenfatikler basili hiler lenf nodlarina gétarir. Ghon
odad: ve iligkili hiler lenfadenopati primer kompleksi (Ranke kompleksi)
olusturulur (5, 13). Primer infeksiyonda denilen siire¢ hiicresel immin yanit
gelisimi ile durdurulur ise, hastalik gelismeden olay sonlanir. Basilin infektif
dozu ve immiin cevabin giicii daha sonra ne olacagini belirler. Pek ¢ok olguda
immin cevap basilin ¢ogalmasini durdurur birka¢ basil gizli (dorman basil)
kalabilir. Infeksiyonun tek géstergesi pozitif tuberkalin deri testidir. Baz
olgularda immiin cevap basilin gogalmasini dururacak kadar gugli degildir. Bu
. durumda birkag¢ ay icinde hastalik olugacaktir (5).

Primer tiberkiiloz genellikle asemptomatiktir (Sekil 2). Bir yag altindaki
cocuklarin % 45-50'sinde,bir yas Ustiindekilerin ise %85-95’inde tesadiifen
cekilen grafiler ile tani konur. Bir gocukta; balgam pozitif aktif tliberkiloziu bir
hasta ile temas hikayesi, PPD pozitifligi ve akciger grafisinde hiler/paratrekeal
lenfadenopati ve/veya Ghon odadinin varhi§ primer tlberkilozu

dusundiarmelidir (13).
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Sekil 2. Primer infeksiyonun sonuglari (5 ).

Klinik bir hastalk yok, PPD pozitif
(olgularin % 90)

Asinduyarlilk  reaksiyonlarina bagli
olarak eritema nodozum ve filiktenli

keratokonjunktivit
Primer kompleks

\ Akciger ve plevral komplikasyonlar

turberkilloz pnémonisi, plevral effiizyon

Yaygin hastalik lenfadenopati
(geneliikle servikal) menenijit, perikardit,

miliyer hastalik.

Miliyer Tiiberkiiloz

Basil kanla primer kompleksten tiim viicuda yayilabilir. Daha ¢ok 0-4 yas
aras! ¢ocuklarda primer infeksiyonun erken komplikasyonu olarak ortaya ¢ikar.
Cesitli organlarda sayisiz kiglk lezyonlar vardir. Miliyer tliberkiloz olarak
adlandirilan tabloyu birkag¢ hafta iginde gelisen, tuberkiloz menenijit izleyebilir.
Miliyer tuberkilozlu hastalarin % 30'unda PPD negatiftir (13). Cesitli vicut
sivilarindan ve sekresyonlarindan M. fuberculosis izole edilebilir. Lenf bezi,
kemik iligi, karaciger, akciger gibi doku biyopsi érneklerinde basilin gésterilmesi
retilmesi ve tipik granilomat®z histopatolojik bulgularin saptanmasi tanida son

derece 6nemlidir (29).
2.4.2. Sekonder Tiiberkiiloz

Sekonder tiberkiiloz; primer infeksiyonu izleyen aylar veya yillarca siren
latent bir stirecin ardindan gelisir. Reaktivasyon ya da reinfeksiyon geklinde

olusur.
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Endojen reaktivasyon; primer infeksiyondan sonra aylar veya yillarca
dokularda canliigini sirdiren basillerin (dorman basil) hayatin herhangi bir
déneminde hicresel immin yanitta meydana gelen baski nedeniyle (stres,
beslenme yetersizligi, kemoterapi, AIDS vb) aktif hale gegmesiyle meydana
gelir. Endojen reaktivasyon primer komplekste (orta-alt akciger zonlarindaki ilk
akciger odaginda ve komsu lenf bezinde) degil, akciger apekslerindeki
hematojen yayilim odaklarinda geligmektedir (12,13).

Eksojen reinfeksiyon: Daha o6nce primer infeksiyon gegirmis,PPD
pozitif olan kisiler, eder tlberkiiloz basili ile yeniden karsilasirlarsa, mevcut
hucresel immiinite bu basillerin alveollere yerlegsmesini, gogalmasini énler fakat
bu koruma tam degildir. Karsilagsma yogun ve sik tekrarlaniyor ise basiller hava
yolu ile geldikleri akciger apeksierine yerlesebilirler, buradaki basiller cogalarak
belirli bir sayiya ulaginca immin T lenfositler lezyon bélgesine gelerek
kazeifikasyon nekrozu olustururlar. Béylece basillerin buyik ¢ogunlugu yok
edilirken az sayida basil dorman hale geger ve bu halde canliliklarini
strdarirler. Basiller hiicresel immunite zayifladiinda tekrar gogalmaya baslar
(12).

Ekstrapulmoner Tiiberkiiloz

Plevra Tiiberkiilozu: Erigskin veya yaslilarda eksudatif plérezinin en
6nemli nedenidir. Addlesan ¢adda ve geng erigkinlerde gegirilmis tuberkilloz
infeksiyonunun sekli olarak ortaya ¢ikar. Plevral tlberkilozu subplevral
yerlesimli tliberkiiloz odaklarinin plevral aralia agilmasi ile olur. Olgularin
yarisindan c¢ogunda kultir pozitifligi vardir, biyopsi 6érnedinde direkt basil

gosterme orani da yiksektir (29).

Perikard tiiberkiilozu: M. tuberculosis ile mediastinal veya hiler lenf
bezinin perikard aralia ruptiuri sonucu tiberkiloz perikardit geligir. Miliyer
tuberkiiloz sirasinda basillerin hematojen yayilimla perikarda ulagsmasi nadirdir.
Perikardiosentez ile alinan perikard sivisi eksuda karakterindedir. Direkt
mikroskobide basil pozitifligi dusiik orandadir, kuittr izolasyon orani ise
% 50°dir.
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Kemik ve eklem tiiberkiilozu: Hematojen veya daha nadiren yakin bir
odaktan lenfatik yolla yayilm sonrasi ortaya ¢ikar. Omurga tlberkilozuna
tuberkiloz spondilit veya Pott hastaligi adi verilir. Tiberkiillozun endemik oldugu
bolgelerde addlesan ¢adda ve geng eriskinlerde, gelismis Ulkelerde ise ileri
yaslarda gérulur. En sik torakal vertebralar tutulur, bunu lomber, servikal ve
sakral vertebralar izler. Periferik osteoartrikiler tiiberkiiloz genellikle tek eklemi
tutar. Kalca ve diz eklemi gibi agir yuk tasiyan eklemlerde de gdérulir.
Tuberkilloz osteomiyeliti her kemikte gérilebilir. En sik kostalar, kafatasi,
metacarplar, pelvis kemikleri ve uzun kemikler tutulur. Vertebra tiberkilozunda
yaklasik olarak olgularin yarisinda apse veya biyopsi kultir pozitiflii vardir.
Sinoviyal sivida direkt mikroskobide basil pozitifligi % 25'dir. Sinoviyal
biyopsinin kiiltir ve histolojisi ile % 100’e yakin oranda tani konur (29).

Bobrek tiiberkiilozu: Hematojen yayilim ile gelisir. Taberkilozun butin
formlarinda semptomatik olmayan renal kortikal tutulum vardir. Genitolriner
tuberkilozlu olgularin % 52-76'sinda aktif veya gegcirilmis tuberkiloz vardir.
Cogunlukla orta yas grubunda gérilir. Erkeklerde 1,5 kat daha fazladir. Idrarda
basil miktan az oldugu igin direkt mikrokobik inceleme tanida yardimci degildir.
Ayrica saprofit mikobakteriler nedeniyle yanlis pozitiflik olabilir. Ug sabah ust
tste alinan idrarda M. tuberculosis igin kiltiir pozitifligi %80-90°dir. Idrar kaltari
negatif olan olgularda biyopsi materyalinin sitolojik incelemesi ve kuilturi tani
koydurabilir (29).

Erkek Genital Sistem Tiiberkiillozu: Tuberkiloz  basilinin
lenfohematojen yolla yayilmasi veya bdbrekteki infekte odaktan direkt yayilimi
sonucu geligir. Prostat, vesicula seminalis, epididim ve testisler tutulabilir. En sik
orsit ve epididimit géraltr. Tani cerrahi olarak gikarilan kitlenin incelenmesi ile
konur. Genital sistem tlberkllozu stpheli olan olgular, bdbrek tuberkilozu

yoéniinden de arastirimalidir (29).

Kadin Genital Sistem Tiiberkiilozu: Hematojen yolla olugan
endosalpinksteki bir tlberkiiloz odaginin diger genital organlara yayilimi ile
olugur. Endometrium % 50, overler % 30, serviks % 5-15 ve vajen % 1 oraninda
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tutulur. Tanida menstruel kanama, kiretaj veya endometrial biyopsi
materyallerinden ve varsa tubaovarian apse aspirasyon materyalinden
mikrobiyolojik ve histopatolojik inceleme yapilmasi gerekir (20). Ancak tani

genellikle operasyon ile konmaktadir (29).

Gastrointestinal Sistem Tiiberkiilozu: Yaygin kaviter akciger
tuberkllozlu ve larinks tiberkilozlu olgularda infekte balgamin yutulmasi veya
hematojen yayillimi ile ortaya ¢ikar. Tiberkiloz gastrointestinal kanalin
agzindan aniise kadar her bélgesine yerlesebilir. En sik ileum ve ileogekal
bélgeyi tutar. Daha sonra sirasiyla kolon, apendiks, jejunum, rektum,
duodenum, mide ve 6zafagusa yerlesir. Agizda tuberkiloz nadirdir. Genellikle

dis etinde agrisiz Ulsere lezyonlar seklindedir.

Gastrointestinal sistem tliberkitlozunun laboratuar tanisi igin; agiz, farinks
ve anal bélgedeki lezyonlardan, biyopsi, endoskopik inceleme ve biyopsi,

radyolojik inceleme yapilir. Tani genellikle cerrahi olarak konur (1).

Periton Tiiberkillozu: Hematojen yolla veya tlberkilloz salpenijit,
intestinal, abdominal lenf bezi tiberkillozu gibi komsu bdélgeden direkt yayilim
ile olur. Periton sivisi eksuda karakterindedir. Periton sivisinda basil pozitifligi
nadirdir. Kultirde ise % 25 oraninda basil izole edilir. Asit mayiinde adenozin
deaminaz aktivitesinin ve IFN y dlizeyinin artmasinin tanisal degeri yuksektir.

Tani konamayan olgularda periton biyopsisi yapiimalidir (29).

Lenf Bezi Tiiberkiilozu: Hematojen veya direkt yayilim sonucu ortaya
cikar. Addlesan ¢agda ya da geng erigkinlerde sik gériliir. En gok tek tarafli
anterior ve posterior servikal zincir ve supraklavikiller lenf bezi tutulur.
Mediastinal, mezenterik lenf bezleri ve diger lenf bezlerinin tutulumu da olabilir.
Servikal lenf bezi tlberkillozunda g¢ogunlukla birden fazla lenf bezi tutulur.
Tanida drene olan materyalden ve biyopsi érneginden inceleme yapilmalidir
(29).
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Deri Tiiberkiilozlan: Tuberkiiloz basilinin deriye girisi ¢cogunlukla agik
deri alanlarindan o6zellikle ylz ve ekstremitelerde goéralur. Siyrik, ¢izik,
yaralanmalar, bécek isirmalan basil igin girig kapisi olusturabilecegi gibi,
siinnet, dégme, yeterli sterilizasyon yapiimamig injeksiyonlar, kulak deime
islemi gibi uygulamalarla da basil deriye inokule olabilir. Oral kavite ve
konjuktivada da gériilebilir. llk lezyon kugik bir paptldir. Daha sonra adrisiz bir
Ulser gelisir. Bu lezyon tiiberkiiloz sankri adini alir. Tani basilin gésterilmesi ve

uretilmesi ile konur (30).

Tiiberkiiloz Menenijiti: Tuberkilozun en agir klinik formu, santral sinir
sistemi tiberkiilozudur. Genellikle primer infeksiyonun komplikasyonu olarak
geligir. Erigkin yas grubunda ise, her yasta gérilmesine ragmen en fazla 25-45
yas arasinda goriilmektedir. Tuberkiloz menenjit tanisinda beyin omurilik sivisi
(BOS) incelenmesi esastir. BOS oda isisinda bekletildiginde fibrin agi olugumu
gézlenir. BOS sedimentinde aside direngli bakteri (ARB) gésterilmesi erken tani
icin gok 6nemlidir BOS sedimentinin EZN metodu ile boyanan preparatlarinda
ARB pozitifligi % 10-40 oraninda degisir. Ard arda dért ayrt BOS &rneginin
incelenmesi ile ARB pozitifligi orani % 90'a g¢ikmaktadir. Kesin tam1 BOS

kultarinde tuberkiiloz basilinin Uretiimesi ile konur (31).

Tuberkiloz menenjitin erken tanisinda BOS’'da adenozin deaminaz
aktivitesinin yukselmesinin gosteriimesi, lateks aglitinasyonu veya ELISA ile
BOS’'da mikobakteriyel antijenlerin gosterilmesi 6nemlidir (1). Duyarlihg: ve
dzgullugu yuksek molekiler tekniklerin tanida yerini almasi da tuberkiloz

menenjitin hizli tanisinda oldukga énemlidir (31, 32).
2.5. TANI YONTEMLERI

Tuberklloz hastalarinin erken tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun
korunmasinda en etkili yoldur. Tuberkiloz tani ydntemlerinin amaci, klinik
orneklerde mikobakterilerin varligint gostermektir. Tuberkiloz ve diger
mikobakteriyel infeksiyonlar arasindaki temel fark M.fuberculosis’ in insandan
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insana bulagsmasidir. Bu sebebten, tlberkiloza mimkun oldugu kadar hizl tani

konmasi son derece énemlidir (9).

Bir mikobakteriyoloji laboratuvari, tiiberkiilozun laboratuvarda kazanilan
infeksiyonlar arasinda ilk sirasinda yer aldigi g6z éniinde bulundurularak 6zel
fiziki sartlara sahip olmaldir. Aerosollerin kontrolii ve laboratuvarlarda diger
mikobakteriyel kontaminantlardan 2B tipinde laminar akimli biyolojik emniyet
kabinleri kullanilarak asilabilir. Ayrica ¢alismalar negatif hava ¢ekimi altinda
yapiimali ve aerosollesmeyi Onleyecek sekilde donatilmig yiksek hizli

sogutmah santrifujler kullaniimalidir (2, 17).

Mikobakterilerin tanisinda, her mikrobiyolojik testte oldudu gibi, dogru ve
glvenilir laboratuvar sonuglarinin elde edilebilmesi igin yeterli ve uygun &rnek
toplanmasi ve uygun sekilde tasinmasi gereklidir. Tanida kullanilacak érnekler
mimkin oldugu kadar tedaviye baslanmadan énce alinmalidir (2, 16, 17).
Mikobakteri tanisinda kullanilan 6rnekler; pulmoner veya ekstrapulmoner,
kontamine veya steril bolgelerden alinabilir. Ornekler steril ve tek kullanimlik
kaplara alinmali ve miimkin ise 30 dakika igerisinde laboratuvara ulagtiriimal,
aksi taktirde +2° - +8 °C’da bir geceyi agmayacak sekilde muhafaza ediimelidir
(2, 13, 16, 17).

Tuberkiiloz tanisinda klinik érneklerin alinma ve laboratuvara génderilme

kosullar;

e Balgam ve diger pulmoner sekresyonlar: Tuberkiloz tanisinda
balgam ve brongiyal aspiratlar gibi puimoner érnekler en sik kullanilan kiinik
materyellerdir. Hastadan 5-10 ml tukorik icermeyen sabah balgami alinmasi,
mimkin ise hasta ilag veya herhangi bir yiyecek almadan énce agzini suyla
yikadiktan sonra steril bir kaba almasi tercih edilir. Eger balgam alinamiyor ise,
bronkoskopi yapilmasi uygun goérilmektedir. Bronkoalveoler lavaj (BAL),
transbrongiyal aspiratlar, brongiyal ylkama ornekleri ve brongiyal firgalamalar
tani koyma sansini arttirmaktadir. Ancak, bronkoskopi esnasinda kullanilan

lidokainin mikobakteriler tizerine olan inhibitér etkisi ve tuzlu su ile 6rnedin dilde
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oldugu laboratuvar ¢aligmasi sirasinda akilda tutulmalidir. Balgam &érnegdi en az

ard arda (¢ giin boyunca alinip incelenmelidir (2, 17).

eAchk mide suyu: Aclhk mide suyu (AMS), gece boyunca yutulan
balgamin toplanmasi amaci ile; bebekler, gocuklar ve koma halindeki hastalarn
midesinden gastrik lavaj ile alinir. En az 5-10 ml érnek alinmalidir ve alinir
alinmaz veya en ge¢ 4 saat icinde sivi nétral pH'ya (100 mg sodyum karbonat
eklenerek) ayarlanmalidir. Nétralize edilmemis &6rnek, asidik pH mikobakteri
yapisini bozdugu igin, isleme alinmamalidir. AMS saprofit mikobakteri
icerebilecedinden bu érneklerde yaymalar yanlig pozitif sonuglar verebilmektedir

(2).

«Kan: Ozellikle AIDS’li, imminkompromize hastalardan mikobakterilerin
izolasyonunda kan ©6rnegi kullaniir. Cogunlukla yaygin mikobakteri
infeksiyonlari Mycobacterium avium kompleks (MAC)’e baglidir. Mikobakteriyel
kan kltarleri icin 1solator lysis centrifugation system (Wampole Lab.) veya
radyometrik BACTEC 13 A kan kiltir siseleri (Becton-Dickinson) gereklidir.
Isolator tupler hicreleri eriterek intraselliler mikobakterinin salinimini saglayan
saponin igerir. BACTEC 13A siseleri de antikoagilan olarak sodium polyanethol
sulfonate veya heparin icerir. EDTA'lI veya koagiile olmus kan ekim igin uygun
degildir (2). Kandan mikobakteri izolasyonu igin gereken slre ortalama 23-25
gandir (MAC igin 22-65 M. tuberculosis igin 35-33 gin) (33).

« [drar: Sabah alinan orta akim idrar uygundur. Gece boyu mesanede
biriken en az 40 ml idrar kiltir uygulamasinda kullanilir 12 ve 24 saatlik idrar

toplanmasi kontaminasyon riski agisindan uygun degildir (2, 17).

«Digki: Herhangi bir koruyucu igermeyen, tek kullanimlik kaplara 1 gr'in
Uzerinde digki alinarak laboratuvara génderilir. Digki érnekleri AIDS’li hastalarin
gastrointestinal sistemlerinde MAC varhginin gésterilmesi igin kullanilmaktadir.
Onceki caligmalar digkl kiiltiriniin ancak yayma pozitifliinde uygulandigini
gbstermektedir. Ancak son veriler bu yaymalarin duyarhhdinin ancak % 32-34
oldugunu gostermistir, yani yayma sonuglari mikobakteri kilturiniin yapilip
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yaptimayacagini belileyememektedir. Rutin kiiltir ve yayma taramalari bu
hastalarin yaygin MAC infeksiyonu riski tasidigini etkili bir sekilde
belirleyememektedir. Pozitif digki kilturi ve negatif kan kultirii olan hastalarda
antibiyotik profilaksisinin etkinligine iligkin bir veri yoktur. Bu ylizden MAC igin

digki 6rnegdi incelenmesi énerilmemektedir (2).

«Viicut sivilan (Beyin omurilik sivisi (BOS), plevra, perikard, periton,
kemik iligi): Aseptik aspirasyon veya cerrahi yontemlerle alinir. Az miktarda
mikobakteri icerdiklerinden mimkiin oldugunca fazla miktarda alinmasi klturde
Uretme sansini arttirir. Ornegin BOS 6rnegi en az 2 ml ekilmelidir. Ozellikle sivi
besiyerlerine ekim yapilmalidir (2, 17).

eDokular (lenf nodu, deri, diger biyopsi metaryalleri): En az 1 gr
doku, herhangi bir fiksatif veya koruyucu icermeyen steril kaplara alinarak
laboratuvara goénderilmelidir. Kutanéz Ulserlerde biyopsi pargasi lezyonun
cevresinden alinmalidir (2).

2.5.1. Aside Direncli Boyama Yoéntemleri

Tuberkilozun laboratuvar tanisinda, ilk basamak aside-direngli boyanma
teknigi uygulanarak hazirlanmig yaymalarin degerlendirilmesidir. Pulmoner
orneklerdeki tuberklloz basilinin sayisi direkt olarak bulagsma riskiyle
baglantilidir. Mikroskobi hastaneye yatirilip izole edilmesi gereken hastalarin
taranmasinda da énemli bir kriterdir. Su anda iki aside-direncli boyanma teknigi
uygulanmaktadir. Birincisi; 151k mikroskobu kullanilan bazik fuksin yéntemidir
(Ziehl-Neelsen veya Kinyoun yontemi). Yaymalarin degerlendiriimesi yaklagik
15 dakika gerektirir ve yaymanin negatif olarak degerlendirilebilmesi icin en az
300 saha incelenmelidir. lkinci ve tercih edilen ydntem floresan mikroskobu
kullanilan auramine-rhodamine floresan boyamadir (2,8,16,17,34-37). Incelenen
ornekler Centers For Disease Control (CDC) kriterlerine gére rapor edilir (Tablo
2).

Aside direngli boyama yontemleri 6zgul degildir. Sadece M. tuberculosis
degil diger mikobakterilerde aside direngli boyanirlar. Mikobakteriler haricinde,
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Nocardia, Rhodococcus, Legionella micdadei, Cryptosporidium spp ve
Cyclospora kistleri de belirli derecelerde aside-direngli boyanmaktadirlar.
Yoéntemin duyarlihdi % 22-81 arasinda bildiriimektedir. Negatif bir yayma, ml'de
ancak 5 x 10%-10* basil pozitif sonug verebileceginden, tiberkiloz stiphesini

uzaklagtiramaz (17).

Mikroskobideki bu olumsuziuklar, yéntemin tek basina tlberkiloz
sliphesini gideremedigini go6stermektedir. Mikobakteri infeksiyonlarinin
tanisinda kiltir yéntemleri dnemli yer tutmaktadir. |zolasyon siresini kisaltan
cesitli kultir yéntemleri mevcuttur. Bunun yani sira molekiler teknikler de
tuberkilozun hizli tanisinda yiiksek duyarlilik ve 6zgullukleri ile artan bir Sneme

sahiptirler.

Tablo 2. Direkt boyall preparatlarin degerlendiriimesi ve rapor

edilmesi(13).
Aside direncli basil sayisi/mikroskop alani
Sonug EZN Florokrom boyama
(1000x) (250x) (450x)

ARB goriimedi 0 0 0
Supheli yeni 6rnek ile tekrar edilmeli 1-2/300 1-2/30 1-2/70

+1 1-9/100 1-9/10 2-18/50

+2 1-9/10 1-9/1 4-36/10

+3 1-9/1 10-90/1 4-36/1

+4 >9/1 >90/1 >36/1

2.5.2. izolasyon ve identifikasyon Yontemleri

Tlberklloz arastirimasi icin laboratuvara gdénderilen birgok &rnek
hastanin normal floras! ile kontaminedir. Mikobakterilerin yavas Uremeleri
dolayisiyla uzun bir inkiibasyon periyoduna ihtiyag duymalari, mikobakteri
haricindeki  mikroorganizmalann  dreyip, mikobakterilerin tremesini
baskilamasina yol agar. Bu ylizden kontamine &érneklerin kuitar yapiimadan
énce belirli islemlerden gegirilmesi gerekir (homojenizasyon-dekontaminasyon).
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Aseptik sartlarda alinmis dokular veya viicut sivilari konsantre edildikten sonra,

kiltar iglemi uygulanir (2, 16, 17).
2.5.2.1. Homojenizasyon ve Dekontaminasyon Yéntemleri:

Pek c¢ok klinik 6rnek bakterinin ¢evresinde mukus, organik kalintilar ve
flora elemani mikroorganizmalari igerir. Mikobakterinin ylksek lipid icerikli hiicre
duvan bakteriyi kimyasallarin zararli etkilerine daha az hassas kilar. Bu
ozelliginden vyararlanilarak ¢esitli homojenizasyon ve dekontaminasyon
yontemleri kullaniimaktadir (16). Mukus igeren érnekler (balgam, AMS, BAL vb)
hem homojenizasyon, hem de dekontaminasyon islemi gerektirirken, kontamine
oldugu bilinen idrar, otopsi materyali, abdominal ve dider sivilar sadece
dekontamine edilmelidir (16). Homojenizasyon-dekontaminasyon igin, NaOH, N-
asetil L-sistein (NALC), zefiran-trisodyum-fosfat, oksalik asit, sefipiridyum klorit
ve sodyum klorir, sulfurik asit yontemlerinden biri uygulanmaktadir (2, 13, 14,
16, 17).

Sodyum hidroksit, en yaygin kullanilan dekontaminanttir, ayni zamanda
mukolitik etkisi de vardir. Ancak, alkaliyi glglendirmek ve uygulama siresini
arttirmak kontamine bakterilerle birlikte mikobakterileri de etkiler. Uygun
olmayan bir dekontaminasyon klinik &rnekteki mikobakterilerin % 20-90'im
oldurebilir. Homojenizasyonda vorteks kullanilarak érnegin, mimkiin oldugu
kadar ¢oziilmesi uygundur. Tim bu iglemler biyolojik glvenlik kabinlerinde

yapilmalidir (2).

En vyaygin kullanilan homojenizasyon-dekontaminasyon ydntemi
NALC-NAOH'dir. Bu yontem o6zellikle BACTEC ve diger sivi besiyerlerine
yapilacak inokilasyonlar igin uygundur. Mukus yodunlugu fazla olan klinik
orneklerde NALC miktari arttirilabilir. Selektif besiyeri kullanilarak da (antibiyotik
ve antimikotik iceren) sert dekontaminasyon ydntemleri uygulanmasi
sinirlandinlabilir (2, 16, 17).
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2.5.2.2. Konvansiyonel Kiiltiir Yontemleri

Mikobakterilerin Gretiimesinde kullanilan segici veya segici olmayan pek
cok besiyeri vardir. Mikobakterilerin ilk izolasyonlart i¢in sivi besiyerleri tercih
edilir. Kati besiyerleri ise yumurta veya agar bazlidir ve hepsi ¢esitli oranlarda,
kontaminat bakterileri baskilayici 6zellijine sahip malasit yesili veya diger anilin
boyalan igerirler. Yumurta bazl besiyerleri; gliserol, tuz, patates unu, st gibi
maddeleri, yumurtanin tiomi veya sarisi ile birlikte igerirler. Bu besiyerleri
+ 4°C'de muhafaza edildiginde birka¢ ay kullanilabilirler. Bu besiyerinin
dezavantaji artik maddelerle kolonileri birbirinden ayirma zorlugu ve
antimikobakteriyel duyarlilik testlerinin standardizasyon sikintisidir. Yumurta
bazli besiyeri icerisinde en yaygin kullanilan; Ldéwenstein-Jensen (LJ)
besiyeridir. LJ besiyeri M. tuberculosis tanisinda iyi iken diger turlerin
izolasyonunda guvenilir degildir. Petragnani besiyeri LJ'den iki kat fazla malasit
yesili icerir. Yogun kontaminasyonlu érneklerden mikobakteri izolasyonunda
LJ'den daha iyi sonuglar vermektedir. "American Thoracic Society" besiyeri
LJ'den daha disik miktarda malasit yesili icerir ve kontamine olmayan veya az

kontamine oldugu distntlen érneklerin kilturinde kullanilir (16).

Agar bazli besiyerleri; mikobakterilerin Greme sirelerini kisaltmak
amaciyla kullanilir. Birgok mikobakteri kultirinde koloniler 7-10 giinde
mikroskop altinda gérilebilecek boyutlara ulasirlar. Middlebrook 7H10 ve 7H11
besiyerleri; tuzlar, vitaminler, kofaktérler, gliserol, malasit yesili ve agardan
olusup oleik asit, bovine albiimin, glilkoz ile zenginlestirilmistir. Middlebrook
7H17'in 7H10'dan farki % 0.1’lik enzimatik kazein hidrolizat icermesidir. Bu
besiyerinde M. tuberculosis’ in izoniazid-direngli suglari gbzlenebilir (2, 16,
17).

Segici besiyerleri; LJ, Middlebrook 7H10 ve 7H11’de antimikrobiyal
ajanlar eklenerek kontaminant bakterilerin eliminasyonunu saglamak igin
hazirlanir. Segici besiyerleri, segici olmayan yumurta veya agar bazli besiyerleri

ile birlikte kullaniimahdir. Yumurta bazli segici besiyerleri; penisilin ve nalidiksik
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asit igeren LJ Gruft ve sikloheksimid, nalidiksik asit, linkomisin igeren
Mycobaktosel LJ'dir. Mitchison segici besiyeri ise Pseudomonas spp.
kontaminasyonunu 6&nlemek igin karbenisilin icerir, ayrica polimiksin B,

trimetoprim laktat ve amfoterisin B igerir (2, 16).

Mikobakterilerin klinik 6rneklerden izolasyonundan sonra, identifikasyonu
icin ilk olarak; dreme Isisi, koloni morfolojisi, pigmentasyon gibi fenotipik
Ozellikler degerlendirilir. Bu dzellikler kesin identifikasyonu saglamasa da, daha

ileri testlerin segiminde yardimei olur (16).

Mikobakteri kolonileri dizgiin S kolonilerden diizensiz R kolonilere kadar
pek ¢ok koloni morfolojisi gésterebilir. Ornedin M. intracellulare ortasi daha
yogun tavada yumurta gériiniminde koloniler yapabilir. Ureme zamani ve isisi
mikobakteri turleri arasinda farklihk gésterir, ayni zamanda kullanilan
besiyerlerinden ve ilk inokulumdan etkilenir. llk belirme siiresi genis bir sireyi
kapsar (3-60 gun). Mikobakteriler 7 giinden 6nce ve sonra Ureyenler olmak
Uzere gruplandinlirlar. Mikobakterilerin ilk izolasyonda Ureme sicakliklar dar bir
araliktadir. M. marinum, M. haemophilum en iyi 30-32 °C’de Urer. Diger taraftan
M. xenopi en iyi 42 °C'de urer (16). Mikobakteriler pigment olusturma
durumlarina gére gruplandirilirlar. Isikli ortamda karoten pigment olusturan
turler fotokromojenler (M. kansasii, M. marinum, M. simiae, M. asiatiaum), 1sikl
veya karanlik ortamda pigment olusturaniar skotokromojenler (M. scrofulaceum,
M.szulgai, M.gordonae, M.flavescens) ve pigment olusturmayaniar

fotokromojen olmayanlar olarak isimlendirilir (Tablo 1).
2.5.2.3 Radyometrik Kiiltiir Yontemleri

BACTEC 460 sistemi (Becton Dickinson) Mycobacterium’un remesini
belirleyen otomatik radyometrik bir kditor sistemidir (2, 16, 17). Sistemde
Middlebrook 7H12 ve 7H 13 (Bactec 12B ve Bactec 13 A) sivi besiyerleri
kullanilir. Bactec besiyeri 'C isaretli palmitik asit icerir. Bu radyoaktif madde
mikobakterilerce metabolize edilir ve siselerde radyoaktif CO, olusur. BACTEC
460 cihazi bu "CO, miktarini élgerek “Greme indeksi, GI” olarak degerlendirir.
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Besiyerinin icine ek olarak, katalaz, kazein hidrolaz ve bir antimikrobiyal karigim
(PANTA) eklenir. PANTA; polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim
ve azlosilin'den olusan bir antimikrobiyal karigimdir. Ornek inokilasyonu
yapiimadan BACTEC siselerine 0.1 ml dagitilarak kontaminasyon énlenmeye
cahsilir (16, 17). Bactec 12 B sigeleri 4 ml besiyeri icerir ve onerilen
dekontamine érnek inokilasyonu 0.5 ml'dir (38) . BACTEC 13A siseleri 6zellikle
kan ve kemik iligi inokiilasyonlari igin kullanihir. 30 ml'lik BACTEC 13A sigelerine
5 ml kan inokilasyonu yapilir. Bu siseler BACTEC 12 B’den farkli olarak bir
antikoagilan (sodyum polyanethol silfonat-SPS) igerirler (2, 16, 17). Bu
sistemin avantaji, atipik mikobakterilerde kiltir pozitifligi stresini 7 guniin altina
dugtrmesidir. M. tuberculosis igin de siireyi 9-14 giine indirmesidir. BACTEC
sisteminin dezavantajlan; koloni morfolojisini gésterememesi, karigik kilttrlerde
tanimlama zorlugu, kontaminasyon faktérii, radyoizotop kullanimi ve fazla igne
kullanimidir (39). Sistemin en blyiik avantaji da pozitif siselerde direkt olarak
identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilabilmesidir (2).

2.5.2.4. Radyometrik Olmayan Kiiltiir Yontemleri

Mikobakterilerin izolmaninda kullanilan ve radyometrik olmayan birgok

sistem vardir.

» BBL Myocobacteria Growth Indicator Tube (MGIT, Becton Dickinson),
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri bazlidir. Oleik asit, glikoz, albumin ve katalaz
(OADC) ile zenginlestirilir ve ekim sirasinda PANTA eklenir. Sistemde siselerin
tabanindaki silikona gémulmus oksijen labil bir floresan belirte¢ vardir. Ekimden
sonra Ureyen mikobakteriler oksijeni kullanirlar ve belirte¢ bilesik uyarilarak
ortaya ¢ikan floresan bir ultraviyole lamba veya isik ile belirlenir. Sistem idrar ve
kan haricinde diger butin klinik drneklere uygulanabilir (2).

e BACTEC 9000 MB/MYCOF (Becton-Dickinson), MGIT sistemdeki
floresan belirtecin  benzerini igerir. Modifiye 7H9 sivi  besiyerinin
zenginlegtirimesi ve PANTA eklenmesiyle siseler ekime hazir hale getirilir.
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Siseler mikobakteri iremesini gésteren gazlarin salinimi yéniinden izlenir.

Sistem sadece balgam ve diger pulmoner érnekler i¢in uygundur (17).

e ESP Myco System (Difco), sistemde sigelerdeki gaz basinci devamli
olarak monitérlerle izlenir. Kullanilan besiyeri 7H9 sivi besiyeridir ve OADC ile
zenginlestirilip, bir antimikrobiyal karigim (Myco PVAN) eklenir. ESP sistemi
mikobakterileri tanisinda son derece etkili ve giivenilir bir sistemdir. Tum klinik

érnekler i¢in uygundur (17).

e MB/BacT System (Organon Teknika), mikrobiyal tanimlama sistemi,
her bir sisenin tabaninda CO; basincini beliryelecek kolorimetrik bir belirte¢
kullanilir. Besiyeri Middlebrook sivi besiyeri bazli kazein ve katalazla
zenginlestiriimistir. Sistem kan haricinde tiim klinik érnekler icin kullanilabilir.
BACTEC sistemine en biylk Ustinligu radyoaktivite gerektirmemesi,
tamamiyla otomatize olmasi ve kapal bir sistem oldujundan ¢apraz

kontaminasyon riski olmamasidir (16, 40).

e Septi-Chek Biphasic besiyeri (Becton-Dickinson), Middlebrook 7H9
sivi besiyeridir. Sistem % 5-8 CO; ile zenginlestiriimis atmosfer igeren Gremeyi
arttinct  zenginlestirici maddeler ve antimikrobiyal karigim icerir. Siseler
tepesinde agarh bir tikag kapsamaktadir. Bu tikag iki kanattan olusur. Kanadin
bir yiziinde segici olmayan Middebrook 7H11 agar (M. tuberculosis'i diger
mikobakterilerden ayirmak igin), diger tarafinda ise kontaminant bakterileri
belilemek igin ¢ikolata agar bulunur. Bifazik besiyeri radyoaktivite ve CO;
inklibatér gerektirmemesi ve konvansiyonel agar sistemlerinden hizli iremeyi
belirlemesi ile uygun bir sistem iken, Uremeyi belirleme siiresi BACTEC

sisteminden uzundur (16, 41).

e Isolator (Wampole Lab.) Lizis santrifiigasyon sistemi, intraselliller
organizmalarn ortaya ¢ikarmak igin kullanilan, saponin igeren bir toplama
sistemidir. Ozellikle kan drinlerinin (BACTEC 13A siseleri harig) ekiminden
once uygulanir. Elde edilen ¢okelti otomatik sistem siselerine ekilir (2, 16).
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2.5.2.5. Biyokimyasal identifikasyon

Biyokimyasal testlerle pek ¢ok mikobakteri izolati identifiye edilebilir.
Fakat mikobakterilerin ge¢ Gremeleri bu testlerin birka¢ hafta zaman almasina
neden olur. Son yillarda molekiler tekniklerin kullanima girmesi mikobakterilerin
identifikasyonunda biyokimyasal testlerin rutin olarak kullanimini azaltmigtir
(42).

Arilsiilfataz testi; Arilsiilfataz mikobakterilerin pek cogunun sahip oldugu
bir enzimdir. Sulfat gruplan arasindaki bag§i hidroliz eder. Test sartlari
degistirilerek tur tanimina gidilir. U¢ gunlik test; M. fortuitum, M. chelonae ve
ozellikle 42° C da yapildiginda M. xenopi’ nin tanimlanmasinda yardimci
olurken 14 gunlik arilstiifataz testi M. triviale yaninda diger yavas Ureyen
mikobakterileri turlerinin (M. phlei, M. smegmatis, M. marinum gibi)

tanimlanmasinda kullaniimaktadir (16).

Katalaz testi; Katalaz, bitiin mikobakterilerin sahip oldugu bir enzimdir.
Sadece M. gastri, belirli INH-direnc¢li M. tuberculosis ‘in mutant suglari, M. bovis
ve bazi patojen olmayan INH-direngli M. kansasii suglan katalaz enzimine
sahip degildir. Katalaz treten mikobakteri tirleri katalaz aktivitesindeki kantitatif
degisikliklerle ayrlabilirler. Bunun igin semikantitatif katalaz testi, 68°C katalaz
testi ve INH-direngli M. tuberculosis’in hizl tanisinda katalaz damlatma yéntemi
kullantlir (2).

Kristal violesiz Mac Conkey agarda iireme testi; Hizli Ureyen
mikobakterilerin aynminda kullanilir. Potansiyel patojen olan M. fortuitum grup
Gyeleri ve M. chelonae grubu kristal violesiz Mac Conkey agar da Ureyebilir.
Hizli treyen diger mikobakteri turleri genellikle bu besiyerinde Gremez. Bu test 3
glnluk arilstlfataz testi ile kombine edilerek hizli {ireyen mikobakteri tarlerinin

ayriminda kullanihr(16).
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Niasin akiimiilasyon testi; Niasin (nikotinik asit), nikotinamidadenin
dintkleotid ve NADP koenzimlerinin biyosentezinde bir aracidir. M. tuberculosis
niasin Uretir ve besiyerine salgilar. Ancak niasin testi M. fuberculosisin
tanisinda tek basina kullanilamaz. Tiberkiloz basilinin tanisinda testin nitrat
redilksiyonu ve 68 °C katalaz testi ile birlikte uygulanmasi gereklidir. Test M.
simiae, M. bovis BCG de pozitiftir(2).

Nitrat rediiksiyon testi; Koloni morfolojisi, Ureme zamani ve
pigmentasyon gibi 6zelikleri benzerlik gdsteren mikobakterilerin ayriminda
kullanilir. M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai ile bazi patojen olmayan
nonfotokromojen olmayan tirler ve M. fortuitum nitrat rediktaz pozitiftir (2).

Pirazinamidaz testi; Bazi mikobakterilerin pirazinamidi 4 ginde
pirazinoik asite parcalamasinin arastirildigi bir deneydir. Bu deneyde
M. tuberculosis, M. marinum ve M. avium- intracellulare olumlu M. bovis,

M. kansasii olumsuz olarak bulunur (14).

Sodyum kloriir tolerans testi; Besiyeri olarak icerisinde %5 NaCl
bulunan LJ besiyeri kullanilir. M. triviale, M. flavescens, M. fortuitum, M. phlei,
M. smegmatis bu besiyerinde Urer. M. chlonae subsp chlonae bu ortamda
uremedigi halde M. chlonae subsp abcessus ureyebilmektedir (14).

Tiyofen-2 karboksilik asit hidrazid (T2H) inhibisyon testi; Tiyofen-2
karboksilik asit hidrazid M. bovis’ in geligsimini selektif inhibe eder, oysa ¢ogu
diger mikobakteriler bu maddeyi igeren besiyerlerinde treyebilir. Bu 6zellik, M.

bovis ve diger benzerlerinin M. tuberculosis’ den ayriminda kullantlir (14).

Telliirit rediiksiyon testi; Telurit rediktaz renksiz potasyum teldriti siyah
metalik telliriyum presipitata doénusturir. MAC 3-4 gun icinde tellUrit
rediiksiyonu yapmaktadir. Test MAC ile diger fotokromojen olmayan tiirlerin

ayriminda kullanilir (2).
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Tween 80 hidrolizi testi; Bazi mikobakteri tirleri tarafindan Uretilen
lipaz, Tween 80'i oleik asit ve poliksilen sorbitole pargalar. pH 7 test besiyerinde
nétral red Tween 80 tarafindan baglanir ve renk amber rengine déner. Eger
Tween 80 hidrolizi olursa nétral red baglanmaz, renk kirmiziya déner. Olumiu
kontrol olarak M. kansasii, olumsuz kontrol olarak da M. scrofulaceum
kullanilir(2, 14,15).

Bactec NAP testi; P-nitro o asetil amino B hidroksi propiofenon (NAP),
kloramfenikol sentezinde bir ara Grindir. NAP M. tuberculosis kompleks
tarlerinin Uremesini inhibe eder. Diger mikobakterilerin Gremelerine ya ¢ok az

veya hi¢ etki etmez (17, 38 ).

Kromatografi: Mycobacterium turleri kromatografik olarak belirlenebilen
uzun zincirli yag asitleri (mikolik asitleri) iceren hiicre duvarina sahiptir. Mikolik
asitlerin tipleri ve miktarlar turlere 6zguldir. Konuyla ilgili ilk veriler kolon
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi ile yapilan g¢alismalar iken
giinimizde yerini gaz likid kromatografisi ve yiiksek diizey lipid kromatografisi
(HPLC) birakmistir (16).

Tur tanisinda HPLC, biyokimyasal testler ve probe identifikasyonu ile
uyumlu sonuglar vermektedir. Kromatografi hizh ve verimliligi son derece
yiksek bir yontem olmakla birlikte gerekli ekipmanin fiyatinin yiksekligi ve
uygulamada belirli standartlar gerektirmesi kullanim alanini sinirlamaktadir (2,
43). Kromatografik yéntemler ayni zamanda mikobakteriyal Urinlerin direkt
tanisinda kullaniimaktadir. Tuberklloz menenjitin hizli tanisinda BOS ve
serumda kigik miktarda bulunan yag asidi (tuberkilostearik asit) gaz-likid
kromatografisi ve kutle spektrometri ybéntemleri ile belirlenebilir.
Tuberkilostearik asit normal sartlarda insan dokularinda bulunmaz. Bu yag
asidi butiin mikobakteri ve aktinomisetlerin yapisinda bulunur (2, 16, 17).

Kiiltiir Degerlendirmede DNA Problarin Kullanimi: Tire 6zgii rRNA
dizilerinin tamamlayicisi DNA problan M. tuberculosis kompleks, MAC, M.

gordonae ve M. kansasiinin identifikasyonu igin 1987°den beri kullaniimaktadir
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(Accu Probe, Gen-Probe). Bu problar Léwenstein-Jensen besiyerinde veya
BACTEC 12B, Difco ESP-Myco veya MB/BacT, MGIT siseleri gibi sivi
besiyerlerinde treyen izolatlarin identifikasyonunda kullanilabilir (43-47). 16S
rRNA molektlinin degisken bélgelerinin  mikobakterilerde tire 6zgul
karakteristikler géstermesi, mikobakteri tir tayininde bu béigeden yararlanmayi
saglamaktadir (43). Accu Probe yontemi M. tuberculosis, M. gordonae, M.
avium, M. intracellulare ve M. kansasii’ nin identifikasyonunda, pozitif
siselerdeki mikobakteri hticrelerinin sayisi ve tur farkhliklar dolayisiyla %47'den
% 100’e kadar degisen duyarlilik semasi gosterebilir (44, 46). Sonuglar 2 saat
icinde elde edilebilir ve kullanilan problar akridinium ester igaretlidir,
duyarliliklari da 1'? ile isaretli orijinal problar kadar yuksektir (2). Accu Probe
hizli bir test olmasi ve genis bir kullanim alani bulunmasina ragmen sinirl
sayidaki mikobakteri trtintin identifikasyonunda kullaniimasi ve bazi ézgullak

ve duyarlilik problemi géstermesi en blylik dezavantajidir (42).

Genetik dizi tayini mikobakterilerin identifikasyonunda kullantlabilir.
Molekiler identifikasyon 16S rRNA'yi kodlayan genin polimeraz zincir
reaksiyonuna (PCR) dayali olarak dizi analizini yapilmasidir (42). Belirlenen
bilinmeyen izolatin dizini, bilinen dizi ile bilgisayar yada klasik yolla karsgilagtiritir.
Kiltirden yada 6rnekten dizi analizi bir gin sirmektedir. Mikobakteriyel
izolatlarin identifikasyonunda 16S rRNA dizi analizi rutin olarak basgaryla
kullaniimaktadir. Bu teknigin kullanimi ile Mycobacterium cinsinin digiinilenden
cok daha kompleks oldugu ve cinsin iginde M. interjectum, M. conspicuum gibi
yeni tanimlanan patojen tlrlerin bulundugu géruimustur (2, 42, 43,47). DNA
dizi analizine alternatif olabilecek pratik bir yoéntem ise, 65 kDa “heat shock
protein” ‘i PCR ile amplifikasyonu sonrasi “Restriction Fragment Length
Polymophism” (RFLP) ile incelenmesi ile yapilan tiplendirmedir (2, 48, 49).

2.5.3. Niikleik Asit Cogaltma ve Hibridizasyon ile Direkt Tam

Yontemleri

Nikleik asit cogaltma ve hibridizasyon y®ntemleri, klinik 6rneklerden

kultir kadar uzun zaman gerektirmeden, direkt olarak mikroorganizmayi
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belirleyen ve identifiye edebilen yéntemlerdir. Orneklerin genellikle ¢ok az
sayida tiberkiloz basili igerdigi g6z oninde bulundurulursa, ya kullanilan
yéntem son derece hassas ve 6zgil olmalt ya da hedef organizmanin tanida

kullanilacak pargasi tanimlanabilir seviyede “amplifiye” edilmelidir (2).

2.5.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR,; bir organizmanin veya gen hatasinin DNA veya RNA'’ sinin, kiiltire
gerek olmaksizin in vitro sartlarda ¢ogaltiimasidir. PCR uygulamast ¢
basamakl bir déngliyu kapsar; I. Cift iplikcik DNA'nin ayrilmasi, Il. Primerlerin
baglanmasi, lll. Uzama safhasi. Eger ¢odaltma bir RNA dizinine uygulanacak
ise PCR’ dan dnce ters transkriptaz ile bir tamamlayici DNA sentezlenir. Her bir
déngt 3-5 dakika siirer ve 20-40 defa tekrarlanir (48). Uzama safhasinda 30
déngiden sonra tek bir DNA kopyasi 1.000.000 kopyanin {izerine gikar (48).
PCR tuberkilozun hizli tanisinda ©6nemli bir yer tutmaktadir. Pek g¢ok
arastirmaci, M. tuberculosis kompleks organizmalarini diger mikobakterilerden
glvenilir sekilde ayiran IS 6110 DNA dizinini kullanmay segmistir (50- 54).

M. tuberculosis’in rutin tanisinda klinik laboratuvarlarda kullanilan PCR'in
klinik 8nemi acgik degildir. Bu uygulamalarin higbiri Amerikan Besin ve llag
Dairesi (FDA) tarafindan kabul gérmemektedir. Ayrica laboratuvarlarin hepsi
testlerinin duyarlilik ve ézgulliklerine son derece 6nem vermekle beraber, testin
kalitesi sonugta c¢alisan elemana dayalidir (2, 55). PCR icin en o6nemli
dezavantajlar daha onceki PCR’lardan kalan kontamine DNA’larin,
cogaltiimasiyla yanlis pozitif sonuglar vermesi ve balgam, kan gibi baz
érneklerde bulunan bilesiklerin DNA amplifikasyonunu énlemesidir (51, 52).

Bir kapali sistem PCR testi olan AMPLICOR Mycobacterium tuberculosis
PCR testi (AMPLICOR MTB, Roche Diagnostic), FDA tarafindan onaylanmis bir
cogaltma testidir. (2, 9, 56 , 57).
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2.5.3.2. Amlified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (AMTDT)

AMTDT (Gen-Probe) ilk FDA onayll amplifikasyon testidir. Test
transkripsiyona bagl gogaltma (TMA) yéntemidir (2, 9, 58, 59)). Ug temel

basamak birbirini izler;

l. Ornek hazirlama (rRNA'nin agia c¢ikariimast) AMTDT' de kullanilan
dekontamine ©rnek miktarinin 45 plden 450yl ye cikariimasi ve
terminasyon safhasinin bir saatten yarim saate dusirtimesi 1995’ den
bu yana AMTDT 2 olarak isimlendirilmektedir (60, 61).

I Transkripsiyona bagh amplifikasyon (RNA amplikonlan olusur).

II. Ill. RNA amplikonlari belirleyen hibridizasyon korunum deneyi (9, 59).
rRNA bakteri hiicrelerinde binlerce kopya olarak bulundugu igin rRNA’
nin hedeflenmesi ¢ok daha hassas olmaktadir. Cok yiiksek duyarliliktaki
kemiliminesan sinyal ile ¢aligan hibridizasyon korunum deneyi tayin

sistemi ile bu hassasiyet arttirimaktadir (19).

Orneklerin hazirlanmasi asamasinda, hedef nikleik asitlerin ortaya
cikmasi igin mikroorganizmalarin parcalanmasi gereklidir. Bu islem igin AMTDT’
de mekanik bir yontem, sonikasyon kullanilir. Agiga ¢ikan nikleik asit (lizat) in
vitro replikasyon igin kalip gorevi yapar. TMA’' da gogaltma agsamasinda, RNA
polimeraz ve ters transkriptaz olmak Uzere iki enzim kullanilir. Iki primer
kullanilir. Primerlerden biri RNA polimerazin promotor dizisini igerir. llk gogaltma
asamasinda promotor-primer rRNA hedefine hibridlenir. Ters transkriptaz
promotor-primerin 3’ ucundan uzatarak hedef rRNA’ nin bir DNA kopyasini
yapar. Ortaya ¢cikan RNA, DNA yapisindaki RNA, ters transkriptazin RNAz H
aktivitesi ile bozulur. Daha sonra ikinci primer DNA kopyasina baglanir. Yeni
DNA ipligi ters transkriptaz tarafindan primerin ucundan sentezlenir ve gift iplikli
DNA olusur. RNA polimeraz DNA kalibi Gzerindeki promotor diziyi tanir ve
transkripsiyonu baglatir. Her yeni sentezlenen RNA amplikonu yeniden TMA
islemine girer. Her DNA kalibi bir saatten az siirede 100-1000 RNA amplikonu
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yapabilir. Tayin; TMA ile ortaya ¢ikan amplikon tayin HPA ayirma/tayin iglemi ile
gerceklestirilir. Cogaltilan RNA amplikonlarinin varli§i bunlara ézgtl akridinyum
esteri ile igaretli problar aracilig ile belirlenir. Bu problar kendilerine 6zgiil
nikleik asit varliginda, buna baglanarak, molekilin ortasinda bulunan
akridinyum esterinin iki zincir arasinda kalmasini saglar. Ortam segici sivi ile
asit hale getirildiginde, bu sekilde korunmus olan akridinyum esteri bozulmadan
kalir. Oysa 6zgul RNA amplikonunun bulunmadidi durumda prob serbest olarak
dolasir ve akridinyum esteri korunmadigi igin segici reaktif ile pargalanir. Daha
sonra tupler [iminometreye yerlestirilir ve otomatik pompa ile iclerine sodyum
hidroksit ve hidrojen peroksit ¢ozeltileri eklenir. Bazik ortamda okside olan
akridinyum esteri 1g1k Gretir( relatif light unit, RLU). Bu agsamaya dek korunmus
akridinyum esteri tup iginde bulunuyorsa igik vererek kendisini koruyan RNA
amplikonunun varhdi, dolayisi ile de mikobakteri varligini gésterir (60).

AMTDT 4 saat gibi kisa bir siirede sonu¢ verebilen duyarlilik ve
6zglilugt son derece yiksek bir testtir. Testin FDA tarafindan onaylanan
kullanim alan! sadece pulmoner érnekler iken, son yillarda yapilan ¢alismalar
pulmoner olmayan 6rneklerde de bu testin glvenle kullanilabilecegini
gbstermektedir. Ayrica, rRNA yalnizca canl hiicrelerde bulundugundan 6zellikle
tedavi sirasinda 610 hicre DNA’larin taninmasi ile dodacak yanlis pozitif sonug
riski ortadan kalkmaktadir (9, 55, 61- 64).

Son vyillarda Uretilen, degisik ¢ogaltma stratejilerine dayal ikinci
jenerasyon niikleik asit gogaltma testlerinin bir kismi uygulanimda, bir kismi ise
henliz gelistirme asamasindadir. Bunlar; ligaz zincir reaksiyonu (LCR), zincir
ayirma ¢ogaltma (SDA) reaksiyonu, dallanan prob teknolojisi ve niikleik asit

dizi temelli amplifikasyondur (65- 70).
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2.6. EPIDEMIYOLOJI VE KORUNMA

Mycobacterium tuberculosis diinya nifusunun 1/3'Gnd, yaklasik 1.7
milyar insani infekte eden ve her yil Gi¢ milyon insanin &limine neden olan
infeksiyon hastaligidir. Tiberkilozun hizli yaylimasinda en énemli iki etken;
damlacik yoluyla bulagsma kolayli§i nedeniyle, kalaballk yagsam sartlarinda
olanlar ve dogal direnci diistik olan popilasyondur (1, 12, 13).

Tuberkilozun epidemiyolojisinin temelinde tarama ve yeni olgulari ortaya
cikarma vardir. Taramanin amaci infekte ve aktif hastalidi olan kisileri bulmaktir
(13).

Geligsmis Ulkelerde, tiberkilozun yilda % 10-15 oraninda azalma ile 2020
yiinda eradike olacadi, bu llkelerde yasayan kigilere basilin, turizm ve ig
seyahatleri gibi nedenlerle bulagacagi tahmin edilirken,1982 yilinda tanimlanan
ve 1990l yillarda adeta epidemi halini alan Human Immundeficiency Virus
(HIV) infeksiyonu nedeniyle tiiberkilloz insidansi da artmaya baglamigtir. HIV,
tuberklloz riskini arttiran en gicli faktérdar (3). HIV ile infekte bir bireyde
tuberkuloz riski, infekte olmayan bir bireyden 10 kat daha fazladir. En sik
goérilen form pulmoner tiberkilloz olmakla birlikte, lenfadenopati, plevral
eflizyon, perikardiyal hastalik, miliyer tiberkilloz ve menenijit en sik goérilen

formlar arasindadir (4, 15, 71).

Turkiye'de veremle savag Prof. Dr. Besim Omer Pasa tarafindan, 1918
yilinda baglatilmistir. Genig ¢apl kitle taramasi ve asi g¢alismalari 1953-1956
yillar arasinda yapilmis ve bu dénemde taranan kisilerin % 56’sinin tiiberkiiloz
basilleri ile infekte oldugu belirlenmigtir. Ayni oran 1980’li yillarda % 0.36'ya
dusgmugtir. Mortalite orani 1945 yilinda yizbinde 262; 1960 yilinda ylizbinde 55
ve 1982 yilinda yiizbinde 8 olarak bulunmustur. 1950’li yillardaki 6lam nedenleri
arasinda ilk sirayi alan ttberkiiloz, giinimizde 9. sirada yer almaktadir (13).

Tuberkilozda koruma ¢aligmalarinda iki temel yaklagim bulunmaktadir;
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1. Birincil koruma; heniz tiberkiiloz basili ile kargilagsmamis kisilerde,
tiberklloz gelisimini &nlemek amaciyla uygulanir. Bunun igin iki yéntem

uygulanmaktadir:

a) Tuberkulozlu hastalarin ézellikle de pulmoner tliberkilozlu hastalarin
erken dénemde belirlenmesi ve etkin bir sekilde tedavi edilmesi.
Boylece kaynak olgularin sayisinin azaltilarak infekte olmamig
kisilerin tiberkiloz basilleri ile karsilagma riskini azaltmak,

b) BCG ile agilama; hastalik yapma gicini kaybetmis fakat, canliigini
koruyan bir M. bovis susu ile hazirlanmig asly! uygulayarak heniiz
infekte olmamis kiside ttberkiiloz basiline kargi koruyucu imminite
olusturmak, bdylece bu kiginin tuberkiiloz basili ile kargilagmasi
durumunda infeksiyon ve hastalik gelisiminin énlenmesine yardimci

olmak.

2. Ikincil koruma; infekte olan kisilerde hastalik gelisiminin dnlenmesi
amaciyla uygulanir. Genellikle izoniazid verilerek, infeksiyonun klinik hastaliga

donlisim{int engellemek amaglanir (13).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikobakteriyoloji Laboratuvarina, Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Aragtirma
ve Uygulama Hastanesi, Devlet Hastanesi, Nuh Naci Yazgan Gé&gus
Hastaliklan Hastanesi, Sosyal Sigortalar Hastanesi ve Askeri Hastane gibi
saglik kurumlannin takibinde olan pulmoner ve ekstrapulmoner thberkiiloz
stipheli hastalardan génderilen klinik érnekler ¢alismaya alindi. Ornekler ilgili
klinisyen tarafindan tlberkiloz 6én tanisi alarak gézlem altinda bulundurulan ve

takip edilen hastalardan segildi.

Balgam, BAL, plevral mayi, apse materyali, idrar ve BOS gibi toplam 87
klinik 6rnek Uzerinde yuratilen bu ¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakultesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Laboratuvara gonderilen hastalara, idrar érnegini sabah ilk idrari steril

kaplara alarak laboratuvara ulagtirmalar, balgam &érnedinin ise sabah agiz
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temizligi yapildiktan sonra o6ksurilerek g¢ikarilan balgam olmasi ve steril
kaplarda laboratuvara getirmeleri bildirildi. Diger érnekler ya enjektérde ya da

steril cam veya polietilen tiiplerde laboratuvara ulastirildi.

Toplanan bu o6rnekler aside direngli boyama, kiltir ve “Amplified

Mycobacterium tuberculosis Direct Test” uygulanarak caligildi.
3.2. ZIEHL-NEELSEN BOYAMA YONTEMI

a. Kullanilan boya eriyikleri ve renksizlegtirme igleminde kullanilan

soliisyonun igerigi (15):

Karbol Fuksin boyasi: bazik fuksin 10 gr, fenol kristalleri 50 gr, saf etil
alkol 100 ml, distile su 900 ml.

Metilen mavisi boyasi: metilen mavisi 4 gr, etil alkol 200 ml, distile su
900 mi.

% 3’liikk Hidroklorik asit (HCI) Alkol soliisyonu: HCI 30 ml, etil alkol
970 ml.

b. Boyama yénteminin uygulanmasi

e Calismaya alinan tiim érneklerden aside direngli boyama igin preparat
hazirlandi. ldrar, BOS gibi 6rneklerin 3500xg'de 15 dakika santrifijj edildikten
sonra Ust sivilari atilip dip ¢okeltilerden preparat hazirlandi. BOS &rnekleri igin
lamin ortasina bir damla sediment damlatiip havada kurutuldu, ayni damlanin
tizerine ikiden fazla olmamak (izere damla damiatiidi ve kurutuldu. Balgam
orneginin ise partiktlli varsa nekroze doku igeren koyu renkli bélgelerinden,

yaymalari hazirlandi. Havada kurutuldu.
e Preparatlar 2-3 dakika metil alkol ile tesbit edildi.

e Ylizeylerini kaplayacak sekilde karbol fitkksin boyasi doékulda.
Preparatlar buhar gikacak ancak kaynamayacak sekilde alttan isttildi.

e Boya dokildi, musluk suyunda yikandi. % 3'luk asit alkolde

renksizlestirme iglemi yapildi, yikandi.
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e Preparatlarin Uizerine zit boya olarak metilen mavisi dékaldi. Bir

dakika beklendi. Yikanan preparat, kurutularak i1sik mikroskobunda immersiyon

objektifinde incelendi.

Mavi zeminde pembe-kirmizi basiller ARB pozitif olarak degerlendirildi.

Preparatlarin degerlendiriimesinde 300 saha incelendi.

3.3. KULTUR YONTEMLERI

Tum 6rneklerin LJ besiyerine ve BACTEC 12B siselerine ekimi yapildi.

Ornekler ekim islemine gecilmeden 6nce (steril viicut bosluklarindan alinan

ornekler hari¢) homojenize ve dekontamine edildi (38).

Homojenizasyon ve Dekontaminasyon Yéntemi

Kultur ve AMTDT igin 5 mI'nin tizerinde 6rnekler 6zel 50 ml.lik kapakli
santrifyj tiplerine alinarak 3500 x g'de 15 dakika sanrifilj edildi.

Bu 6rneklerin dip ¢okeltilerine ve balgam, plly gibi érneklerin Gizerine,
drnekle esit miktarda % 0,29 sodyum sitrat ve % 4 NaOH - % 1’lik
NALC eklenerek 15 dakika oda isisinda bekletildi.

50 ml oluncaya kadar steril distile su eklendi.
15 dakika 3500 x g'de santrifiij edildi.

Ust sivilar dékiildii, dipte yaklasik 3 ml 6rnek birakildi. Vortekslenerek

ekime hazir hale getirildi.

Ekimler yapildiktan sonra AMTDT igin dipte kalan yaklasik 2 mllik
érnegin Gizerine 50 ml'ye tamamlayana kadar steril distile su eklendi.

3500 x g'de 15 dakika santrifiij edildi. Ust sivi atild1.
Dipten yaklagik 500-1000 ul. 6érnek 1.5 mllik eppendorf tlplere

alinarak testin uygulanacadi zamana kadar -20°C’lik derin

dondurucuda bekletildi.
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3.3.1. Léowenstein-Jensen Besiyerine Ekim

Laboratuvarda burgu kapakh tiplerde, tipde yatik olarak hazirlanan LJ

besiyerine érneklerin ekimi yapildi.

Besiyerinin hazirlanigi: Léwenstein-Jensen TB medium (Merck
Diagnostica) 37.5 gr, gliserin 12 ml Gizerine 600 ml distile su eklendi ve 121
°C'de 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyerini sicakhg 45-60 °C’a
dustigunde aseptik ortamda hazirlanmis ve homojenize edilmis 24-25 yumurta
eklenerek karisim saglandi. Burgu kapakli taplere 8-10 ml konularak, 85 °C'lik
koagulatérde lg¢ giin koagule ve sterilize edildi. Hazirlanan vasatlar; 4 °C'de

bekletildi ve bir ayda kullanild..

Besiyerine homojenize ve dekontamine ediimis veya steril bdlgelerden

alinan érnekler bir enjektdr yardim ile tim ylzeyini kaplayacak sekilde ekildi.

Sekiz hafta sireyle 37 °C’lik etlivde inkiibasyon sirasinda haftada bir
6rnekler tGreme ydniinden izlendi. Siipheli érneklerden aside direngli boyama

yapildi.
3.3.2. Bactec 12B Siselerine Ekim

BACTEC 12B sigeleri 4 ml Middlebrook 7H12 sivi besiyeri icermektedir.
Ekim igleminden 6nce besiyeri BACTEC 460 cihazinda okutuldu. Amag sise ici
atmosferi COz'den zenginlestirmek ve yiiksek geri plan okumali sigeleri elemek
idi. Gl 2 20 olan sigeler kullanilmadi (38). Diger siselere kontaminasyonu
6nlemek icin polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit, trimethoprim ve azlosilin
iceren 6zel PANTA solisyonu 0.1 ml ilave edildi. Homojenize ve dekontamine
edilmis érnekler ve steril bélgelerden alinan érnekler bir enjektor yardimi ile 0.5-
1 ml ekildi. Siseler 37 °C’lik etiivde 4 hafta inkiibe edildi. EkKimden sonra ilk iki
hafta haftada iki kez, son iki hafta haftada bir kez BACTEC 460 cihazinda
okunarak Gl'leri belirlendi ve kayit edildi. BACTEC 460 cihazi Gl'i 0-999
arasinda verdi. Gl > 10 olan siseler pozitif kabul edildi. Pozitif siselerden
Gl > 100 oldugunda 6rnekler ARB varligi bakimindan boyanarak incelendi.

Pozitif érneklere NAP testi ile tip tayini yayildi (38).
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3.4. AMPLIFIED MYCOBACTERIUM TUBERCUL.OSIS DIRECT TEST

Calismada “Amlified Mycobacterium tuberculosis Direct test” kiti (Gen-
Probe) kullanildi (60).

Teste kullanilan malzemeler; Gen-Probe Leader Luminometre, Gen-
Probe sonikatér, Gen-Probe tanimlama reaktifleri | ve 1l, Gen-Probe 1s1 bloklan
(42° + 1°C, 60° + 1°C ve 95° £ 5°C), Gen-Probe sonikatér rack, otomatik
pipetler (25 wl, 50 pl, 100 pi, 200 pl, 300 pl ve 450 pl), vorteks, santrifi;j.

1. Kit igerigi; (60)

e Mycobacterium 6rnek sulandirim tamponu .................. 1x2.5ml

¢ Mycobacterium amplifikasyon reaktifi....... 1 x 3 ml (liyofilize)

¢ Mycobacterium amplifikasyon tamponu ....................... 1x3mi

e Mycobacterium yag reaktifi ...........cccceeeevieciniieccnn, 1x10ml

e Mycobacterium enzim reaktifi ...............ccccceveieeiinnnnnns 1 x 1.5 ml (liyofilize)
¢ Mycobacterium sulandinm tamponu ..........c..cccceennnneee. 1.5 mi

e Mycobacterium hibridizasyon reaktifi ...............c.c......... 6 ml (liyofilize)

¢ Mycobacterium hibridizasyon tamponu ...................... 6 mi

e Mycobacterium seleksiyon reaktifi ............cccccevrnnneenn. 15 ml

e Mycobacterium lize tlpleri ........cc..cooevieriieeccciereee 2 x 25 tup

2. AMTDT ‘nin Uygulanigi (60)

e Calismanin vyapilacagr tum yizeyler 1/1 sulandirimig sodyum
hipoklorit ile silindi.

o Teste baglamadan bir saat énce kit iceridi ve érnekler oda 1sisina (18-
30 °C) getirildi.

¢ Oda 1sisina gelen érnekler vortekslendi.

o Lize tlpleri isaretlendikten sonra, 50 ul érnek sulandirim tamponu ve

450 ul érnek lize tuplerine konuldu.
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e Hazirlanan sonikatére yerlestirilen érnekler 15 dakika sonike edilerek

lizatlar elde edildi.

o Amplifikasyon tupleri isaretlendi. Tuplere 50 ul amplifikasyon reaktifi
ve 200 pl yagd konuidu.

¢ Temiz odada amplifikasyon tliplerine 25 pl lizat eklendi.
o Amplifikasyon tupleri 95°C’lik isi blogunda 15 dakika bekletildi.

e 42 °C’lik isi bloguna alinan tipler 5-8 dakika bekletilerek, tstlerine 25
ul enzim reaktifi eklendi. 30 dakika beklendi.

e Sire sonunda 100 pl hibridizasyon reaktifi eklenen tlpler 15 dakika 60
°C’lik 1s1 blogunda bekletildi.

e Son asamada tuplere 300 ul seleksiyon reaktifi eklenerek 15 dakika
beklendi.

o Tupleri okumaya gegmeden oda isisina gelmeleri beklendi.

o Deteksiyon reaktifleri luminometre cihazina yerlestirilerek érnekler, bir

saat icinde okundu.

Sonuglar; > 30.000 RLU ise M. tuberculosis kompleks rRNA’sI
bulundugu, < 30.000 RLU degerinde ise M. tuberculosis kompleks
rRNA’s1 bulunmadigi seklinde yorumlandi (60).

3.5. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Caligmada uygulanan ¢ ayn yéntem; direkt mikroskobi, kiltir ve
AMTDT arasindaki istatistiksel farklilik Cochran Q testi ile, bagimh gruplar arasi
fark da Ki-kare (Mac Nemar) testi ile belirlendi (72). Yéntemlerin; duyarlilik,
6zgullak, pozitif ve negatif prediktif degerleri ilgili klinisyenlerce konan
tuberkiloz tanisi esas alinarak degerlendirildi. Duyarlihk, 6zgullik,

pozitif/negatif prediktif degerler asagidaki formiller kullanilarak hesaplandi.
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infek itif
infekte dogru poziti 100

duyarhhk:
infekte dogru pozitif + infekte yanhs negatif

infekte ol d tif
infekte olmayan dogru negati %100

6zgullik:
infekte olmayan dogru negatif + infekte olmayan yanlis pozitif

infekte dogru pozitif
infekte dogru pozitif + infekte olmayan yanlis pozitif

x100

pozitif prediktif deger:

infekte olmayan d tif
ekte olmayan dogru negati 100

negatif prediktif deger:
infekte olmayan dogru negatif + infekte olan yanlig negatif



4. BULGULAR

M. tuberculosis’in izolasyonun 87 klinik érnek, boyama (EZN), kultir
(Léwenstein-Jensen, Bactec sistem) ve “Amplified Mycobacterium tuberculosis
Direct Test” (AMTDT) yéntemleri uygulanarak incelendi. Caligmaya alinan
érneklerin 56’u pulmoner: 29 balgam, 27 BAL; 31’i ekstrapuimoner: 10 idrar, 16
BOS, 3 plevral mayi, 2 yara idi.

EZN boyama ydéntemi ile incelenen balgam &rneklerinin 20’sinde
(% 68.9); BAL orneklerinin 4’inde (% 14.8); idrar érneklerinin 1’inde (% 10);
yara érneklerinin 2’'sinde (% 100) aside direngli basil pozitif bulundu (Tablo 3).
EZN boyama yontemi ile incelenen 87 klinik érnegin 27’si (% 31.1) aside
direngli basiller yéninden pozitif bulundu. Dider érnekler ise genellikle yeterti
hacimde goénderiimedikleri icin santrifiij edilemedi ve direkt &rneklerden
hazirlanan preparatlarda aside direngli basil gérilmedi.
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Tablo 3. EZN Boyama Yoéntemi Bulgular.

Klinik 6rnek EZN boyama

+ % - % Toplam %
Pulmoner Ornekler
Balgam 20 68.9 9 31.1 29 100
BAL 4 14.8 23 85.2 27 100
Toplam 24 42.8 32 57.1 56 100
Ekstrapulmoner Ornekier
Idrar 1 10 9 90 10 100
BOS - - 16 100 16 100
Plevral mayi - - 3 100 3 100
Yara 2 100 - - 2 100
Toplam 3 9.6 28 90.3 31 100

Caligmaya dahil edilen klinik 6rneklerin Léwenstein-Jensen ve Bactec
12B besiyerlerinde kiltara yapildi. Balgam 6rneklerinin 25'inde (% 86.2); BAL
orneklerinin 4’inde (% 14.8); idrar érneklerinin 3’tinde (% 30); BOS 6rneklerinin
1'inde (% 6.25); plevral mayilerin 1’inde (% 33.3) ve yara érneklerinin 2'sinde
(% 100) LJ velveya Bactec besiyerlerinde mikobakteri iredi. Bu izolatlar NAP
testi ile incelenerek M. tuberculosis olduklan belirlendi (Tablo 4). 87 klinik
6rnegin LJ ve Bactec killtirlerinin toplam 36’sinda (% 41.3) Gireme goriildu ve
51'inde (% 58.6) Uireme olmadi.

Tablo 4. Kultir Yéntemleri Bulgulan.

Klinik 6rnek Kiiltiir (LJ ve/lveya Bactec)

+ % - % Toplam %

Pulmoner Ornekler

Balgam 25 86.2 4 13.7 29 100
BAL 4 14.8 23 85.1 27 100
Toplam 29 51.7 27 48.2 56 100
Ekstrapulmoner Ornekler

Idrar 3 30 7 70 10 100
BOS 1 6.2 15 93.7 16 100
Plevral mayi 1 33.3 2 66.6 3 100
Yara 2 100 - - 2 100

Toplam 7 22.5 24 774 31 100
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Calismaya alinan tim 6rneklere AMTDT uygulanarak M. tuberculosis
kompleks mikobakterilerine 6zgii rRNA arastinildi. Balgam 6rneklerinin 26’sinda
(% 86.6); BAL o6rneklerin 10’'unda (% 37); idrar 6érneklerinin 7’sinde (% 58.3);
BOS érneklerinin 3'inde (% 18.75); plevral mayilerin 2'sinde (% 66.6) ve yara
orneklerinin 2’sinde (% 100) pozitif bulundu (Tablo 5). Toplam 87 &rnegin
50’sinde (% 57.4) M. tuberculosis complex’i rRNA pozitif bulunurken, 37’sinde
(% 42.5) negatif idi.

Tablo 5. AMTDT Yontemi Bulgular.

Klinik 6rnek AMTDT
+ % - % Toplam %

Pulmoner Ornekler

Balgam 26 86.6 3 13.3 29 100
BAL 10 37 17 63 27 100
Toplam 36 64.2 20 35.7 56 100
Ekstrapulmoner

Ornekler

Idrar 7 70 3 30 10 100
BOS 3 18.7 13 81.2 16 100
Plevral mayi 2 66.6 1 33.3 3 100
Yara 2 100 - - 2 100
Toplam 14 451 17 54.8 31 100

Klinik érneklerde uygulanan her (¢ yontemin bulgulan (EZN, kultur,
AMTDT) arasindaki fark Cochran Q testi ile, istatistiksel olarak anlamh bulundu
(Cochan Q= 24, p< 0.05). Uygulanan yéntemlerin birbirleri ile iligkileri McNemar
testi ile belirlendi (Tablo 6, 7,8).

Istatistiksel olarak mikroskobi ve kiiltiir bulgular arasindaki fark anlamsiz
(p=0.267), kiltar ve AMTDT bulgulari arasindaki fark anlamli (p<0.05) ve
mikroskopi ve AMTDT bulgulart arasindaki fark anlamli (p<0.05) bulundu (Tablo
6,7, 8).
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Tablo 6. Mikroskobi ve Kiltir Bulgularinin Karsilagtirimasi.
Kiiltiir
Grup Mikroskobi  Pozitif  Negatif x? P
Pulmoner Pozitif 20 4 1.92 p= 0.267
Negatif 9 23
Ekstrapulmoner Pozitif 2 1 2.66 p=0.219
Negatif 5 23

Tablo 7. Kultir ve AMTDT Bulgularinin Karsilagtiriimasi.
AMTDT
Grup Kiiltiir Pozitif Negatif x2 P
Pulmoner Pozitif 28 1 5.44 P<0.05
Negatif 8 19
Ekstrapulmoner Pozitif 6 1 5.44 P<0.05
Negatif 8 16

Tablo 8. Mikroskobi ve AMTDT Bulgularnin Karsilagtiriimasi.
AMTDT
Grup Mikroskobi  Pozitif  Negatif x2 P
Pulmoner Pozitif 22 2 9.30 P<0.05
Negatif 14 18
Ekstrapulmoner Pozitif 2 1 9.30 p< 0.05

Negatif 12 16
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Pulmoner orneklerde mikroskobi, ydnteminin duyarlilik, 6zgallik, pozitif
prediktif deger ve negatif prediktif dederi sirasiyla; % 62.8, % 90.4, % 91.6,

% 59.3 bulundu. Kiltir ydnteminin duyarhihk, 6zglllik, pozitif ve negatif prediktif
degerleri sirasiyla; % 82.8, % 100, % 100, % 77.7 olarak bulundu. AMTDT nin
duyarhlik, ézgulluk, pozitif ve negatif prediktif degerleri ise sirasiyla; % 97.1,
% 90.4,% 94.4, % 95.0 olarak belirlendi (Tablo 9).

Tablo 9. Pulmoner Orneklerde Mikroskobi,

Kualtar ve AMTDT nin

Tuberkiloz Klinik Tanisl ile Korelasyonu.

Orneklerin Mikroskobi Kiiltiir AMTDT ©
Degerlendirilmesi
+ - + - + -
n= 56
Tuberkilloz tanisi 22 13 29 6 34 1
alan
Tiiberkiiloz tanisi 2 19 0 21 2 19
almayan
Duyarlilik (%) 62.8 82.8 97.1
Ozgiilliik (%) 90.4 100 90.4
Pozitif prediktif
deger (%) 91.6 100 94.4
Negatif prediktif
deger (%) 59.3 77.7 95.0
Ekstrapulmoner orneklerde ise; mikroskobi yoénteminin duyarlilik,

Ozgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla; % 14.2, % 94.1, % 66.6,
% 57.1 bulundu. Kalttr yonteminde ise duyarhhk, 6zgtlltik, pozitiflik ve negatif
prediktif dederler sirasiyla; % 50, % 100, % 100, % 70.8 olarak bulundu.
AMTDT nin duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla

% 92.8, % 94.1, % 92.8 ve % 94.1 olarak bulundu (Tablo 10).

78, VORSERDERET!S KRy
DOKUBIAUTASYON BAERKEZ)
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Tablo 10. Ekstrapulmoner Orneklerde  Mikroskobi, Kiltir ve
AMTDT nin Tuberklloz Klinik Tanisi ile Korelasyonu.
“Orneklerin Mikroskobi Kiiltiir AMTDT
Degerlendirilmesi + + +
n= 31 ) B B
Tiiberkiiloz tanisi 2 12 7 7 13 1
alan
Tiiberkiiloz tanisi 1 16 0 17 1 16
almayan
Duyarlilik (%) 14.2 50 92.8
Ozgiilliik (%) 94.1 100 94.1
Pozitif prediktif
deger (%) 66.6 100 92.8
Negatif prediktif 57.1 70.8 94.1
deger (%)

Pulmoner ve ekstrapulmoner toplam 87 klinik érnekte mikroskobi yéntemi
duyarhlik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif deder ile yéntemin dogrulugu
sirastyla; % 49, % 92.5, % 88.8, % 58.3 ve % 67.8 olarak bulundu. Kultur
yénteminin duyarllik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri ile dogruluk
orani sirasiyla; %73, % 100, % 100, % 74.5 ve % 85 olarak bulundu

AMTDT'nin ise duyarliik, 6zgulliik, pozitif ve negatif prediktif degeri ve dogruluk

orani sirasiyla; % 96, % 92.1, % 94, % 94.5 ve % 94.2 olarak bulundu (Tablo

12).
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Tablo 12. Klinikk Orneklerde Mikroskobi, Kultir ve AMTDT'nin
TiberkiilozKlinik Tanisi ile Korelasyonu.
“Orneklerin Mikroskobi Killtiir AMTDT
Degeriendirilmesi
+ - + - + -
n= 87
Tiiberkiiloz tanisi 24 25 36 13 47 2
alan
Tiiberkiiloz tanisi 3 35 0 38 3 35
almayan
Duyarlilik (%) 49 73 96
Ozgiilliik (%) 92.5 100 92.1
Pozitif prediktif
dedger (%) 88.8 100 94
Negatif prediktif
deger (%) 58.3 745 94.5
Dogruluk (%) 67.8 85 94.2




5. TARTISMA VE SONUG

Tuberkuloz yuzylllardir temel global halk saghgi sorunlarindan biri
olmaya devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiiti verilerine gére 8 milyon yeni
olgu bulunmakta ve 3 milyon kisi her yil bu hastaliktan éimektedir. Bu durum
tuberkilozu az gelismis ve gelismekte olan (lkelerdeki olumlerin bas
sebeplerinden biri yapmaktadir. Geligmig Ulkelerde ise 1985 yilina kadar digme
gosteren, tiberkiloz insidansi, AIDS, gég, fakirlik, evsizler ve ilag bagimlilarinin
artmasiyla tekrar yikselmeye baslamistir (1 - 4, 73).

Tuberkiloz, genellikle hayat boyu siiren bir infeksiyon hastaligidir (1).
Etken cogunlukla “Mycobacterium tuberculosis kompleks” diye tanimlanan bir
grup mikobakteridir. Ancak hastaligin ousumundan % 97-99 oraninda sorumiu
oldugu icin tuberkiloz basili ile M. tuberculosis es anlamda kullanilir olmustur
(1,5).

Vicudun hemen her organ sisteminde hastallk yapabilen tuberkiiloz
basili, % 85 ile en sik akcigere yerlesir. M. tuberculosis’in tek rezervuari

insandir. Uremesi son derece yavas olan basilin, jenerasyon siiresi 15-20
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saattir. Bu durum basilin (standart besiyerinde) gérulebilir koloniler olusturmasi

icin en az 3, genellikle 4-6 hafta ihtiyagc duymasini agiklamaktadir (1).

Klinik  mikobakteriyoloji  laboratuvarlari;  tOberkiiloz  yayiliminin
énlenmesinde; M. tuberculosis’in hizli tanisi, izolasyonu, identifikasyonu ve ilag
duyarllik testleri ile énemli bir rol oynamaktadirlar. Kesin tani halen kultir ve
mikroskopiye dayanmaktadir (1, 2, 565). Ancak her iki ydntemin de kullaniminda
bazi kisitlamalar bulunmaktadir. Mikroskopik yéntemler hizli ve kolay olmasina
ragmen duyarhliklari dustktir. Kati besiyerinde kiltir daha duyarh ve 6zgl
olmasina ragmen sonuglar 4-6 haftalik inkiibasyon sonucu verilebilmektedir.
Radyometrik sivi besiyerleri ve bifazik kiltirlerin, nikleik asit problar ile birlikte
kullanimi tani siiresini kisaltmakla birlikte iremeye dayall yéntemler oldugundan

yine de kesin tani i¢in en az 2 hafta gerekmektedir (55, 63, 74, 75).

Mikroskopik yéntemlerden EZN ydnteminin duyarliligi yéniinden yapilan
calismalarda pozitiflik orani % 22-80 arasinda bildiriimektedir (2, 68). Uzun (76),
balgam &rneklerinde yaptigi ¢alismada EZN y&nteminin duyarliigini % 63.6,
6zglllak, pozitif ve negatif prediktif degerlerini sirastyla % 99.3,% 93.3,% 95;
olarak bildirmigtir. Piersimoni ve ark (74) pulmoner &rneklerde yaptiklari
calismada yéntemin duyarliligini % 77, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif
degerleri sirasiyla % 100, % 100 % 95 olarak bildirmiglerdir. Bergman ve ark
(77) pulmoner tlberkilloz supheli mahkumiar tizerinde yaptiklar bir ¢calismada
florokrom boyama yéntemini kullanmiglar ve yéntemin duyarlihgimi % 45.5,
6zgulluigunt ise % 98.8; Bodmer ve ark (78) 617 pulmoner érnekte yaptikiari
calismada florokrom boyama yénteminin duyarlilik, é6zgulluk, pozitif ve negatif
prediktif degerlerini sirasiyla % 66.7, % 98.3, % 98.8 ve % 58.3; Jonas ve ark
(79) ise 758 akciger tuberkilozu stpheli olguda yaptiklar ¢alismada florokrom
boyamanin duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif dederlerini sirasiyla
% 53, % 99.8, % 99.6 ve % 91 olarak bildirmislerdir. Calismamizda EZN
yéntemi ile pulmoner érneklerde duyarlilk % 62.8, ézgullik % 90.4, pozitif
prediktif deger % 91.6 ve negatif prediktif deger % 59.3 bulundu (Tablo 9). Bu
degerler Uzun'un bulgulari ile uyumlu gériimektedir. Piersimoni ve ark’larinin
yaptiklari calismada degerlerin yiksek bulunmas! arastirmacilarin segtikleri
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hasta grubunun kesin tiberkiloz tanisi almig hastalar olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Uzun'un (76) ekstrapulmoner &rneklerde yapti§i ¢alismada EZN
yénteminin duyarlihdini % 20, 6zglligina % 95, pozitif prediktif degerini % 50,
negatif prediktif degerini ise % 83 olarak belirlemistir. Bu bulgular ¢alismamizda
bulunan degerler ile (duyarliik % 14.2, 6zgullik % 94.1, pozitif prediktif deger
% 66.6 ve negatif prediktif deger % 57.1) uyumlu gérilmektedir (Tablo 10). Kog
ve ark. (80) 2254 klinik 6érnekte yaptiklan ¢alismada EZN duyarlihgini % 43.3
olarak bulmuglardir. Calismamizda klinik érneklerde EZN duyarhhdi % 49

olarak benzer bulundu.

Léwenstein Jensen ve Bactec sistemlerde pulmoner &rneklerin
kaltarlerinde Piersimoni ve ark (74) duyarhlik, 6zgillik, pozitif ve negatif
prediktif degerleri sirasiyla % 87, % 100,% 100, % 97,4; Jonas ve ark’lan (79)
kilttr yéntemlerinin duyarlilik, 6zgillik, pozitif ve negatif prediktif dederlerini
sirasiyla % 88, % 100, % 100 ve % 97 ve Vuorinen ve ark. (81) duyarlilik,
ozgullik, pozitif ve negatif prediktif degerlerini sirasiyla % 89.7, % 100, % 100
ve % 98,7 olarak bildirmiglerdir. Pulmoner &rneklerde kultir yéntemleri ile
buldugumuz % 82.8 duyarlilik, % 100 6zglllik % 100 pozitif prediktif deger ve
% 77.7 negatif prediktif defer arastirmacilarin g¢alismalan ile uyumludur
(Tablo9). Kog¢ ve ark (80) klinik dérneklerin bakteriyolojik ve radyometrik
kulturlerinde, Bactec TB sistemin duyarliigim % 76.5, Léwenstein-Jensen
yéntemininise % 49 olarak bildirmiglerdir. Arastirmacilar Bactec TB sistemini,
kontaminasyon oraninin yiksek olmasi diginda, daha duyarl, daha pratik ve
izolasyon i¢in daha az zamana gereksinim gosteren bir sistem olarak
belirtmektedir.

Hizh sonug¢ veren tani testlerine duyulan ihtiyag, bazi Uretici firmalar
harekete gegirmis ve M. tuberculosis komplekse 6zgill niikeik asit amplifikasyon
testleri gelistirmelerine neden olmustur (77, 82). Bu testler; direkt Kklinik
orneklerden calisilan PCR, LCR, QB Replikaz testi, SDA, AMTDT gibi testleri
kapsamaktadir. Ancak FDA onayli ve su an kullanimda olan iki test (AMTDT ve
AMPLICOR MTB) bulunmaktadir (2). Tiberkilozun molekiler tanisinda
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uygulanabilecek ve heniiz arastirma safhasinda olan LCR, SDA ve QB replikaz
gibi testlerde vardir (65, 66, 68, 69, 83- 87).

Moore ve ark (69) 205 pulmoner tiberklloz stpheli hastanin 493 érnegi
Uzerinde yaptiklari calismada LCR'in duyarllik, 6zglllik, pozitif ve negatif
prediktif degerlerini sirasiyla; % 77, % 99, % 91 ve % 98 olarak bildirmislerdir.
Pfyffer ve ark (67) 799 pulmoner &érnekte yaptiklari ¢aligmada; tamamen
otomatik BD Probe Tec olarak bilinen SDA teknolojisi igerikli sistemin duyarllik,
6zgullak, pozitif ve negatif prediktif degerlerini sirasiyla; % 97.9, % 96.5, % 63.9
ve % 99.9 bulmusglardir. Tortoli ve ark (83) 697 klinik érneg@i; Amplicor ve LCR
ile caligmiglar; Amplicor PCR duyarliidint % 75.5, ézgulluguni % 99.8; LCR
duyarhligini % 85.7, ézgulligind ise % 99.4 olarak bildirmislerdir. Ichiyama ve
ark (87) 530 balgam 6rneginde BD Probe Tec-SDA sisteminin duyarliligini
% 94.7, 6zgullugunt % 99.8; Amplicor PCR’in duyarliiini ise % 89.5,
ézglllugunt % 100 bulmuglardir. Wobeser ve ark (56) 1155 hastadan alinan
1480 klinik érnekte yaptiklarn galigmada testin duyarlihk, ézgullik, pozitif ve
negatif prediktif degeri sirasiyla; % 77, % 99, % 81 ve % 98'dir. Smith ve ark
(86) pulmoner 6rneklerde yaptiklari ¢calismada QB replikaz testinin duyarllik,
6zgulluk, pozitif ve negatif prediktif degerlerini sirasiyla; % 79, % 98, % 97 ve
% 85 olarak bildirmiglerdir.

AMTDT (Gen-Probe) ilk FDA onayli amplifikasyon testidir (2). AMTDT
pulmoner ve ekstrapulmoner ©rneklere uygulanabilmektedir. Ancak
ekstrapulmoner érneklerde standardizasyon ¢alismalari devam etmektedir. 938
pulmoner 6rnekde vyaptiklan c¢alismada, Pfyffer ve ark. (59) iki farkl
dekontaminasyon protokolli uygularken, NALC-NaOH protokolll uyguladiklari
6érneklerde AMTDT duyarlilik, 6zgilluk ve pozitif ve negatif prediktif degerlerini
sirastyla % 93.9, % 97.6, % 80.7 ve % 99.3; sodyum dodesil sulfat-NaOH
protokoli uyguladikiarinda ise degerleri sirasiyla % 97.4, % 96.9, % 76.0 ve
% 99.7 bulmuslardir. Pfyffer ve ark (62)'inin 322 ekstrapulmoner ve 1117
pulmoner érnekte yaptikiari diger bir ¢alismada; pulmoner érneklerde AMTDT
duyarllik, ézgtillik, pozitif ve negatif prediktif degeri sirasiyla: % 86.6, % 96.4,
% 76.8 ve % 98.1; ekstrapulmoner drneklerde ise sirasiyla; % 93.1, % 97.7 ve
% 90.0 ve %98.5 olarak bildirmiglerdir. Piersimoni ve ark. (68) 273 pulmoner ve
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184 ekstrapulmoner 6rnede uyguladiklan AMTDT 2 yéntemi ile pulmoner
orneklerde duyarlilik, 6zgulliik, pozitif ve negatif prediktif dederleri sirasiyla;
% 92.8, % 99.4, % 98.5, ve % 97; ekstrapulmoner 6rneklerde ise sirasiyla;
% 78.6, % 99.3, % 95.6, ve % 96.2 olarak bildirmiglerdir. Gamboa ve ark. (61)
410 pulmoner ve 272 ekstrapulmoner 6rnede uyguladiklan AMTDT 1 ve
AMTDT 2 testlerinde; pulmoner 6rneklerde duyarliik, ézgullik, pozitif ve
negatif prediktif degerleri sirasiyla AMTDT 1 igin; % 83, % 100, % 100 ve % 96;
AMTDT 2 igin; % 86.8, % 100, % 100 ve % 98.4 olarak bildirmiglerdir. Long ve
ark (32) AMTDT 2i BOS orneklerinde uygulamiglar ve testin duyarlilik,
dzgulluk, pozitif ve negatif prediktiflerini sirasiyla: % 83, % 100, % 100 ve % 94
bulmuslardir. Aragtirmacilar esik degerin 30.000 RLU'dan 11.000 RLU’ya
indiriimesinin BOS o&rneklerinde duyarlihdr yukselttigini (% 33'den, % 83’e)
gostermiglerdir. Chedore ve ark. (63) 202 pulmoner ve 56 ekstrapulmoner
6rnege AMTDT 2 yontemi uygulamiglar ve duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif
prediktif degerleri sirasiyla: % 100, % 99.6, % 974 ve % 100 olarak
bildirmiglerdir. Yildiran ve ark. (88)nin 20 pulmoner 6rnekte yaptiklar
calismada AMTDT duyarlilik, 6zgulluk, pozitif ve negatif prediktif degerler
sirasiyla; % 77, % 90, % 88 ve % 82 olarak bildirilmigtir. Ehlers ve ark ( 64)'inin
294 ekstrapulmoner 6rnekte yaptiklari galismada AMTDT duyarlihk, 6zgallik,
pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla % 83.9, % 99.6, % 97.9 ve
% 96.3'dur. Ichiyama ve ark. (89) 121 M. tuberculosis treyen klinik érnegdin
tamaminin AMTDT ile belirlendigini (duyarlilik % 100), 284 kiltir negatif klinik
6rnekte de 28 AMTDT pozitifligi bulunduguna dikkat ¢ekmiglerdir. Bodmer ve
ark. (90), 717 pulmoner ornekte yaptiklan c¢aligmada, AMTDT nin
uygulamasinda kullanilan dekontamine &rnek miktarinin direkt olarak testin
duyarhiligini etkiledigini belitmektedirler. Arastirmacilar yaptiklari ¢aligmada 500
ul dekontamine &érnek kullanarak testin duyarliiginin % 71.4'ten % 83.3'e
yukseldigini, burada testin 6zgulluginin (% 994, %99) etkilenmedigini
bildirmiglerdir. Piersimoni ve ark. (74) kultir pozitifligi ve klinik taniyr altin
standart olarak aldiklart caligmalarinda ticari olarak satin alinabilen iki
amplifikasyon testini kargilagtirmislar (AMTDT ve PCR (Amplicor)); AMTDT nin
duyarlilik, 6zgulluk, pozitif ve negatif prediktif degerini sirasiyla % 95.9, % 98.9,
% 94 ve % 99.2 olarak bulmuslardir. Amplicor PCR'In ise sirasiyla % 85.4,
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% 996, % 97.9 ve % 97.1 olarak bildirmislerdir. Arastirmacilar her iki
amplifikasyon yénteminde pulmoner &rneklerde M. fuberculosis kompleks'in
tanisinda hizh ve 6zgil olmalarina karsin AMTDT’nin Amplicor'dan daha duyarli
oldugunu belirtmektedirler. Gamboa ve ark. (565) 224 ekstrapulmoner &érnekte
sodyum dodesilsilfat-NaOH dekontaminasyon protokoliini uygulamiglar ve 86
steril vicut boslugundan alinmig &6rnedin uygulama sonucunda AMTDT
duyarlilik, 6zglllik, pozitif ve negatif prediktif dederlerini sirasiyla; % 92.1,
% 100, % 100 ve % 94.1 olarak bildirmiglerdir. Aragtirmacilar sodyum dodesil
sllfatin protein ve enzimleri denatiire eden ve viicut sivilarinda bulunan pek ¢ok
inhibit6r bilesigi elemine eden bir deterjan oldugunu ve 6zellikle kemik iligi ve
diger vicut sivilan ile ekstrapulmoner tim 6rneklerin AMTDT uygulamalarinda

sodyum dodesilsiilfat ile igslem gérmesinin zorunlulugunu bildirmektedirler.

Calismamizda pulmoner o6rneklerde AMTDT ile belirlenen duyarlilik
(% 97.1), 6zgllluk (% 90.4), pozitif prediktif deger (% 94.4) ve negatif prediktif
deger (% 95.0); Piersimoni ve ark (68 ve 74) yaptiklan iki ¢alisma ile uyumlu
iken, Pfyffer ve ark (62), Ehlers ve ark. (64) ve Yildiran ve ark (88)'nin
belirledikleri AMTDT duyarlihgindan yiksektir. Arastirmacilarin dekontamine
ornek uygulamalarinin 45 pul olmasi ve ¢aligmada 6zel hasta grubu (klinik tant
almig) seg¢mis olmamiz duyarlihd yukseltmistir. Ichiyama ve ark (89)'nin
calismalarinda AMTDT duyarlihdini %100 bulunmasi, kullanilan érnegin direkt
M. tuberculosis Ureyen gruptan seg¢ilmis olmasina baghdir.

Ekstrapulmoner érneklerde belirledigimiz duyarlihk (% 92.8), 6zgulluk
(% 94.1), pozitif prediktif (% 92.8) ve negatif prediktif degerler (% 94.1) Pfyffer
ve ark. ( 62) yaptiklan ¢alisma ile uyumlu gérilirken, Gamboa ve ark. (61)'inin
AMTDT 2 uygulamasindaki duyarlilik oranlarindan yiiksek, 6zgillik ve pozitif
prediktif degerlerden disik bulunmustur. Gamboa ve ark. (55)'nin yaptikiari
diger caligmada duyarlilik ve 6zgiilik oranlar bulgulanimizdan daha yuksektir.
Bunun nedeni arasgtirmacilarin érnek hazirlamada kullandiklari sodyum dodesil
slilfat-sodyum hidroksit dekontaminasyon protokoll olabilir.
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Tuberkiloz tanisinda molekiler yéntemler hizla kullanima girmektedir.
Duyarlildi ¢ok yiksek olan bu testlerde kontaminasyondan korunmak ve
drnegin teste hazirlanmasi en 6nemli basamaklardir. Tlberkilozda uygun 6rnek
uygun dekontaminasyon protokoli uygun laboratuvar ve nikleik asit ¢ogaltma
yéntemleri sec¢imi olduk¢a énemlidir. Nikleik asit amplifikasyon yéntemleri ile
yapilan calismalarda; kultar yéntemleri ile Uretilemeyen ancak nikleik asit
amplifikasyon testi uygulamalarinda pozitiflik belirlenen baz olgularin
tuberkiloz tanisi alip, antitiberkiloz tedaviye olumlu yanit vermeleri testlerin
énemini bir kat daha artirmaktadir. Calismamizda pulmoner érneklerde oldugu
gibi ekstrapulmoner érneklerde de AMTDT nin son derece duyarh ve 6zgil bir
test oldugu belirlendi. Ancak AMTDT nin diger tim nikleik asit amplifikasyon
yontemlerinde oldugu gibi kiltir yéntemleri ile birlikte kullanilma zorunlulugu
bulunmaktadir. lleriki dénemlerde antimikrobakteriyel ilaglara direncin
belirlenmesinde nikleik asit amplifikasyon tekniklerinin klinik laboratuvarlarda
kolaylikla uygulanabilir hale gelmesi bu yéntemlerin degerini kat kat artiracaktir.
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