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OZET

Calismamizda tiiberkiiloz &n tanisi ile Firat Universitesi T1ip Fakiiltesi Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvarmma gonderilen, her biri farkli hastalardan alinmig 100
klinik 6rnek mikobakteriyolojik inceleme amaciyla ¢alismaya dahil edilmistir. Bu
calismada tliberkiiloz tanis1 alan hastalarin 6rneklerinde kiiltiir altin standart kabul
edilerek Asido Rezistan Boyama (ARB), kiiltiir ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) yontemi ile tiiberkiiloz basili varligini arastirip, bu li¢ yontemin 6zgilligiini
ve duyarhiliginin karsilastirilmasi amag¢lanmistir.

Orneklerin 50 tanesi kiiltiir altin standart kabul edilerek kiiltiir pozitif
hastalardan; diger 50 6rnek ise kiiltiir negatif hastalardan mikroskopi ve molekiiler
yontemler ile karsilastirilmak {izere g¢alismaya dahil edilmistir. Asido Rezistan
Boyama yontemlerinden Ehrlich Ziehl Neelsen yontemi, kiiltiirde MGIT 960 Sistemi
ve molekiiler yontem olarak da GeneXpert MTB/RIF cihazi kullanilmistir.

Kiiltiir pozitif 50 6rnegin mikroskopik degerlendirmesinde 39 6rnegin ARB
pozitif, 11 Ornegin ise ARB negatif oldugu goriilmiistiir. ARB negatif olan 11
ornegin 10'unun PZR pozitif oldugu goriilmiistiir. Bu 6rneklerin 49'u PZR pozitif,
sadece 1'1 PZR negatif olarak saptanmustir. Kiiltiir negatif 50 kontrol hasta 6rneginin
degerlendirmesinde ARB veya PZR pozitif 6rnek saptanmamistir. ARB ve PZR'nin
duyarhliklar1 sirasiyla %76 ve %98, her iki yontemin ozgilligi ise %100 olarak
saptanmustir.  Kiiltiir pozitif 50 o6rnegin ilag duyarhilik testinde RIF direnci
goriilmemistir. Ayn1 6rneklerin GeneXpert MTB/RIF cihaziyla degerlendirilmesinde
benzer sekilde RIF direnci goriilmemistir.

Sonug olarak, tiiberkiiloz kiiltiirii altin standart kabul ederek yaptigimiz bu
calismada PZR ve ARB'nin 6zgiilliikk oranlarinin esit oldugu fakat PZR'nin ARB'ye
gore daha yiiksek duyarlilik oranina sahip oldugu goriilmistiir. Kisa sonu¢ verme
siiresi, yliksek duyarlilik ve oOzgiilliik oranlar1 nedeniyle GeneXpert MTB/RIF
cthazmin rutin kullanima girmesinin tiiberkiiloz tanis1 ve ila¢ direnci tespitine olumlu
yonde katki saglayacagi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Tiiberkiiloz, PZR, Kiiltiir, Mikroskopi, ARB.
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ABSTRACT

THE COMPARISON OF MICROSCOPY, CULTURE AND
MOLECULAR METHODS FOR DIAGNOSIS OF TUBERCOLOSIS

In our study 100 clinical specimens sent to the Firat University School of
Medicine Clinical Microbiology Laboratory that was taken from different patients
with a preliminary diagnosis of tuberculosis were included for mycobacterial
examination. In this study we aimed to investigate the presence of TB bacilli with
smear, culture and PCR methods, and also aimed to compare the specificity and
sensitivity of these three methods on the samples of tuberculosis diognosed patients
by considering culture gold standard.

Culture positive 50 patients' samples and culture negative 50 patients'
samples were included to the study for comparing the microscopic and molecular
methods by considering culture the gold standard. In this study EZN was used for the
microscopic examination, MGIT 960 System was used for the culture and GeneXpert
MTB/RIF device was used for the molecular methods.

In microscopic evaluation of 50 culture positive samples, 39 samples were
AFB positive and 11 samples were AFB negative. 10 of the 11 AFB negative
samples were PCR pozitive. It was detected that 49 of these 50 culture positive
samples were PCR pozitive and only one of them was PCR negative. In the
evaluation of 50 samples of control patients, AFB or PCR positive samples were
not detected. The sensitivity of AFB and PCR were 76% and 98% respectively, and
the specificity of both methods was 100%. RIF resistance was not detected in the
drug susceptibility testing of 50 culture positive samples. RIF resistance was not
detected similary in the evaluation of the same samples with GeneXpert MTB/RIF
device.

In conclusion, in this study we found that the specificity ratio of PCR and
AFB was equal to each other but the sensitivity ratio of PCR was higher than AFB
by accepting the culture of tuberculosis gold standard. Entering the routine use of the
genexpert MTB/RIF device thought to contribute at TB diagnosis and detection of
drug resistance in a positive way due to short turn around time and high sensitivity,
specificity rates.

Key Words: Tuberculosis, PCR, Culture, Microscopy, AFB
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1. GIRIS

Tiberkiiloz (TB) halen tiim diinya sagligini1 tehdit eden en 6nemli enfeksiyoz
hastaliklardan biridir. Diinya saglik orgiitii verilerine gore tiim diinyada 2012 yilinda
8,6 milyon yeni vaka saptanmig ve 1,3 milyon hasta tiiberkiiloz nedeniyle hayatini
kaybetmistir (1).

Yiizyillardir bilim adamlar1 etkili bir tiiberkiiloz tedavisi bulmak ig¢in
arastirmalar yapmaktadir. Klinik c¢alismalara dayanilarak ilag duyarli pulmoner
tiiberkiilozlu hastalara 2 ay yogun faz ve 4 ay da idame faz olacak sekilde kombine
ila¢ tedavisi Onerilmektedir (2).

Yogun faz tedavisi izoniyazid, rifampisin, pirazinamid ve etambiitolden
olugsmaktadir. Bu tedavi rejimi 2 aylik tedavi sonunda %70-95 balgam kiiltiiri
negatifligi, %62,3-88 kiir ve %0-3,4 relaps oranlari ile etkili bulunmustur (3).

Diinya saghk oOrgiitii raporlarma goére 2011 yilinda tedavisi baglanan 2,6
milyon yeni pulmoner tiiberkiilozlu hastanin tedavi basar1 orani %87 olarak
saptanmustir (1).

Tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde ardisik 2 balgam Kkiiltiir sonucu
negatif saptanana kadar aylik balgam mikroskobik inceleme ve balgam kiiltiirii
yapilmasi1 onerilmektedir. Tiiberkiiloz tedavisinin 2. ayinda saptanan balgam kiiltiirii
pozitifligi tedavi sonrasinda relaps gelisebileceginin 6nemli ve gilivenilir bir
gostergesidir (4)

Kaviter lezyonlar, tedavi Oncesi yiiksek dereceli siirlintii 0rnegi, sigara,
kontrolsiiz diyabet, gecmis tiiberkiiloz 6ykiisii ve ilk balgam kiiltiiriinde mikobakteri
tespit stliresi, tedavi alan hastalarda balgam kiiltiirii degisimindeki gecikmeler i¢in
bagimsiz risk faktorleridir (5, 6).

Tiberkiiloz diinyada en ¢cok mortalite ve morbiditeye yol acan hastaliklardan
biri olmas1 nedeniyle hastalikla miicadelede epidemiyolojik verilerin biiyiik 6nemi
vardr. Enfeksiyonun yayilimmin onlenmesi ve spesifik tedaviye gecikmeksizin
baslanmasi i¢in M.tuberculosis’in tanimlamasimnin miimkiin olan en kisa siirede
yapilmast gereklidir. Human immunodeficiency virus (HIV) enfeksiyonlar
tiilberkiilozun yayilmasma onemli katki saglamaktadir. Enfeksiyonun yayiliminin
onlenmesi ve spesifik tedaviye gecikmeksizin baglanabilmesi i¢in M.tuberculosis

basili miimkiin olan en kisa siirede laboratuvar kosullarinda gdsterilmelidir.



Tiberkiilozun tanisinda kullanilan geleneksel yaklasim, orneklerin asido rezistan
boyama (ARB) ile boyanarak mikroskobik incelenmesi ve etkenin kiiltiire edilerek
tanimlanmasidir (7).

Aside rezistan boyama mikobakterilerle 6zdeslesmisse de, Nocardia gibi bazi
diger organizmalarda aside diren¢li boyanma 06zelligi gosterir. Klinik orneklerde
standart boyanma yontemi Ehrlich Ziehl Neelsen boyamadir. Bu yontemde karbol-
fuksin ile kapatilan fiske edilmis materyal 1sitilir, asit-alkol ile dekolorize edilerek
metilen mavisi ile tekrar boyanir. Bir bagka boyama yontemi de fenolikauramin veya
auramin-rodamin ile fluorokrom boyamasidir. Daha hizli ve duyarl bir yontemdir.
Duyarlilik sonugclari ile ilgili caligmalar da %50-90 arasinda oranlar bildirilmistir (8).

Kiiltiir, klinik Orneklerde mikobakterilerin saptanmasinda altin standart
yontemdir. Mikobakterilerin kiiltiiriinde kullanilan {i¢ tip ortam vardir. Kati
yumurtali (6rn: Lowenstein Jensen (LJ) ), kat1 agarli (6rn. Middlebrook 7H11), sivi
broth (6rn. Middlebrook 7H12) . Siv1 broth besiyerinde inkiibasyon i¢in 1-3 hafta
gerekirken, kat1 besiyerlerinde 3-8 hafta gerekir. %5-10 karbondioksit liremeyi
hizlandirir. Otomatize hizl kiiltiir yontemlerinden “Mycobacterium growth indicator
tube” (MGIT) 960 sistemi, BACTEC 460 TB sistemi, BACTEC 9000 MB sistem,
MB/BACT Myco E SP 2 sistemi gibi ticari sistemler sayilabilir. Bu yontemlerle
mikobakterilerin hizli primer izolasyonu, “Mycobacterium tuberculosis complex
(MTC)” ve TB dis1 mikobakterilerin ayrimi ile mikobakterilerin antitiiberkiiloz
ilaglara duyarliliklarmin saptanmasi gerceklestirilmektedir (9).

Geleneksel yontemler kullanilarak tiiberkiiloz basilinin tespiti i¢cin, ARB
yonteminde mililitrede 5-10 bin basil, kiiltiir yonteminde ise birka¢ basil olmasi
yeterlidir. Ancak Kkiiltiir yOnteminde basillerin iireyerek gozle goriiniir koloni
olusturmalar1 3-4 hafta kadar siire almaktadir. Bu nedenle tiiberkiiloz tanisinda
geleneksel yontemlerin yaninda bunlar1 tamamlayan duyarliligi ve 6zgilliigii yiiksek,
cabuk sonug¢ veren, uygulamasi kolay, pahali olmayan molekiiler tan1 yontemleri
gelistirilmigtir (7).

Kary B. Mullis tarafindan 1980'li yillarin ortalarinda gelistirilen polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) teknigi bilim ¢evrelerinde bir devrim olarak kabul edilmistir.
PZR daha sonraki yillarda modifiye edilerek niikleik asit amplifikasyon (NAA) esasli

molekiiler yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerde se¢ilmis bir gen bolgesinin dig



ortamda kisa siire ¢ogaltilmasi ve goriintiilenmesi islemleri yapilmaktadir. PZR
metodunun mikrobiyolojide kullanim gerekgeleri belirtilirken 6zellikle ge¢ ve giic
ireyen etkenlerin tanimlanmasinda kullanim hedeflenmistir. Bu 06zellik dikkate
alindiginda  Mycobacterium  cinsinde  bulunan  M.tuberculosis ~ complex
(M.tuberculosis) ve Tiiberkiilloz Dis1 Mikobakteri (TDM) akla gelmektedir.
Gilintimiizde klinik 6rneklerden direkt olarak M.tuberculosis varligminin gosterilmesi
ve kiiltiirde tlreyen mikobakterilerin kisa siirede tiir diizeyinde tanimlanmasi,
tiiberkiiloz ilaglarina duyarliliklarinin arastirilmasi, ilaca direngli olgularin tespiti,
direngle 1ilgili mutasyonlarin saptanmasi amaciyla NAA ve probhibridizasyon
yontemleri kullanilmaktadir (10).

Klinigimizde tiiberkiiloz teshisi icin ARB boyama, kiiltiir i¢gin BACTEC
MGIT 960 otomatize sistemi, molekiiler yontem olarak ise GeneXpert Dx sistem
(Cepheid) kullanilmaktadir.

Bu calismada tiiberkiiloz tanis1 alan hastalarda kiiltiir altin standart kabul
edilerek; ARB, kiiltiir ve PZR yontemi ile TB basili varliini arastirip, bu ¢

yontemin 6zgiilliigiini ve duyarhiligini karsilastirilmasi amaglanmastir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Actinomycetales takimina ait Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsi
Mycobacterium cinsidir. Genel Ozellikleri arasinda; aerop, katalaz iireten, hareketsiz,
sporsuz ve aside direngli olmalari, yavas iiremeleri, hiicre duvarlarinda bol miktarda
lipit icermeleri sayilabilir. Mikobakteri tiirlerinin yiiksek Guanin (G) + Sitozin (C)
icerikleri, diger mikolik asit igeren Gordonia, Tsukamurella, Nocardia ve
Rhodococcus gibi mikroorganizmalar ile benzerlik gostermektedir (11).

Mycobacterium cinsinin tiim {yeleri diger bakterilerden belirgin olarak
kiigiiktiirler; enleri 0,2-0,6 pum, boylar1 1-10 um arasinda degismektedir. Goriiniim
olarak hafif kivrik veya diizglin comak sekilli bakteriler olup, bazen filament6z
formda veya kokobasil seklinde goriilebilirler ve mikobakteri tiirleri arasinda siklikla
pleomorfik morfolojiye rastlanir. Koloni morfolojileri tiirler arasinda g¢esitlilik
gostermekte olup, S (smooth) tipi koloniden, R (rough) tipi koloniye ve pigmentli
koloniden (kromojenik), pigmentsiz koloniye (nonkromojenik) kadar degisen

morfolojide kolonileri vardir (12).



Uremeleri i¢in gerekli en uygun 1s1 derecesi, tiirler arasinda genis c¢apta
degiskenlik gostermektedir (<30-45°C). Mikobakteri tiirline gore degismekle beraber
uygun 1silarda kolonilerin goriilmeye baslamasi1 2-60 giin almaktadir (11, 13).

Mikobakteriler hiicre duvar yapilarinda bol miktarda lipid bulundugu igin,
boyay1 zor alirlar; ancak bir defa boyandiklarinda boyay1 kolay birakmaz ve asit-
alkol ile yapilan dekolorizasyona direng gosterirler. Bu dort nedenle aside direngli
bakteriler (ARB, Asido Rezistan Bakteri) olarak anilirlar (Resim 1). Yizey
lipitlerinin hidrofobik etkileri, boyanin suda kolay eriyen organik bir madde (fenol)
icinde eritilmesi ve 1sitilmasi ile en aza indirilir. Fenollii fuksin i¢ine ylizey gerilimini
azaltan Tween 80, dimetil siilfonat ve propilen glikoz gibi maddelerin eklenmesi de

boyanma 6zelligini kuvvetlendirir (14).

Sekil 1. Mikobakterilerin Erlich Ziehl Neelsen (EZN) boyama goriintiisii (15).

Gram yontemi ile kolayca boyanmamalarina ragmen mikobakteriler
genellikle Gram pozitif kabul edilirler. Hiicre duvarmin temel yapisi tipik Gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarina benzer, temel yapi1 peptidoglikandir. Ancak
peptidoglikan tabaka arabinogalaktan-mikolik asit molekiillerine kovalan olarak
baglanmistir ve bu tabakanin da iizerinde serbest lipitler ve polipeptitler bulunur.

Hiicre duvar1 %60 lipit, %15 polipeptit, %25 de karbonhidrat igerir. Bu 6zellikleri ile



kendilerini hiicre i¢i ve hiicre dis1 zararlilara karsi koruyan M.tuberculosis insanda
kronik graniilomatdz bir hastalik olan tiiberkiiloza neden olur (16).

Hiicre duvarmin yiiksek lipid icermesi mikobakterilere 6zgii aside direng,
konak hiicreler tarafindan salinan litik enzimlere, dezenfektanlara ve bakterisidal
ilaglara diren¢ gibi bazi1 temel 6zelliklerin olusmasma yol agmaktadir. Insanlarda

hastaliga neden olan mikobakteriler belirli gruplara ayrilmistir (Tablo 1) (17)

Tablo 1. Siklikla insanlarda hastaliga neden olan mikobakteri tiirlerinin

siniflandirilmasi (18).

1. Mycobacterium tuberculosis complex
M. tuberculosis
M, bovis
M. africanum
M.microti
II. Yavas Ureyen Mikobakteriler
A. Fotokromojenler
M kansasii
M.marinum
B. Skotokromojenler
M.gordonae
M.scroflaceum
C. Nonkromotojenler
M.avium complex- M. avium, M. intracellulare
M. terrae complex
M.ulcerans
M. xenopi
M.simiae
M.malmoense
I11. Hizli Ureyen Mikobakteriler
M fortuitum
M.chelonae
M.abscessus

1.1.2. Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler

Mycobacterium tuberculosis kompleks disindaki tiim mikobakterilere,
Tiiberkiilloz Dis1  Mikobakteri (TDM) (nontuberculosis mycobacteria-NTM)
(Mycobacteriae other than tuberculosis-MOTT) denilmektedir. Ik defa 1950
yillarinda geleneksel TB tedavisine cevap alinamayan TB hastalarinin %1-2’sinde

insan patojeni olarak tanimlanmiglardir (19).



Gliniimiizde belirsiz ve 6zgilil olmayan semptomlara neden olan 125’den
fazla TDM; cevrede her yerde, siklikla toprakta, hem dogal hem de islenmis su
kaynaklarinda bulunmaktadir. Tiiberkulozdan farkli olarak TDM’lerle gelisen
hastalik, ¢evresel organizmalarla maruziyete bagldir. insandan insana gegisle ilgili
hicbir vaka bildirilmemistir. Genellikle immun supresif tedavi alan ya da immun
yetmezligi olan insanlarda hastalik olusturmaktadir (20).

Tiiberkuloz dis1 mikobakteriler insanlarda 6nemli klinik tablolara neden
olmaktadir. Bunlar arasinda pulmoner enfeksiyonlar, lenfadenitler, dissemine
enfeksiyonlar, lokalize deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, tendon-kemik-eklem
enfeksiyonlar1 ve kateter enfeksiyonlar1 bulunmaktadir (21).

Tiberkuloz dis1 mikobakterilerin; a) fakiiltatif patojen olmalari, b) insandan
insana gecisi konusunda yeterli kanit olmamasi, ¢) tiiriine ve neden oldugu hastalifa
bagl olarak tedavilerinin zor ve farkli olmasi, d) mikroorganizma ve konagm immiin
sistemi arasindaki iliskiye bagli oldugu diisiiniilen hastalik patogenezinin belirsizligi
ortak ozellikleridir (22).

Ernest Runyon; TDM’leri iireme hizlari, koloni morfolojileri ve pigment
iretimlerine gore fotokromojenler, skotokromojenler, fotokromojen olmayanlar ve

hizli tireyenler olarak 4 grupta simiflandirmistir (Tablo 2) (23).

Tablo 2. Runyon simiflamasi

Pigment Uretme

Grup Ureme Isikta Karanhkta Ornek Tiirler
Hiz1
I- Fotokromojenler Yavas + - Mycobacterium kansasii,

Mpycobacterium marinum,
Mpycobacterium simiae

II- Skotokromojenler Yavas + + Mpycobacterium scrofulaceum,
Mycobacterium szulgai,
Mpycobacterium gordonae

III- Fotokromojen Yavas - - Mycobacterium malmoense,

olmayanlar Mpycobacterium xenopi,
Mpycobacterium avium kompleks,
Mycobacterium ulcerans,
Mycobacterium haemophilum

IV- Hizli Gireyenler Hizlt - - Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium abscessus




Grup I, II, III kolonilerinin gbzle goriiliir hale gelebilmesi i¢in 7 gilin veya
daha fazla siire gerekirken, Grup IV kolonileri 7 giinden daha kisa siirede
iremektedir (24).

Glinlimiizde TDM siniflandirmast mikobakterilerin 6ncelikle enfeksiyon
olusturduklar1 organa gore yapilmaktadir. Akciger tutulumundan en sik M.avium
kompleks (MAK) ve M.kansasii sorumlu bulunurken M.abcessus, M. fortuitum,
M .xenopi, M.malmoense, M.celatum, M.asiaticum da daha nadir etkenler arasinda
gosterilmektedir. Akciger disinda ise; ¢ocuklarda goriilen lenf nodu tutulumundan
MAK, M.scrofulaceum ve M.malmoense; deri tutulumundan genellikle M.marinum,
M.ulcerans ve hizli lreyen mikobakteriler; kemik eklem tutulumundan ise
M.fortuitum, M.abcessus, M.chelonae ve M.kansaii sorumlu bulunmustur. Solid
organ transplantasyonu, kronik kortikosteroid kullanimi, kollajen vaskiiler hastalik,
16semi, lenfoma gibi immiin sistemi baskilanmis hastalarda sik goriilen yaygin TDM
enfeksiyonlarinda ise patojen suslar MAK, M.kansasii, M.chelonae ve
M.haemophilium’dur. TDM’lerin, nadir olarak prostetik kalp kapak enfeksiyonlar1 ve

genitoiiriner enfeksiyonlara da neden oldugu bildirilmektedir (25).

1.1.3. Tiiberkiiloz

Mycobacterium tuberculosis genellikle akciger tiiberkiilozlu hastalarin
hapsirma, Oksiiriik ve konusmasi ile ortaya sacilan; i¢inde canli basil bulunan
damlacik cekirdeklerinin, duyarl kisilerce inhale edilmesi ile bulasir ve tek dogal
kaynag1 insandir (26).

1-5 um capinda olan bu partikiiller, normal hava akiminda asili dururlar.
Inhale edilen partikiillerle alveollere ulasan basiller, alveoler makrofajlar tarafindan
tutulur. Siklikla konak hiicresel bagisik yaniti M.tuberculosis’in g¢ogalmasini ve
yayilmasimni engeller. Ayrica, bazi basiller ilk enfeksiyondan sonra yillarca canli ama
“dormant” basiller olarak kalabilirler. Latent M.fuberculosis enfeksiyonu (LTBE)
olan hastalar genellikle PPD (Piirified Protein Derivative) cilt testi pozitif olup
asemptomatiktirler ve bulastirici degillerdir. HIV enfeksiyonu latent enfeksiyonun
aktif tiiberkiiloza donlismesinde bilinen en 6nemli risk faktoriidiir (11).

Basiller alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edildikten sonra hiicre i¢inde
cogalabilirler ve enfekte makrofajlar araciligi ile lenf nodlarina veya uzak organlara

(kemik 1iligi, dalak, bobrek, santral sinir sistemi) tasinabilirler. Makrofajlarin



bakterisidal aktivitesi ile basil viriilans1 ve yogunlugu arasindaki denge olaylar1
belirler. Basil az miktarda ise dogal savunma mekanizmalar ile basil yok edilir ve
minimal doku hasar1 ile hastalik geg¢irilir. Basil fazla miktarda ise bu kez hiicresel
immiin yanit sonucu doku nekrozu gelisir (primer enfeksiyon). Doku nekrozunun
nedeni sitokin toksisitesi, iskemi, makrofajlardan ¢ikan hidrolitik enzimler ve reaktif
oksijen metabolitleridir. Aktive makrofajlar 3 mm’den kii¢iik graniilomlar i¢ine
penetre olarak basilleri dldiirebilirler. Ancak daha biiyiik nekrotik veya kazedz
graniilomlar fibrin ile g¢evrili oldugundan bu odaktaki basiller makrofajlarin
etkisinden kurtulurlar. Bu durumda hastalik kontrol altina alimamaz ise primer
tiiberkiiloz gelisir, ya da hastalik kontrol altmma alinir, fakat basiller kazedz nekroz
icinde canli halde (dormant basil) kalir ve latent tiiberkiiloz gelisir. Kazedz nekrozda
canli kalan basiller hayatin herhangi bir doneminde, herhangi bir nedenle reaktive
olabilirler ve bu duruma sekonder tiiberkiiloz ad1 verilir.

Primer hastalik genellikle alt solunum yollarmi tutar. Hastaligin aktif oldugu
donemde tek veya her iki {ist lobta pnomoni ya da apse olusumu ve kavitasyon
gelisebilir. Basilin ilk cogaldig1 odaktan hematojen yolla diger organlara yayilmasi
ile ekstrapulmoner tiiberkiiloz ortaya ¢ikar (16).

Milier tiiberkiiloz, primer enfeksiyon sirasinda kazedz bir odagm damara
acilmasi veya erken hematojen yayilim esnasinda biiylik damar intimasina yerlesen
basillerin kana karigmasi ile geligir. Genellikle 0-4 yas arasi ¢ocuklarda, primer
enfeksiyonun erken komplikasyonu olarak ortaya c¢ikar. Milier tiiberkiilozlu
hastalarda bir kac hafta iginde tiiberkiiloz menenjit gelisebilir. Ileri yaslarda da ortaya
cikabilen milier tiiberkiiloz, eski bir tiiberkiiloz lezyonunun aktive olup kan damarina
acilmasi, lezyon bulunan bir organa yapilan cerrahi girisime bagli olarak inaktif
haldeki basillerin kana karismasi gibi cok degisik nedenlerle de gelisebilir. Fakat
milier tiiberkiiloz ¢ocuklara gore eriskinlerde daha az goriiliir (27).

Reenfeksiyon tiiberkiilozu endojen reenfeksiyon ve ekzojen reinfeksiyon
olarak iki sekilde ortaya ¢ikar. Endojen reenfeksiyon tiiberkiilozu, siklikla primer
enfeksiyon sirasinda lenfohematojen yolla akcigerin apikal-subapikal bolgelerine
yerlesen (Simon odagi)) ve c¢ogalmadan burada canliligmmi siirdiiren dormant
basillerinin, hayatin herhangi bir doneminde hiicresel immiin yanitta meydana gelen

supresyon nedeniyle aktif hale gecmesi ile meydana gelir. Ekzojen reenfeksiyon ise



onceden primer enfeksiyon gecirmis kisinin, basil yayan aktif tiiberkiilozlu bir

hastadan ¢ok sayida viriilan basil almasi1 ile meydana gelir (28).

1.1.3.1. Tarihge

Insanlik tarihi kadar eski bir tarihi olan tiiberkiiloz ya da verem hakkinda ilk
bilgiler Milattan ii¢ bin yi1l 6nce Nil nehri kenarindaki Dra Abu-El Naga isimli
kasabada yasamis olan ve kanli balgam ¢ikararak 6len geng bir kizdan 6grenilmistir.
M.O. biny1l énce yasamis olan rahip Nesperehan’in mumyasimda Pott apsesi denilen
vertebra tiiberkiilozu goriildiigli ortaya cikarilmistir. Gliniimiizden 2,500 yil once
Bodrum’un karsisindaki Kos adasinda yasamis olan Hippocrates’in kitabinda
veremin daha ¢ok 18-35 yaslarindaki kisilerde goriildiigli yazilidir.

Verem hastaligina bircok isim verilmistir. Insanlar1 eriterek 6ldiirdiigii i¢in
“Tiiketim hastalig1 “ anlamindaki “Consumption”, hastalar1 soldurarak yok ettigi i¢in
“Beyaz Oliim” veya “Beyaz Veba” ve ¢ok insanin yasammi sonlandirdig: igin de
“Oliimiin Kaptan1 (Captain of the Death) diye amlirdi. Romalilar bu hastaligi, hiriltili
nefes alip verme ve oOksiiriikle balgam atma anlamindaki “Phytisis ““ adin1 koydular.
Bizim dilimizde ise “Ince Hastalik” en ¢ok kullanilan tanimdir (29, 30).

Tarihsel stire¢ igerisinde TB hastaligini diisiindiirecek bulgular arasinda;
Almanya’da bulunan insan iskeletlerinde (M.O. 5000) aside rezistan basil (ARB)
saptanmas1, M.O. 3.500-3.000 yillarina ait Misir mumyalar1 ve Urdiin de bulunan
insan iskeletlerinde Pott hastaligi ve Psoas apseleri goriilmesi, Misir’da Nil
yakinlarindaki bir mezarda (M.O. 1500) lenf bezi TB’sine ait belgenin bulunmasi
sayilabilir. En iyi TB kaniti, M.S. 700 civarinda yasayan, sekiz yasindaki inka erkek
cocugu mumyasindan elde edilmistir. Bu mumyanmn omurga grafisinde Pott
hastaligina ait bulgular saptanmis ve lezyon yaymalarinda aside direngli basiller
goriilmiistiir (31).

Robert Koch (1843-1910); 1882 yilinda TB’den 6len Heinrich Gunther isimli
32 yasindaki hastasinin akcigerindeki lezyonlarindan basili izole etmistir. Daha sonra
saf kiiltliriinii liretmis ve deneysel olarak hayvanlarda hastalik olusturmus ve enfekte
hayvanlardan bakteriyi yeniden iireterek Koch postulatini tanimlamistir. Bakteri ilk
baslarda Bacterium tuberculosis olarak adlandirilmis; ancak daha sonra 1886 yilinda
Lehmann ve Neuman tarafindan koloni morfolojisi ve yavas iireme Ozelligi

nedeniyle Mycobacterium tuberculosis olarak isimlendirilmistir. Koch 1890 yilinda



M.tuberculosis ekstresi olan“old tuberculin” ile hastaligin 6zel bagisiklik ve
allerjisini ortaya koymustur (32).

Fransiz arastirmacilar 1921 yilinda Albert Calmette ve Camile Guerin sigir
TB basilini 230 kez pasaj yaparak ilk TB asis1 alan Bacillus Calmette-Guerin
(BCG)’1 gelistirmislerdir. Seibert ve Glenn 1939 yilinda “old tuberculin’in
saflagtirilmasiyla elde edilen tuberkulinin saflastirilmig protein tiirevi olan PPD’yi1
hazirlamistir (33, 34).

Sert ve temiz dag havasmin iyi geldigi disiliniilerek yirminci ylizyilin
baslarinda yiiksek yerlerde sanatoryum denilen verem hastaneleri kuruldu. Ilk
sanatoryumun 1854 yilinda Almanya’da acilmasiyla TB tedavisinde farkli bir
yaklagim baglamistir. W. Roentgen’in 1895 yilinda X 1smmi1 bulmasindan sonra
sanatoryumlar; radyolojik, bakteriyolojik ve floroskopik incelemelerin yapildigi TB
tani, tedavi ve arastirma merkezleri haline gelmislerdir. Bu donemde TB hastaligi,
sanatoryum ve cerrahi yOntemler ile tedavi edilmeye calisilmistir. Ancak bu
yontemlere tam bir yanit almmamamakta ayrica hastalarm sanatoryumlarda izole
olmalar1 ve cerrahi sonrasi toraksin goriinimiiniin bozulmasi nedeniyle ruhsal
durumlari etkilenmekteydi (35).

Tiberkuloz tedavisinde yeni bir donem 1940’11 yillarda para-aminosalisilik
asit (PAS) ve streptomisinin bulunmasiyla baslamistir. Ancak bu ilaglarin mono-
terapilerine kisa surede direng gelismesi ve sik relapslara yol agmasi neticesinde PAS
ve streptomisin birlikte verilmeye baglanmistir. 1952 yilinda izoniazidin (INH)
bulunmasindan sonra ii¢ ilacin 18-24 ay siireyle uygulanmasi sonucunda TB tedavi
edilebilir bir hastalik olmustur. Daha sonra 1954 yilinda pirazinamid (PZA), 1962
yilinda ethambutol (EMB), 1966 yilinda rifampisin (RIF) bulunmustur. 1980’1
yillarin baslarinda izoniazid ve rifampisin birlikte verildiginde tedavinin 9 aya
indirilebilecegi, listelik bunlara PZA de eklendiginde 6 ay gibi daha kisa bir siirede
tedavinin yeterli olabilecegi tespit edilmistir (36).

Gilinitimiizde tiiberkiiloz insidans1 bat1 toplumlarinda diisiiktiir. Ancak yine de
bu toplumlarda tiiberkiiloz korkutucu olma 6zelligini devam ettirmektedir. Hastalarin
etkili bir sekilde tedavileri saglanmadig: taktirde, hi¢ kimse giivende degildir. Ikincil
onemli neden de HIV enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi, gégler yolu ile bu toplumlarda

ciddi salgmlar ve ekonomik yiiklerin ortaya ¢ikmasidir. Ilaglara direngli olan
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tiiberkiiloz, 6zellikle ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz oldukca korkutucudur. Ciinkii bu
tipte tiiberkiilozun tedavisi olduk¢a zordur (37).

Tiberkiilozun hala bir sorun oldugu Tiirkiye'de tiiberkiiloz hastaliginin saglik
kurumlar1 ve diger tiiberkiiloz hastasi bulunma riski tagiyan kurumlarda bulagsmaya
kars1 almacak dnlemler 6nem tasimaktadir. Diinyada yiizyilldan uzun siiredir devam

eden bu sorun daha uzun yillar siirecektir (38).

1.1.3.2 Epidemiyoloji

Genellikle yoksul ve gelismekte olan iilkelerin bir sorunu olan TB halen
onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
bunun nedenini; dogru yaklagimlarin uygulanmadigr TB kontrol programlari, HIV
epidemileri, TB’nin sik goriildiigii lilkelerden gocler ve ekonomik yetersizlikler
olarak aciklamaktadir. Tiberkiiloz hasta sayilarindaki artisglar ve TB kontroli
¢abalarinmn yeterince basar1 saglayamamasi nedeniyle, DSO 1993 yilinda ilk kez bir
hastalik i¢in acil durum ilan etmis ve yeni bir TB kontrol stratejisi hizla
yaymlanmistir. Giiniimiizde TB kontroliiniin temel yOntemi olan bu strateji,
dogrudan gozetimli tedavi stratejisidir (DGTS) (39).

DGTS stratejisi:

1. TB kontrolii ile ilgili uygulamalar i¢in politik iradenin ortaya konmasi,

2. Semptomatik hastalarda pasif yontemle bakteriyolojik tani,

3. Gozetimli tedavi,

4. Ucretsiz ve siirekli ilag saglanmasi,

5. Kayit-raporlama-analiz sistematiginin kurulmasi, unsurlarini igermektedir.

Tiiberkiiloz halen diinyanin en 6liimciil bulasic1 hastaliklarindan biri olmaya
devam etmektedir. 2013 yilinda tahmini olarak 9 milyon insanda TB gelisti ve
360.000't HIV pozitif olmak iizere 1,5 milyon hasta TB nedeniyle hayatim
kaybetmistir. TB hastaliginin her yil yavas yavas azaldigi ve etkili tan1 ve tedavi
yontemleri sonucu 2000 ve 2013 yillar1 arasinda 37 milyon hastanin hayatinin
kurtarildig1 tahmin edilmektedir. Fakat halen TB nedeniyle verilen hasta kayiplarmin
kabul edilemeyecek diizeyde yiiksek olmasi ve ¢ogunun 6nlenebilir sebepler sonucu
olugmasi nedeniyle TB ile savas i¢in harcanan emek ve zaman arttirilmalidir.

Tiberkuloz gelisen tahmini 9 milyon insanin yarisindan fazlasi 2013 yilinda

(%56) Giiney-Dogu Asya ve Bat1 Pasifik Bolgelerindendi. Diger bir %25'1 niifusa
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oranla en yiikksek vaka ve 6liimiin goriildiigii Afrika Bolgesiydi. Hindistan ve Cin
strastyla %24 ve %11 ile en fazla vakanmn goriildiigii tilkelerdendi (Sekil 1).

Tiberkuloz vakalarinin ve liimlerinin yaklasik %601 erkekti, fakat kadin
vaka sayist da olduk¢a yiiksekti. 2013 yilinda 1/3 iinden fazlasinda HIV pozitif
olmak tizere yaklasik 510.000 kadin TB nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Ayn1 yil
80.000 HIV negatif cocuk TB nedeniyle hayatini kaybetmistir.

Tiberlukoz gelisen 2013'te 9 milyon insanin 1,1 milyonu (%13) HIV
pozitifti. Son yiizyil i¢inde HIV zemininde TB gelisen hastalarda 6liim oran1 diistiigii
goriilmektedir. Her yeni 5 HIV pozitif TB hastasinin 4'ti ve her 5 HIV pozitif TB
nedeniyle hayatini kaybeden hastanin 4'i Afrika Bolgesinde goriilmektedir.

Tiim diinyada 1990 ile 2013 yillar1 arasinda TB mortalite orani tahmini olarak
%45 diigmiistiir ayn1 periyotta TB prevelans orani da yaklasik olarak %41 diismiistiir
(40).

Estimated TB incidence rates, 2013
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Sekil 2. Tahmini TB insidans orani (2013)

Son bes yilda kiiresel tedavi basar1 orani, Diinya Saglik Asamblesi tarafindan
belirlenen %85 hedefine ulasilmis ya da asilmistir (40).

Tiberkiiloz insidansinin 2015 yilina kadar, prevalansinin ve o&liimlerinin
azaltilmast diinyanin ¢ogunda elde edilebilinir, ancak sorun Afrika ve Dogu

Avrupa'da biiyiik olacaktir (41).
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Tiiberkiiloz karsi miicadelede, Dogrudan Go6zetimli Tedavi Stratejisi (1995-
2005 yillar1) ve 2006 yilinda baglatilan halefi Stop TB stratejisini uygulamak i¢in 15
yillik yogun ¢aba uygulanmaktadir. 1995-2011 yillar1 arasinda, kiimiilatif toplam 51
milyon tiiberkiiloz hasta, bu programlar ile tedavi edildi, basariyla 20 milyon hayat
kurtarilmistir.

Tim bunlara ragmen kiiresel tiiberkiiloz kontroliinde biiyiik sorunlar
bulunmaktadir. Tiim tiiberkiiloz olgularmin iicte birden fazlasi DGTS protokolii
kullanilarak tedavi almamaktadir. Saptanan hastalar arasinda ¢ok ilaca direngli
tiiberkiilozlu tahmini 310.000 olgunun ¢ogu uluslararasi kurallara gore tan1 ve tedavi
almamaktadir. Bir¢ok tiiberkiilozlu olgunun arasimmda HIV pozitifli kisiler vardwr. HIV
durumu bilinmemektedir. Bu hastalar antiretroviral tedavi almamaktadir (42).

Tiberkiillozun son epidemiyolojik gostergeleri, 2050 yilinda tiiberkiiloz
eliminasyonun Binyil Kalkinma Hedefleri ile elde edilemeyecegini gostermektedir (43).

Diinya saglik orgiitii niin tiiberkiiloz kontrolii i¢in 6nerdigi DGTS'min bes
bileseni Tiirkiye'de uygulanmaktadir. Tiirkiye'de tiiberkiiloz kontroliiniin temelini
DGTS olusturmaktadir. DSO'niin  &nerilerini iceren "Berlin Deklarasyonu"
kapsaminda Tiirkiye de "Stop TB Stratejisi"ni uygulamay1 taahhiit etmis ve strateji
gereklerini uygulanmaya baslamistir (44).

Tiirkiye, DSO Avrupa Bolgesi'nde tiiberkiiloz agisindan yiiksek dncelikli 18
iilke arasindadir (45).

Diinya saglik orgiitii'niin tiiberkiiloz insidansiyla ilgili hedefi, 2015 yilina
kadar insidans hiz1 artiginin durdurularak geriye ¢evrilmesidir. Tiirkiye'nin de i¢inde
yer aldigi DSO Avrupa Bolgesi'nde 2012 yil tiiberkiiloz insidansi 100.000'de 40
iken, Tirkiye'nin tiiberkiiloz insidanst 100.000'de 22'dir. Tirkiye'nin tiiberkiiloz
insidans hizi, yillara goére azalmakta olup, 2000 yilinda 100.000'de 33 iken 2010
yilinda 100.000'de 25, 2012 yilinda 22'dir (Sekil 3) (40).
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Sekil 3. DSO Avrupa Bélgesi ve Tiirkiye'nin yillara gére TB insidansi

Diinya saghk oOrgiitii'niin tiiberkiiloz prevalansiyla ilgili hedefi, tiiberkiiloz
prevalansmi 2015 yilma kadar, 1990 yilina kiyasla yariya diisiirmektir. DSO Avrupa
Bolgesinde 2012 yili tiiberkiiloz prevalansi 100.000'de 56 iken Tiirkiye ig¢in bu
rakam 100.000'de 23'tiir. Tirkiye, 1990 yilinda 100.000'de 51 olan tiiberkiiloz
prevalansint 2007 yilinda 100.000'de 25'e diisiirmiistiir ve prevalans hedefine
ulagsmustir (Sekil 3) (40).
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Sekil 4. DSO Avrupa Bélgesi ve Tiirkiye'nin yillara gére TB prevalansi

Biny1l Kalkinma Hedefi kapsaminda 2015 yilinda tiiberkiiloz mortalitesini
1990 y1l1 seviyesinin yarisina diisiirmek hedefi bulunmaktadir. Tiirkiye 1990 yilinda
mortalite oran1 100.000'de 6,2'dir. Tiirkiye, 1998 yilinda tiiberkiiloz mortalitesini
100.000'de 3'e diisiirerek bu hedefe ulagsmistir (Sekil 5) (40).
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Sekil 5. DSO Avrupa Bolgesi ve Tiirkiye'nin yillara gére TB mortalite orani

Diinya saglik 6rgiitii'niin tiiberkiiloz kontrol programlarindaki hedefi "yayma
pozitif yeni tiiberkiiloz olgularin en az %70'ine ulasmak, ulasilan bu olgularin
%85'in1 basariyla tedavi etmektir". Tiirkiye ilk defa 2004 yilinda beklenen olgularin
%387'sin1 bulup, bunlarin %85'ini tedavi ederek bu hedefe ulagsmstir.

Diinya saglik oOrgiitii Avrupa Bolgesinde 1994 yilinda yayma pozitif
tiiberkiiloz hastalarm tedavi basaris1 %67 iken, Tiirkiye i¢in bu rakam 1996 yilinda
%71, 1998 yilinda %66'dir. Tiirkiye i¢in 1997 ve 1999 yillarina ait rakam
belirtilmemistir. 2000 yilmda bu oran DSO Avrupa Bélgesi i¢in %75 iken, Tiirkiye
icin %73'tlir. Tiirkiye, tedavi basarisinda 6nemli asama kaydetmis olup, 2012 yilinda
yayma pozitif tiiberkiiloz olgularmin tedavi basarisi %90 iken, DSO Avrupa
Bolgesi'nin tedavi basaris1 %66'dir (Sekil 6) (40).
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Sekil 6. DSO Avrupa Bolgesi ve Tiirkiye'nin yillara gore yayma pozitif TB

olgularmin tedavi basarisi
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Ekonomik Isbirligi Teskilat1 iiye iilkelerin 2009 yilinda tiiberkiiloz
durumunun degerlendirildigi ve Binyil Kalkinma Hedefleri kapsaminda basar1 ve
eksikliklerin tespit edildigi bir ¢alismada; tiye tilkelerden sadece iki iilkenin 2015
yilma kadar Binyill Kalkinma Hedefleri'ne ulasacagi, bunlardan birinin Tiirkiye
oldugu, diger iilkelerin acil miidahale hazirlamas1 gerektigi, yoksa hedeflere
ulagmalarinin miimkiin olmayacag1 belirtilmistir (46).

Tiiberkiilloz kontrolii i¢in ayrilan biit¢cenin artirilmasi, tiiberkiiloz kayit
sisteminde iyilestirme, tiiberkiiloz laboratuvar aginin giliclendirme c¢aligmalari,
dogrudan gozetimli tedavinin yayginlastirilmasi, verem savasi dispanserlerinin
yeniden yapilandirilmasi sonucunda Tiirkiye bu hedeflere ulagmistir (47).

Tirkiye'nin ge¢misten gelen tiiberkiilozla miicadele kararliligi devam
etmektedir. Saglik Bakanlig, tiiberkiiloz insidansini1 2017 yilinda 100.000'de 16'ya,
2023 yilinda 100.000'de 12'ye indirmeyi hedeflemistir (48).

1.1.3.3. Viriilans Faktorler

Mycobacterium tuberculosis viriilansinda rol oynayan kesin bir faktor
simdiye kadar gosterilememis olmasina ragmen kord faktor ve siilfatidler gibi bazi
immiinoreaktif komponentlerin viriilanstan sorumlu olabilecegi ortaya konabilmistir.
Bakterinin bilinen histolitik enzimler, endo veya ekzotoksinleri yoktur. Ancak hiicre
duvarinda bulunan bazi yapilarin toksik oldugu ge¢miste yapilan caligmalarla
gosterilebilmistir.

Polisakkaritler (arabinogalaktan ve arabinomannan); duyarli deney
hayvanlarinda anaflaktik tipte asw1 duyarlilik reaksiyonlarma neden olurlar.
Gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonlarinda rolleri yoktur. Konak hiicre
makrofajindan TNF-a salinimini arttirirlar. Notrofillerin damardan dokuya ge¢mesini
ve yangisal tepkimenin olusmasini saglarlar.

Fosfatidil inositol mannosid; Lipid yapisinda olup, esas itibariyle
hapteniktir. Capraz koruyucu immunitede roliiniin olabilecegi sanilmaktadir.

Muramil dipeptid(MDP); tek basina etkisi olmadigi halde trehaloz
dimikolatla birlesince immiin sistemi stimule eder ve antitiimor aktivite ortaya ¢ikar.

Wax D; peptidoglikolipid yapida olup Freund’s adjuvaninin etkisini artirici
ozellige sahiptir. BCG asisinimn, belli tiimorlerde gerileme gosteren immunoterapik

etkisinde roli vardir.
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Kord faktor (trehaloz 6’-6’-dimikolat); tiiberkiiloz basillerine kiime
olusturma kabiliyeti kazandirdig1 gibi adjuvan etkiyi de iceren ¢ok sayida 6zellige
sahiptir. Alternatif kompleman yolunu aktif eder. Polimorfoniikleer (PNL) l6kosit
gociinii Onler. Graniilom olusumunda rol oynar. Anti timor 6zelligi de vardir. Konak
hiicre membranina tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasara yol agar.

Farelerde karakteristik bir toksisiteye sahiptir (14).

1.1.3.4. Immiinopatogenez

Insanlik tarihinin bilinen eski hastaliklarindan biri olan tiiberkiiloz,
Mycobacterium tuberculosis kompleksi (M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum,
M.microti) basilleri tarafindan olusturulan ve basiller ile konagin inflamatuar
hiicrelerinin iliskilerine bagli olarak gelisen kronik graniilomatdz bir enfeksiyondur.).
Enfeksiyon, genellikle inhalasyon ile alinan ic¢inde 1-3 basil iceren 1-3 pm
biiytikliglindeki damlacik partikiillerin iist solunum yolunun fiziksel engellerini
asarak alveollere ulasmasiyla baslar. Akciger tiibekiilozlu bir hasta ile karsilasan
PPD negatif olgularin yaklasik %30’unda tiiberkiilin deri testi pozitiflesen fakat
hicbir klinik belirti olugsmayan primer enfeksiyon olusur. Bu ve primer enfeksiyonlu
kisilerin ancak %10’unda primer tiiberkiiloz gelismektedir (27).

Enfeksiyon veya hastaligin olusup olusmamasi, konagmn direnci ile basilin
virulans1 arasindaki dengeye baghdir. Konagin tiliberkiiloza karst yanitinda hem
dogal hem de kazanilan immiinite rol oynamaktadir (50).

Mycobacterium tuberculosis alveollere ulastiginda, baslangicta yok edilebilir,
basillere karst kazanilan immiin yanitla enfeksiyon kontrol altma almabilir veya
primer enfeksiyondan sonra cogalarak primer tiiberkiiloz olusturabilir. Primer
enfeksiyon sirasinda dormant hale gegen basiller, yillar sonra ¢ogalmaya baglayabilir
ve reaktivasyonla sekonder tiiberkiiloza neden olabilir. Primer enfeksiyon, bir latent
donemden sonra (yillar veya onlarca yil) her hangi bir yasta aktiflesebilmekte ve en
sik akcigerin iist bolgelerinde olmak iizere diger organlarda sekonder tiiberkiiloza
neden olabilmektedir. Hastaligin tipini konagimn basil antijenlerine kars1 olusturdugu
immiinolojik yanitlar (hiicresel immiinite ve gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu),
belirlemektedir. Akciger tiiberkiilozunun immiinopatogenezi, ilk enfeksiyondan

kavite olusumuna kadar evrelendirilmektedir (51).
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1. Baslangi¢ evresi: M.tuberculosis'in alveole inhalasyonu ile ilk evre baslar
ve lezyon bolgesinde alveoler makrofajlar toplanarak inflamatuar bir yanit gelisir.
Alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilen basilin virulans o6zelliklerine ve
alveoler makrofajlarin mikrobisidal giicline bagl olarak basiller sindirilir veya zay1f
alveoler makrofajlarda basiller ¢ogalarak enfeksiyonu baglatir. Genetik bozukluk ve
kazanilan immiin yetersizlikler —mikobakteriyel enfeksiyonlara duyarlilik
yaratmaktadir.

2. Basillerin ¢cogalma evresi: Alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilen
ve sindirilemeyen basiller ¢ogalarak makrofajlar1 parcalar ve alveoler boslugu
gecerler. Makrofajlardan salman kemotaktik faktorler dolasimdaki monositlerin
lezyon bolgesine toplanmasini saglayarak graniilom olusumunu baglatir. Alveoler
bosluga gecen basilleri yeni makrofajlar fagosite etseler de heniiz aktive
edilmedikleri ve hiicresel immiin yanit gelismedigi icin ¢ogalmalarma engel
olamazlar ve lenfo-hemotojen yolla tiim viicuda yayilarak yeni graniilomlar
olustururlar.

3. Enfeksiyonun kontrolii evresi: M.tuberculosis’in inhalasyonundan 2-6
hafta i¢inde, etkene karsi 6zgiil hiicresel immiin yanit gelisir. Lezyon bolgesinde
cogalan basillerin tiiberkiilin benzeri proteinleri, doku hasar1 yapan gecikmis tip asir1
duyarlhlik reaksiyonuna yol agar. Gecikmis tip asir1 duyarlilik yaniti, tuberkiilin testi
pozitifligine ve tiiberkiilozda goriilen kazeifikasyon, likeifikasyon ve kavitasyona
neden olur. Konagin bu yaniti, basil iceren makrofajlar ile ¢evre dokular1 harap
ederek, inaktif makrofajlar icindeki basillerin ¢ogalmasmi durdurur ve graniilom
merkezinde kazedz nekroz dokular olusturur. Makrofaj ve polimorf niiveli 16kosit
kaynakl1 hidrolitik enzimler ile toksik oksijen radikallerinin etkisiyle doku harabiyeti
artar. Olusan kazedz nekroz ortaminda basiller, anoksik kosullar nedeniyle
cogalamazlar, yillarca hatta yasam boyu dormant halde kalirlar. Primer enfeksiyon
ve primer odaklarm (Ghon odagi) olustugu bu evrede tiiberkiilin testi pozitiftir.

4. Hiicresel immiin yamt ile Gecikmis tip asir1 duyarhlhk arasinda
etkilesim evresi: Graniilomlarda kaze6z odagm etrafinda toplanan aktif makrofajlar,
kazedz odaklardan kagan basilleri fagosite ederek hizla sindirirler. Aktif
makrofajlarin yakaladig1 basiller ¢cogalmayi siirdiiriirse, gecikmis tip asir1 duyarlilik

yanit1 tekrarlanarak doku harabiyeti artar. Eger kaze6z odak erimezse, hiicresel
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immiin yanit tarafindan primer infeksiyonun ilerlemesi durdurulur. Akciger ve lenfo-
hemotojen yolla viicudun diger bolgelerine ulasan basillerin olusturduklar1 kiigiik
kazedz odaklar makrofajlar tarafindan temizlenir. Biiylik kazeéz odaklar ise bir
fibroz kapsiille g¢evrilerek izole edilir (tiiberkiiloma). Immiin sistemi baskilanmis
kisilerde olusan kaze6z odaklardan kagan basiller, iaktif veya diisiik aktivitedeki
makrofajlar tarafindan fagosite edilir, fakat sindirilemezler. Bu makrofajlarin basil
cogalmasini durdurabilmesi i¢in, gecikmis tip asir1 duyarlilik yanitini tekrarlanmasi
gerekir. Bu yanit tekrarlandik¢ca kazedz nekrozlar genisler ve primer tiiberkiiloz
olusur. Lenfo-hematojen yolla basiller akcigerden viicudun diger kisimlarma yayilir
ve pulmoner ven duvarinda olusan kaze6z odagin acilmasi ile miliyer ve dissemine
tiiberkiiloz gelisir.

5. Kavite olusum evresi: Hiicresel immiin yanit1 primer tiiberkiilozu kontrol
edemeyen kisilerde, primer tiiberkiiloz endojen reaktivasyonla veya ekzojen
reenfeksiyonla ilerleyerek yillar sonra gelisen kaviter lezyonlar olusur (sekonder
tiilberkiiloz). Primer tiiberkiilozun ilerlemesi, makrofajlardan salman hidrolitik
enzimlerin protein ve lipitleri hidrolize etmesi ile graniilom ortasindaki kazeumun
erimesi, likeifikasyon ve kavitasyon ile sonuglanir. Basiller, hiicre disinda erimis
materyal i¢inde ¢ogalarak eriyikle birlikte akcigerin diger bolgelerine yayilirlar.

Alveollere ulasan M.tuberculosis basilleri, dogal savunma yollariyla yok
edilebilir veya cogalarak klinik goriiniimleri olusturabilirler. Konagin dogal
savunmasinda; iist solunum yolunun fiziksel engeli, fagositoz, fagositik hiicrelerin
reaktif nitrojen ve oksijen Uriinleri, inflamatuar hiicreler ve saldiklar1 sitokinler,
alveoler makrofajlarin kimyasal yapismi degistirmesi, apopitoz ve genetik faktorler
rol oynar. Ust solunum yolunun fiziksel engeli Respiratuar bronsiyol epiteli,
genellikle virulan M.tuberculosis disinda mikobakteriyel enfeksiyonlara direnglidir.
Lizozim, laktoferrin gibi antibakteriyel sekresyon igeren iist solunum yolunun siliali
epitelleri, basil bulunan biiyiikk molekiiller1 tutarak dogal savunmaya katkida
bulunurlar (14).

Hiicre duvarlarinin zengin lipit tabakasi sayesinde mikobakteriler oldukca
korunaklhidir. Kord faktorii denilen trehaloz 6,6 dimikolat sadece viriilan suslarda
bulunan bir viriilans faktoriidiir. Mikobakteriler, makrofaj {lizerindeki reseptorlere

baglanmay1 saglayan ligantlara sahiptir. Bu sayede makrofaj igerisine giren basiller,
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makrofajim oldiiriicii etkisinden korunmus olurlar ve canlh kalirlar. M.tuberculosis
ortama bolca amonyak salarak, hem lizozom-fagozom olusumunu engeller hemde
birlesme olsa dahi litik enzimlerin fonksiyonlarint bozarak etkisizlestirirler.
M.tuberculosis tarafindan iiretilen trehaloz 2- siilfat tiirevleride fagozom- lizozom
birlesmesini Onler. Bu basiller hiicre duvarindaki lipoarabinomannan ve fenolik
glikolipidler sayesinde, makrofajlarca iiretilen H202 ve diger oksijen radikallerinin
oldiirticti etkisini bloke ederler. Lipoarabinomannan, hem oksijen radikallerini bloke
eder hemde protein kinaz C’yi inaktive eder. Lipoarabinomannanin ucuna mannoz
molekiiliiniin baglanmasi sonucu IL-10 sentezi uyarilarak immun yanitin humoral
yone kaymasma ve TNF-a (tumor necrosis factor), IL-12 gibi sitokinlerin salinimi
icin uyarinin azalmasma neden olur. TNF-a, IL-12 yapimimin azalmasi, reaktif
oksijen radikallerinin = sentezinin azalmasmna ve makrofajlarin  Sldiirme
fonksiyonlariin bozulmasima apopitosise neden olur (52).

Bugiin tiiberkiiloza karsi immun yanitta ve korunmada esas rolii hiicresel
immun yanitin (Thl) oynadig1 agik¢a bilinmektedir. Bu yanitta etkin hiicreler
CD4+T, CDS8+T hiicreleri, aktive olmus makrofajlar ve dendritik hiicreler olup
bunlarla birlikte IFN-y, IL-12, TNF-a gibi sitokinler 6nemli rol almaktadir.
Enfeksiyondan yaklasik 7-21 giin sonra doku asw1 duyarliligt ve hiicresel
immiinitenin gelismesiyle birlikte, basillerin tiremesi ve yayilmasi siirlandirilmaya
baslar. Basil tasiyan makrofajlar ve dendritik hiicreler bir yandan basta IL12 olmak
iizere proinflamatuer sitokinleri salgilayarak hiicresel immun sistem hiicrelerini
(CD4+T, CD8+T) aktive ederek, hiicresel prolifarasyona diger yandan da fagosite
ettikleri basilleri aktive ettikleri hiicrelere sunmaya calisirlar. IL12'nin etkisiyle aktif
lenfositler 3-9 haftada yeterli sayiya ulasirlar ve bu hiicreler enfekte dokuya giderek
burada hem regiilator hem de efektor olarak fonksiyon goriirler. Basta CD4+ T
hiicreleri olmak iizere Thl yanitin diger aktif hiicreleri tarafindan salgilanan IFN-y
makrofajlar1 giiclii bir sekilde aktive eder. Aktif makrofajlar basilleri hapsederek
fagozoma doniisiirler. Fagozom-lizozom birlesmesinin ger¢eklesmesiyle lizozomal
enzimler basil lizerinde litik etki gosterirler. Hiicre i¢i basillerinin imhasinda etkili
olan reaktif oksijen molekiilleri, reaktif nitrojen ara molekiiller indiiklenebilir nitrik

oksit sentetaz (INOS) yapimi da makrofaj aktivasyonunu indiikler. Yapimi
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indiiklenen diger bir molekiil timdr nekroze edici faktor (TNF-a) enfeksiyonun
sinirlandirilmasinda ¢ok 6nemli rol oynar.

Aktif makrofajlar ve hiicresel immun sistem hiicrelerinin canli basillerin
bulundugu ilk enfeksiyon odaginda birikmesi sonucu tiiberkiil denen kiiciik
graniilomlar olusmaya baslar. Primer Tiiberkiiloz denilen bu donemde yeterli konak
savunmasinin olusturuldugu, basil iiremesinin ve enfeksiyonun smnirlandirildigi bir
sirec olmakla birlikte basiller tamamiyle eradike edilememektedir. Olusan
graniilomlar zamanla kalsifiye olmakta, uyur fazdaki basiller viicutta varliklarini
sirdiirebilmektedir. Latent donem de denilen bu donemde primer enfeksiyon
sirasinda gelistirilen hiicresel immun yanit, konagi tiiberkiilozdan korumaya devam
eder. Latent fazdaki basillerin konak bagisik yanitin1 asarak cogalmasi ve yeni
odaklara tasinmas1 sonucu olusan tiiberkiiloza sekonder tiiberkiiloz (reaktif) denir.

Siklikla akcigerin apikal bolgelerinde olusan reaktif tiiberkiiloz odaklari
basille immun sistem arasindaki etkilesimler sonucu graniilomlar olusur. Bu
graniilomlar zamanla nekroze olurlar ve ylizeye yakin graniilomlarin olusturdugu
doku harabiyeti sonucu kavitasyonlar meydana getirirler. Bunun sonucu olarak
tiiberkiilozun prototipik semptomu olan kanli balgamla birlikte oksiiriige yol acgarlar.
Ilerlemis tiiberkiilozda immun profil oldukga farklidir ve bu hastalarda Th2
sitokinlerinin (6zellikle IL4) artisi, serum IgE diizeyindeki artisla ve akciger
kavitasyonunun biiyiimesiyle kuvvetli paralellik gostermektedir. Enfeksiyonun
baslangicinda etkin olan Thl yanitinin, ilerleyici hastalik fazinda (pindmoni,
intertisyel firozis) azaldig1 ve bu donemde IL4 ve Thl yanitinin inhibiitérii olan
“transforming growth factor beta” (TGF-B) diizeylerinde belirgin artis oldugu
gorilmiistiir. Tiiberkiilozun gelisiminde anahtar olay Thl yanitinin Th2ye
doniisiimiidiir. Tiiberkiilozun cesitli semptomlar1 (ates, kilo kaybi, doku hasar1), Th-1
yanitinin baslica sitokinlerinden biri olan TNF-a“nin salimimi sonucu ortaya
cikmaktadir.

TNF-o'nin, IL4 seviyesinin yiiksek oldugu enfeksiyon bdlgesinde
salgilanmasinin doku hasarini indiikledigi gosterilmistir. TNF-a ve iNOS
iretimlerinde belirgin azalma gosteren vakuollii makrofajlar aktif tiiberkiilozun
baskin makrofaj tipidir. Bunlar CD4+T hiicreleri lizerinde apopitotik etki gosterirler.

Makrofajlar tarafindan enfeksiyonun erken fazinda tiretilen az miktardaki PGE-2’nin,
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INOS ifadesini arttirarak basil yiikiiniin azalmasinda etkin rol aldig1 gosterilmistir.
Aktif tiiberkiilozdaki tipik vakuollii makrofajlarda PGE-2 yapiminin artmasi sonucu
Th1 hiicrelerinin iizerinde immunosupresif etki olusur. Yine vakuollii makrofajlarda,
Thl yanitin1 baskilayan TGF-f yapimi da artmaktadir. Bu sitokin tiiberkiilozda
akcigerdeki fibrotik degisikliklere neden olur (53-55).

1.1.4. Tiiberkiilozun Mikrobiyolojik Tanis1

Tiberkiilozun tanist klinik, histopatolojik, immiinolojik ve mikrobiyolojik
olarak konulmaktadir. Tiiberkiilozun kesin tanis1 ise mikrobiyolojik olarak klinik
orneklerde tiiberkiiloz basilinin gosterilmesi ile konur. Mikrobiyolojik tanida
kullanilan yontemler, mikroskobik inceleme, kiiltiir ve molekiiler testlerdir (26).

Mikrobiyoloji ~ laboratuvarlarmda  mikobakterinin ~ saptanmasi  ve
identifikasyonu, tiir tayini ve {iretilen basilin ila¢ duyarliliinin saptanmasi gibi
testler uygulanir. Bu siire¢; incelenmesi istenen klinik 6rnegin hastadan uygun
sekilde elde edilip, laboratuvarda homojenize ve dekontamine edildikten sonra
mikroskobik incelemesinin yapilmasi, Kkiiltiiriiniin yapilarak tanimlanmasi ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi ile sonuglanir. Centers for Disease Control
(CDC) bu islemlerin 6rnek laboratuvara kabul edildikten sonra 28 giin icinde

sonu¢lanmasini 6nermektedir (56).

1.1.4.1. Klinik Orneklerin Ahnmasi ve Laboratuvara Gonderilmesi

Tiiberkiilozun mikrobiyolojik tanismin dogru bir sekilde konulmasinda tani
yontemlerinin duyarliligi kadar incelenecek orneklerin secilmesi, bu o6rneklerin
hastalardan uygun sartlarda, uygun yontemlerle ve yeterli miktarlarda alinmasi,
orneklerin laboratuvara belirli kurallara uyularak tasimasi ve laboratuvarda en kisa
zamanda islenmesi gerekir. Test sonuglarmin kalitesini etkileyen en 6nemli basamak
analiz Oncesi (preanalitik) evredir. Bu ylizden 6rnegin se¢imi, alinmasi, laboratuvara
ulastirilmast ve gerektiginde uygun kosullarda saklanmasi ile ilgili kurallara
uyulmasi son derece 6nemlidir.

Genel kurallar;

Ornek tercihen antitiiberkiiloz tedavi baslamadan nce alinmalidir.

Ornek endojen flora ve cevresel kontaminasyonu en aza indirmek igin

olabildigince aseptik sartlarda alinmalidir.
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Izolasyon sansmi artrrmak igin rnek uygun kalitede, yeterli miktarda ve
sayida olmalidir.
Ornek uygun zamanda alinmali, en kisa siirede ve uygun tasima kosullarinda

laboratuvara gonderilmelidir.

1.1.4.1.1. Orneklerin Ahnmasi

Tiberkiiloz, degisik organ ve sistemleri etkileyebilen sistemik bir enfeksiyon
hastaligidir. Tan1 amacli laboratuvara gonderilecek 6rnek ¢esidi, hastaligm etkiledigi
organ dikkate alinarak se¢ilmelidir. Hastaligin tanisinda akciger veya akciger disi
olmak tizere ve florali veya steril alanlardan farkli tipte Orneklerden
yararlanilmaktadir.

Orneklerin alindig1 kaplar, tek kullammlik, steril, vida kapakli sizdirmaz
kaplar olmalidir. Akciger tiiberkiilozunun tanisinda kullanilan ornekler ve bu
orneklerin alinmasinda dikkat edilecek hususlara iligkin bilgiler Tablo 3'de

Ozetlenmistir.
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Tablo 3. Akciger tiiberkiilozu tanisinda kullanilan 6rneklerin alinmasina iliskin

ozellikler
Ornek Tiirii Endikasyon Ornek Alma (")zelligi
Balgam Akciger tiiberkiilozu Hastalardan a¢ karnmna derin ve kuvvetli bir
siiphesinde ilk tercih edilen  Oksiiriikle akcigerlerden gelen kivamli, sabah ilk
ve basil saptama orani en balgam 6rnegini vermeleri istenmelidir (Kutu-1).
yliksek ornek tiiriidiir Tercihen iic ardisik giinde* sabah a¢ karnma 3-5
mL alt solunum yollarindan gelen 6rnek
alinmalidir
Uyarilmis Balgam ¢ikaramayan ayaktan Nebiilizator yardimi ile aerosol haldeki 10 mL %3-
(indiiklenmis) hastalar 10'luk hipertonik tuzlu su 15-30 dk boyunca
Balgam hastaya vyavasca solutulduktan sonra, derin ve
kuvvetli oksiiriik ile yaklagik 10 mL balgam 6rnegi
alinir
BAL Higbir sekilde balgam veya  5-10 mL brons lavaji1 / BAL 6rnegi

] uyarilmis balgam 6rnegi o
Brons lavaji veya  veremeyen tani konulamamig 5 mL serum fizyolojik igerisine alman firgalama

bronsiyal fircalama o]gular ornegi
ornegi En az 3 mL trakeal aspirat alinir
Trakeal aspirat

Endotrakeal Baska sekilde ornek En az 3 mL endotrakeal aspirat alinir
Aspirat veremeyen yogun bakim
hastalari

Nérolojik hastalik, koma hali Ug ardisik giinde, sabah 8-10 saatlik aclig1 takiben,
AMS vb. nedenlerle uyum hasta yatagindan kalkmadan, gastrik tiip ile 25-50

gosteremeyen hastalar mL steril su veya serum fizyolojik (SF) verilip
10 - aspire edildikten sonra en az 5 mL &rnek alinir
yasindan kiigiik ¢ocuklar
Uyarilmis balgam alimamayan
hastalar

] Aseptik sartlarda kazedz lezyondan alinan en az 1
Akciger doku ornegilnvazif olmayan teknikler ile gr doku biyopsisi veya ince igne aspirasyonu

tan1 konulamayan akciger

tiiberkiilozu siiphesi olan

olgular

Acik akciger biyopsi doku 6rnegi 2-3 mL'lik steril
SF igine alinir.

) _ Cocuklarda ve diger akciger Larinks siiriintii érnegi silgi¢ ile alinip 2-3 mL'lik
Larinks siiriintlisii ~ grneklerinin hicbirisinin elde steril SF igine konur
edilemedigi hastalar

* En uygun balgam 6rnegi ii¢ giin iist iiste sabah alinan ilk balgam 6rnegidir! Ancak hasta, li¢ giin Ust iiste sabah ilk balgam 6rnegini verecek
durumda degil ise,

- ilk balgam &rnegi; klinik bagvuru sirasinda (anlik),

- Ikinci balgam &rnegi; ikinci giin sabahi (evde),

- Ugiincii balgam 6rnegi; ikinci balgam érnegini getirdiginde (anlik) veya iigiincii giin sabahi (evde) alinr.
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Akciger tiiberkiilozu tanisinda biri sabah balgami olmak {izere en az iki Ornegin

incelenmesi Onerilmektedir.

Hastaya ti¢ adet steril 6rnek kabr verilir. (Hastaya bir kap verip ertesi giin 6rnegi
getirdiginde yeni kab1 vermek daha uygun olabilir.)

Sabah a¢ karnina once dislerini fircalamas1 veya agzini iyice ¢alkalamasi istenir.
(Yiyecek artiklari, agiz florasy, tiikiirik ve oral ilaglar ile balgamin
kontaminasyonunu Onlemek i¢in hastaya balgam cikarmadan once agzmi bol
suyla (miimkiinse sehir sebekesi harici su ile) calkalamasi gerektigi
hatirlatilmalidir.)

Bir bardak 1lik su i¢mesi Onerilir. (Kendiliginden balgam ¢ikaramayan hastalara
oncelikle bol sivi almas1 ve kiiltiirfizik hareketleri yapmasi veya merdiven inip
cikmasi tavsiye edilebilir.)

Ornek kabinm agzini dikkatli bir sekilde agmasi, kapagi uygun, temiz bir yere
koymasi sdylenir.

Izolasyon odasinin olmadig:1 yerlerde agik havada drnek vermesi istenir.

Derin bir nefes alip bir siire nefesini tuttuktan sonra derin ve kuvvetlice okstiriik
ile balgamin1 dogrudan kabin i¢ine ¢ikartmasi istenir. (Balgam ve tiikiiriik farkini
tam olarak bilmeyen hastalar yanlislikla balgam ¢ikarmadan kaba tiikiirmesinler
diye, hastaya "balgamini1 kaba tiikiir" denmemelidir. Hastalara tiikiiriik veya
nazofaringeal sekresyonlarin (burun ve yutak kaynakli sivilarin) balgam olmadigi
ve bu nedenle laboratuvarda test icin uygun Ornek olarak kabul edilmedigi
anlatilmalidir.)

Ornek kabmin kapagini dikkatli bir sekilde sikica kapatmasi ve bu sekilde, her
ornek icin ayr1 6rnek kabi kullanmasi séylenir.

Her kab1 ayn1 giin en geg iki saat icerisinde laboratuvara getirmesi istenir.

Uyarilmis balgam, sulu 6zellikte oldugundan goriiniim agisindan tiikiirtige benzer.

Ornegin tiikiiriik zannedilerek reddedilmemesi icin istem kagidma mutlaka

"uyarilmis balgam"notu eklenmelidir.

Ornek alma sirasinda olusabilecek biyolojik riskler

Balgam ¢ikarilmasi

e Nebulizator ile uyarilmis balgam alinmasi
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e Bronkoskopi islemi
e Iinvaziv islemler sirasinda hastadan ¢evreye bulas olabilir.
Bu iglemler;

e Enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alindig1 yerlerde,
e Uygun giivenlik standartlar1 altinda,

e Egitimli personel (balgam harig) tarafindan islemler sirasinda eldiven, 6nliik ve

solunum maskesi kullanilarak yapilmalidir (57)

Idrar, steril viicut sivilari, abse 6rnekleri ve aspirasyon sivilari, kan-kemik
iligi, disk1 ve doku 6rnekleri, ekstrapulmoner drneklerdir. Idrar 6rneklerleri birbirini
izleyen en az 3 giin siire sabah idrar1 alinmalidir. Ornek miktar: en az 40 ml olmalidir
ve yirmi dort saat biriktirilen idrarlar kabul edilmemelidir. Beyin omurilik sivisi
(BOS), plevral, perikardiyal, peritoneal veya sinovyal sivilar steril viicut sivilaridir
ve en az 5 ml olmalidir. Abse Ornekleri ve aspirasyon sivilari aseptik kosullarda
almmalidir ve miimkiin oldugu kadar cok materyal aspire edilmelidir. Kutanoz
lezyonlarda optimal {reme 1sis1 daha diisik olan mikobakterilerden biri
(M.haemophilum, M.marinum, M.ulcerans) enfeksiyon ajani olabileceginden, ikinci
bir kiiltiir seti 30°C’de inkiibe edilmelidir. Doku Ornekleri en az bir gram olacak
sekilde steril bir kap i¢inde almmalidir. Kan-kemik iligi 6rneklerinin, MY CO/F
LYTIC siseleri (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD) veya
BacT/ALERT MB kan besiyeri (bioMerieux SA, Lyon, France) gibi alternatif
besiyeri kullanilarak tiiberkiiloz kiiltiirleri yapilabilmektedir. BACTEC 460TB
sisteminde kan ve kemik iligi kiiltiirii i¢in standardize edilmis olan BACTEC 13A
sisesi giinlimiizde artik kullanilmamaktadir. BACTEC 460TB (12B siselerinde)
sisteminde mikobakteriler i¢in inhibitor etki gésteren polipropilen glikol komponenti
bulunmaktadir. Mikobakterilerin iiremesi tizerine benzer etki, Septi-Chek AFB sivi
besiyeri ve MGIT s1v1 besiyerinde de bildirilmistir. Disk1 6rnekleri M. tuberculosis
tanisinda sik tercih edilen ornekler degildir. Sadece AIDS’li hastalarda M.avium
kompleks tanisinda yararli olabilecegi belirtilmistir ve digki 6rneginin en az bir gram

olmas1 6nerilmektedir (11)
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Ekstrapulmoner tiiberkiilozunun tanisinda kullanilan Ornekler ve bu
orneklerin alinmasinda dikkat edilecek hususlara iliskin bilgiler Tablo (4)de

Ozetlenmistir.

Tablo 4. Akciger-dis1 tiiberkiilozun tanisinda kullanilan 6rneklerin alinmasina iliskin

ozellikler
Ornek Tiirii Endikasyon Ornek Alma Ozelligi
Uriner sistem Ardisik en az ii¢ giin iist iiste dis iirogenital bolge tiiberkiilozu siiphesi temizlendikten
idrar sonra en az 40 mL sabah idrar1 alimir
Idrar veremeyen hastalardan mesaneden kateter ile ya da suprapubik aspirasyon ile alinabilir
BOS Santral sinir sistemi Aseptik sartlarda en az 2 mL (optimal 10 mL) alimir
tiiberkiilozu siiphesi
Doku biyopsi 6rnegi Invaziv olmayan Aseptik sartlarda kazedz kisimlardan en az 1 gr kadar teknikler ile tan1 doku biyopsi
Ornegi alir konulamayan akciger- dis1 tiiberkiiloz siiphesi
Steril viicut Akciger dis1 tiiberkiiloz Aseptik sartlarda en az 10 mL alinir*

stvilari (plevra, periton, stiphesi
perikard, eklem vb.)

Apse ve yara ornegi Akciger disi tiiberkiiloz Aseptik sartlarda yiizeyel eksuda uzaklastirildiktan siiphesi sonra apse igerigi
ve aspire edilen sivi alinir

Kemik iligi Yaygin tiiberkiiloz Aseptik sartlarda heparin, SPS igeren steril tiiplere

stiphesi ve nedeni ve/veya ticari mikobakteriyel kan kiiltiir besiyerlerine bilinmeyen ateste alinir

Yaygin tiiberkiiloz Aseptik kosullarda, 5-10 mL kan SPS veya heparin siiphesi ve nedeni igeren steril

Kan .. L . . i . e .
tiiplere veya ticari mikobakteriyel kan bilinmeyen ateste kiiltiir besiyerlerine dnerilen miktarda alinir

Digki** Intestinal tiiberkiiloz 3-5 gr disk1 6rnegi alinir

stiphesi

* Steril viicut sivilar; periton, perikard ve plevral biyopsinin mikobakteriyolojik tani1 degeri, viicut sivilarindan daha yiiksektir
ve bu ylizden tani igin biyopsi 6rnegi tercih edilmelidir.
** Diski 6rnegi; tiiberkiiloz tanisinda diskidan yapilan mikroskopi ve kiiltiir islemleri, klinik yarar agisindan tartigmalidir.

1.1.4.1.2. Orneklerin Tasinmasi ve Saklanmasi
Tiberkiilozun laboratuvar tanisinin dogru yapilabilmesi i¢in uygulanan
yontemlerin duyarliligmin yani sira, 6rneklerin laboratuvara génderilmesinde belirli

kurallara uyulmasi gerekmektedir.

1.1.4.1.2.1. Etiketleme

Ornek kabinda ve istem formunda yer almas1 gereken asgari bilgiler Tablo 5
ve 6'da verilmistir. Hasta bilgilerinin kabin {lizerine etiketlenmeyip sadece kapakta
bulunmasi, islem esnasinda kapaklarm agilmasi ile Orneklerin karigabilmesi

bakimindan sakincalidir.
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1.1.4.1.2.2. Tasima ve Saklama
Hastalardan alinan 6rnekler asir1 sicak ve soguk, ani basing degisikligi veya
asir1 kuruma gibi olumsuz kosullardan korunarak laboratuvara en kisa siirede
ulastirilmalidir. Orneklerin tasmmasi ve saklanmasina iliskin hususlar Tablo 7'de
verilmistir.
Bagka bir kuruma gonderilecek klinik 6rnek veya tiremis kiiltiirler;
e Uygun tiip icerisinde agizlar1 sikica kapatilmig olarak kendinden
fermuarli naylon posete konulmali
e Tasima kutusunun i¢inde ayrilmis gozlere iyice yerlestirilmelidir.
e Uygun igli tasima kabi ile tasima kurallarma uygun olarak

laboratuvara yollanmalidir.

Tablo 5. Ornek kabinda yer almas: gereken asgari bilgiler

Hasta adi-sovadi

Dosya / 6rnek numarasi
Ornek alinma tarih ve saati
Ornek tiirii

Tablo 6. Laboratuvar istem formunda bulunmasi gereken asgari bilgiler

m Saghk merkezi bilgisi
- Merkez ad1
- Doktor adi-soyadi, imzasi
- Iletisim bilgisi
m Hasta kimlik bilgileri
- Adi-soyadi
- T.C. kimlik numarasi
- Dogum tarihi

- Babaadi
- Adres

m Hastalik bilgisi
- Ontam
- Tedavi 6ykiisii

m Ornek bilgisi
- Ornek tiri

- Ornek alinma tarih ve saati

m Istenen tetkik
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Tablo 7. Tiiberkiiloz tanisinda kullanilan 6rneklerin taginmasi ve saklanmasi

m Kurum i¢inde 6rnek gonderimi ikincil kap ile kurum digina 6rnek gonderimi tiglii tagima
kaplari ile yapilmalidir (bkz. Enfeksiydz Madde ile Enfeksiydz Tani ve Klinik Ornegi

‘Tasima Yonetmeligi).
m Ornekler, oda 1sisinda miimkiin olan en kisa siire i¢erisinde laboratuvara ulastiriimalidir.
m Orneklerin laboratuvara ulastirilmasi 1 saati gegecek ise 24 saate kadar +4°C'de

bekletilebilir.
m BOS, kemik iligi, kan drnekleri kesinlikle buzdolabma konulmaz.

m AMS ornekleri 5-10 mL 6rnek bagina 100 mg sodyum karbonat veya %4'lik NaOH ile

nétralize edilir ve en kisa siirede laboratuvara ulastirilir

1.1.4.1.2.3. Orneklerin islenmesi

Orneklerin islenmesi, kontamine veya steril alan &rnekleri olmalarma gore
farklilik gostermektedir. Orneklerin islenmesinde dekontaminasyon,
homojenizasyon, notralizasyon ve konsantrasyon basamaklar1 uygulanmaktadir.

Dekontaminasyon; kontamine &rneklerin igerisindeki mikobakterilerin
canliligi korunurken, kontaminant mikroorganizmalarin NaOH, oksalik asit vb.
kimyasal maddeler ile uzaklastirilmasi ve sayica azaltilmasi iglemidir. Steril 6rnekler
dekontamine edilmeden isleme alinir.

Eklem sivilari, BOS veya diger steril viicut sivilari, kan ve kemik iligi,
aseptik sartlarda cerrahi olarak ¢ikarilmis doku/biyopsi drnekleri (otopsi drnekleri
hari¢) dekontaminasyon gerektirmeyen steril 6rneklerdir.

Homojenizasyon; 6rneklerde bulunan miikoz, epitel ve diger sekilli elemanlar
arasinda gizlenmis olan basilleri ortaya c¢ikarmak ve mukus yapilar1 eriterek
santrifiijde ¢okmesini ve basillerin 6rnek i¢inde homojen bir sekilde dagilmasini
saglamak i¢in uygulanir. Bu amagla NaOH ya da N asetil L sistein (NALC) gibi
kimyasal maddeler kullanilir.

Notralizasyon; mikobakteriler en iyi pH 6,8'de tliredigi i¢in homojenizasyon-
dekontaminasyon islemleri sirasinda kullanilan kimyasal maddeler nedeni ile asidik
ya da alkali hale gelen 6rneklerin nétralize edilmesi islemidir.

Konsantrasyon; klinik ornekteki basillerin yogunlastirilmasi ve tiiberkiiloz

basilinin izolasyon oranini arttirmak i¢in yapilan santriftijleme islemidir (57).
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Kiiltiirlerde hi¢ kontaminasyon olmamast veya c¢ok diisik (<%2)
kontaminasyon oranlari, 6n islem kosullarinin ¢ok sert oldugunu ve sadece
bakterileri degil ayn1 zamanda mikobakterileri de elimine ettigini gdsterirken; %35°1
gecen kontaminasyon oranlari, agir1 kontaminasyon olarak tanimlanir (11).

Dekontaminasyon igslemlerinde en sik N-Asetil-L-Sistein (NALC) + Sodyum
hidroksit (NaOH) ve %2-4’lik Sodyum hidroksit (NaOH) gibi yOntemler
kullanilmakla birlikte zefiran (benzalkonyum klorid) -trisodyum fosfat yontemi,
oksalik asit yontemi, CPC yontemi, siilfiirik asit yontemi gibi farkli yontemler de
kullanilabilir (11, 58).

NALC-NaOH yonteminde NALC mukolitik, NaOH dekontaminant ve Na-
sitrat klinik Ornekte bulunabilecek agir metal iyonlarin1 baglayarak NALC’1n
inaktive olmasini 6nlemek amaciyla kullanilir (59).

Yontemde O6rnek miktar1 kadar NALC-NaOH tiipe eklenir ve vortekslenir,
karisim 15-20 dakika oda 1sisinda bekletilir, daha uzun siiren islem, kontaminant
mikroorganizmalarla beraber mikobakterileri de Oldiirecegi icin kiiltiirde iiretme
sansin1 azaltacaktir. Bu siirecte, karisim bir karistiricida hafif dondiiriilerek veya
birkag kez elle ¢calkalanarak homojenizasyon kolaylastirilir (11).

Daha sonra karisima fosfat tamponu ilave edilerek dekontaminasyon islemi
durdurulur. Karisim sogutmali santrifiijde 15-20 dakika 3.000Xg’de santrifiij
edilerek konsantrasyon islemi gerceklestirilir. Ustteki sivi dezenfektan bulunan bir
atik kabina bosaltildiktan sonra tekrar fosfat tamponu ilave edilerek sediment tekrar
sispanse edilir. Tim islemler biyolojik emniyet kabininde yapilmalidir.
Dekontaminasyon ve konsantrasyon islemlerinden gegirilmis 6rnekler daha sonra

mikroskobik inceleme, kiiltiir ve molekiiler testler i¢in kullanilabilir (11, 60)

1.1.4.1.3. Mikroskopik inceleme

Mikroskopik inceleme hem tani amaciyla, hem de tedavi alan hastalarin
izleminde kullanilan hizli, basit, ucuz ve kolay bir yontemdir. Yontemin 6zgilligi
yliksek olmasma karsin, duyarliligi 6rnegin tiirii ve kalitesine, igerdigi bakteri
miktarma, uygulanan teknige, uygulama ve degerlendirme yapanlarin deneyimine
bagl olarak %20 ile %85 arasinda degismektedir. Mikroskopik incelemede ARB
pozitifligini saptayabilmek i¢in yayma yapilan 6rnegin mililitresinde 5.000-10.000
bakteri bulunmasi gerekmektedir (57).
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Laboratuvara gelen 6rnek miktari, test edilen 6rnegin tipi, yaymanin kalinligi,
boyama yOntemleri ve okuyucunun deneyimi gibi faktorler duyarliligi etkileyen
onemli faktorler arasinda sayilabilir. En yliksek yayma pozitiflik oran1 solunum
orneklerinde saptanir. Boyama islemi esnasinda lamlarin ¢arpaz kontaminasyonu ve
TDM ile kontamine suyun kullanilmasi yanlis pozitif sonuglara neden olur,
mikroskobi i¢in kullanilan immersiyon yagindan da ARB gecisi olabilir (61).

Mikobakteriler hiicre duvarlarindaki yogun lipidlerin kazandirdig: hidrofobik
ozellik nedeniyle suda c¢oziinen boyalarla zor boyanirlar. Mikobakterilerin
boyanabilmesi i¢in; boyanin suda kolay eriyen fenol gibi organik bir madde i¢inde
eritilmesi gerekmektedir. Mikobakteriler hiicre igine aldiklar1 boyay1 asit-alkol
cozeltisi ile brrakmadiklar i¢in "asido rezistan bakteri (ARB)" olarak adlandirilir.
Tiberkiilozun erken tanisinda, mikroskop ile 6rnekte ARB varliginin aranmasi, her
diizey tani laboratuvarinda uygulanabilen bir yontemdir (57).

Aside direncli boyanma 6zelligi, mikobakterilerle 6zdeslesmis bir 6zelliktir;
bugiine dek tanimlanan mikobakterilerin tamami aside diren¢li boyanmaktadir. Bu
ozellik kullanilarak baglica iki tip boyama teknigi gelistirilmistir, bunlar:

1- Karbon fuksin boyalar1: fuksinin karbolik asitle karigimidir.

a. Ehrlich Ziehl Neelsen yontemi (sicak teknik)
b. Kinyoun yontemi (soguk teknik)
2- Florokrom boya:
a. Auromine O boyasi
b. Auromine-rhodamin boyasi (12)

Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) yontemi ve Kinyoun yontemi, Karbol fuksin
boyama tekniklerindendir. En yaygm kullanilan yontem Ehrlich Ziehl Neelsen
yontemidir (sicak karbol fuksin boyama) Bu yontemde karbol fuksin ile isitilarak
boyanan preparata %3’liik asit-alkol karisimi ile dekolarizasyon islemi uygulanir ve
sonra zit bir boya (metilen mavisi, brillant yesili) ile ilk asamada rengini kaybetmis
hiicreler mavi renge boyanir. Boyanan preparat immersiyon objektifi (1000X
biliyiitme) ile incelendiginde diger hiicreler ve bakteriler mavi goriiniirken,
mikobakteriler mavi zemin iizerinde kirmiziya boyanmis olarak ortaya cikar.

Inceleme sonunda yaymada gozlenen ARB sayis1 kantitiatif olarak rapor edilir
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(Tablo 8). Yaymanin negatif olarak rapor edilmesinden once, en az 300 alan

incelenmelidir (11).

Tablo 8. EZN Boyama Sonras1 Yayma Preperatmin Incelenmesi

Sonug ARB sayisi/inceleme alani (1000x)
Negatif 0

Stipheli (6rnek tekrari) 1-2/ 300 alan

1+ 1-9/ 100 alan

2+ 1-9/ 10 alan

3+ 1-9/ 1 alan

4+ >9/ 1 alan

Tiberkiiloz tedavisi yapan kurumlarm balgamim direk mikroskobik inceleme
sonuclarma 24 saat i¢inde erismeleri ilke olarak kabul edilmelidir. Mikroskobik
inceleme ile saglikli ve giivenilir sonuglar elde edebilmek i¢in islem sistematik bir
sekilde yapilmalidir. Tarama yaparken yayma alaninin bir ucundan diger ucuna yatay
ya da dikey dogrultuda yapilmalhdir. Balgam yaymasinda ARB*“nin pozitif
olabilmesi i¢in 6rnegin 1 ml'sinde 5.000-10.000 basil bulunmas1 gereklidir. Kaviteli
akciger lezyonlar1 yaklagik 200 milyon basil igerdiginden dolay1 bu lezyonlardan
kolaylikla pozitif sonu¢ almmmaktadir. Balgam mikroskobisi pozitif olgular asil
bulastiric1 olgular oldugu i¢in tiiberkiilozun kontroliinde 6nemlidir. Klinik 6rnek
icerisindeki yemek artiklari, boya pargaciklari, lamdaki cizikler, atipik bakteriler
veya nokardiyalar, laboratuvar bulas1 gibi nedenlerle yanlis ARB pozitifligi
saptanabilir. Diger yandan yetersiz 0rnekler, balgam veya boyanmis preparatin iyi
korunamamasi, okuma hatalari, kayit hatalar1 ve deneyimsiz personel nedeniyle
yanlis negatif sonuglara rastlanabilir. Laboratuvar personellerinin Rhodococcus,
Nocardia tirleri ve Legionella micdadei gibi mikobakteri dis1 organizmalar ile
Cryptosporidium kistlerinin ve Isospora, Cyclospora ve Microsporidium sporlarmin
degisik derecelerde asido rezistan boyama 6zelligi gosterdiklerinin farkinda olmalari
gerekir. Son caligmalara gore kinyoun karbol fuksin yonteminin, Ehrlich Ziehl

Neelsen ve florokrom yontemlerinden iistiinliigliniin olmadig1 gosterilmistir (62).

1.1.4.1.4 Kiiltiir
Tiiberkiilozun tanisinda kiiltiir altin standarttir. Kiiltiir yontemleri; tiiberkiiloz

basillerinin liremesine, tanimlanmasina, ila¢ duyarlilik testleri ve epidemiyolojik

32



calismalarin yapilmasina olanak saglar. Kiiltiirde mikobakterilerin tiretilmesi i¢in
hasta orneklerinin mililitresinde 10-100 canli basilin olmasi yeterlidir.

Tuberkiilozun kesin tanist bakterinin kiiltiir ortaminda iretilmesi ve
tanimlanmas1 esasina dayanir. M.tuberculosis'in boliinme siiresi 18-24 saate kadar
uzadigindan diger bakterilere gore kiiltiirde liremesi uzun zaman almaktadir. Bu
nedenle kiiltiirde iiremenin degerlendirme siiresi 6-8 haftaya kadar uzayabilmektedir.
Ureme igin ortamda 6zel maddelerin bulunmas: gerektiginden M.tuberculosis genel
iiretim besiyerlerinde iiretilemez; 6zgilin besiyerlerine ihtiya¢ duyulur.

Mycobacterium tuberculosis kompleksin (MTBC) fiiretilmesi i¢in siklikla
gliserol ve asparajin igeren yumurta temelli besiyerleri, agar bazli besiyerleri, serum
ve sigir albiimini ile zenginlestirilmis sivi besiyerleri kullanilir. Besiyerlerine diger
kontaminant mikroorganizmalarin iiremesini engellemek icin malasit yesili gibi
inhibitorler veya cesitli antibiyotikler eklenebilir. Kiiltiir yontemlerini kat1 ve sivi

kiiltiir sistemleri olmak {izere ikiye ayrabiliriz (Tablo 9).

Tablo 9. M. tuberculosis kompleks kiiltiirii i¢in kullanilan besiyerleri (57)

Klltir besiyerleri

- ________r/\________ =
~ -
Kati Besiyerleri Sivi Besiyerleri
- e = =
Faill ™ il 25y
Yumurta Temelli Agar Temelli Manuel Sivi Otomatize Sivi
Besiyerleri Besiyerleri Besiyerleri Sistemler

| 1 I

= MGIT 960
= VersaTREC

« Loéwenstein Jensen = Middlebrook 7H10 = Middlebrook 7H9
« Ogawa » Middlebrook 7H11 » MGIT Manuel

Kati1 besiyerleri, yumurta bazli ve agar bazli besiyerleri diye ikiye ayrilirlar.
Yumurta bazli besiyerleri; tam yumurta yada yumurta sarisi, patetes, gliserol, malasit
yesili ve tuzlarin karisimindan olusmaktadir ve giiniimiizde en bilineni Lowenstein
Jensen (LJ) besiyeridir. Bu besiyerleri, mikobakterilerin iiremesini zorlastiran
maddelerin etkisini bloke eden iy1 bir tampon 6zelligine ve uzun siireli (buzdolabinda
birka¢ ay) raf dmriine sahiptir. LJ besiyeri tiiberkiilozu tanimlamada yeterli olmakla

birlikte, diger mikobakterileri tanimlamada yetersiz kalmaktadir. LJ besiyerinde,
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M.tuberculosis’in tipik koloni olusturmasi nedeniyle ilk izolasyon g¢alismalarinda
tercih edilmektedir. M.bovis tiirii i¢in gliserinsiz LJ besiyeri tercih edilmektedir. Agar
bazli besiyerleri, kimyasal olarak daha iyi tanimlanmigslar ve seffaftirlar, dolayisiyla
kolonilerin inokulum akrefatlarindan ayirt edilmesini, erken iireyen kolonilerin
saptanmasia olanak saglarlar. Koloniler yumurta bazli besiyerinde 18-24 giinde,
bunlarda ise 10-12 gilinde goriiniir hale gelirler. Agar bazli besiyerlerinden en sik
kullanilan1 Middlebrook 7H10 ve 7HI1* dir. Bu besiyerleri kontaminantlarin
iremesini bloke eder, ancak hazirlanmalar1 pahali olmakta ve raf Omiirlerinin
(buzdolabinda bir ay) kisa olmas1 nedeniyle kullanimlar1 kisitlanmaktadir (63).

Middlebrook besiyeri MAC'n iiremesini hizlandiran %2 oraninda gliserol
icerir. M.bovis’den siiphe ediliyorsa %0,2'lik piriivik asit eklenmesi faydalidir (64).

Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween besiyerleri primer izolasyon, stok suslarin
alt kiiltiirlerinin yapilmasi, ila¢ duyarlilik testleri ve diger deneylerde kullanilir.

Secici besiyerleri, genellikle yumurta bazli yada agar bazli bir besiyeriyle
birlikte kullanilmalidir. Yumurta bazli olanlara penisilin, siklohegzimid, nalidiksik
asit ve linkomisin eklenerek, agar bazli olanlara ise karbenisillin, polimiksin-B,
trimetoprim laktat, amfoterisin-B eklenerek secici besiyerleri elde edilir.

Bifazik besiyerleri, septi-chek AFB (BD Biosciences, Sparks MD);
zenginlestirilmis (%25) CO2'li ortamda 20 ml modifiye 7H9 sivi besiyeri igeren,
kapakli bir siseden olusan mikobakteriyel kiiltlir sistemidir. Tip i¢ine yerlestirilmis
cikolatamsi agar, Middlebrook 7H11 agar ve modifiye L-J besiyeri gibi {i¢ farkl kat1
besiyerini igermektedir. Inokiilasyondan &nce kiiltiir sisesine glikoz, pridoksal HCL,
katalaz, bovin alblimiin, oleik asit (OADC) ve antibiyotikler PANTA (polimixin-B,
amfoterisin-B, nalidiksik asit, trimetoprim, azlosilin) i¢eren suplement eklenir.
Inkiibasyon siiresi esnasinda kat1 besi yerlerine inokiilasyon i¢in zaman zaman
siselere dokunulmasi gerekir. Bu besiyerinde lireme siiresi radyometrik yontemlere
gore uzun olmasina ragmen klasik besiyerlerinden daha kisadir.

Stvi besiyerleri hem mikobakterilerin primer izalasyonu hem de alt
kiiltiirlerinin yapilmasi i¢in kullamilabilir. Sivi bazlh kiiltiirler, kat1 kiiltiir ortamina
gore daha hizli sonug verirler ve izolasyon oranlar1 daha ytiksektir. Bu besiyerlerinde
ortama eklenen Tween 80 eklenmesi mikobakteri kiimelerinin homojen dagilmasimni

saglar. Giiniimiizde ticari olarak kullanilan MGIT (BD) ve MB Redox gibi basit sise
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ve tiiplerden olusan sistemler yaninda yari1 otomatize sistemler (BACTEC 460 TB
system, BD) ve tam otomatize sistemler (BACTEC 9000 MB ve BACTEC MGIT
960, ESP Culture System II ve MB/ BacT ALERT 3D System gibi) gelistirilmistir
(65, 66).

1.1.4.1.4.1. Hizh Kiiltiir Yontemleri

Hizli, otomatize kiiltiir yontemlerine MGIT 960 sistemi, BACTEC 460 TB
sistemi, BACTEC 9000 MB sistemi, MB/ BACT Myco ESP2 sistemleri 6rnek
gosterilebilir. MGIT sisteminde radyoaktif madde kullanilmamasi, tiim islemlerin
otomatik yapilmis olmasi, tiplendirme ve duyarlik testlerine olanak saglamasi
avantajdir. BACTEC 460 TB sistemi DSO tarafindan altin standart olarak kabul
edilmis yar1 otomatize bir sistemdir. Bu yoOntemle mikobakterilerin primer
izolasyonu, M.tuberculosis kompleks ve tiiberkiiloz cinsi bakterilerin ayrimi, anti

tiiberkiiloz ilaglara duyarlilik saptanmasi yapilmaktadir (67).

1.1.4.1.4.2. BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Diagnostic Instruments,
Sparks, MD) sistemi

Yillardir basar1 ile kullanilan BACTEC 460 TB sistemi hizl kiiltiir sistemleri
icinde yer alan yar1 otomatize, radyometrik, sivi bazli ticari bir kiiltiir sistemidir.
Sistemde izolasyonun yanisira, Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBC) ile
tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin (TDM) ayrimi yapilabilmekte ve MTBC suslarinin
antitiiberkiiloz ilaclara duyarligi test edilebilmektedir. BACTEC 12B (Middlebrook
7H12) ve Bactec 13A (Middlebrook 7H13) olmak {izere iki tip besiyeri igeren bu
sistem; besiyerlerinde bulunan Ci4 isaretli palmitik asitin kullanilmasi ve metabolize
edilmesi sonucu olusan 14CO2 nin 0-999 sayisal degerleri arasinda tireme indeksi (GI)
olarak Olglilmesi prensibi ile ¢alismaktadir. Ekim isleminden 6nce kontaminasyonu
engellemek amaciyla besiyerlerine polimiksin-B, azlosilin, nalidiksik asit,
trimetoprim ve amfoterisin-B (PANTA) iceren antibiyotik karisimi ilave edilmelidir.
Ekim yapilan 12B siselerin inkiibasyonlar1 etiivlerde gerceklestirilir. Ekim
yapildiktan sonra ilk iki hafta, haftada ii¢ kez; sonraki alt1 hafta boyunca haftada bir
kez olacak sekilde etiivden c¢ikarilip BACTEC 460 cihazma yerlestirilerek GI
degerler1 Glgiiliir. Cihazda bulunan okuma ignesi her sisenin kauguk kapagindan
siseye girip olusan 14CO2 °in Ol¢iimiinii yapar ve siseden c¢iktiktan sonra kor

derecesine kadar gelip sogur ve sonra ikinci bir siseye girer. Sistem basari ile
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kullanilmakla beraber; bu okuma sirasinda c¢apraz kontaminasyon riski vardir.
Besiyerlerinin radyoaktif madde icermesi ve bunlarin ortadan kaldirilmasinda
yasanan sikintilar, ekim sirasinda enjektor kullanilmasi gerektigi i¢cin potansiyel igne

batma riski ve yar1 otomatize olmasi sistemin diger dezavantajlaridir (58, 68, 69).

1.1.4.1.4.3. BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT)
960 (BD, Sparks, MD)

BACTEC MGIT 960 sistemi, kiiltiir tiiplerinin inkiibasyonunun cihaz iginde
olustugu ve iireme kontroliiniin otomatik olarak yapildigi, radyometrik olmayan tam
otomatize bir ticari hizli kiiltiir sistemidir (11).

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan tiiplerde (BBL MGIT 7ml tiip),
Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal
kompleksi igeren silikon bulunur. Besiyerlerine klinik ornekler ekilmeden once
OADC ve PANTA ilave edilir. Kullanilan besiyerlerinde herhangi bir iireme
olmadiginda oksijen varligina bagl olarak silikon tabakaya gonderilen UV 1simnma
kars1 floresans olugsmazken; mikobakteri veya diger mikroorganizmalar lirediginde
oksijenin kullanilmasi sonucunda UV 1smina karsi floresans olugsmakta ve olusan
floresans miktar1 ireme birimi (growth unit) olarak degerlendirilmektedir. Sistemin
olmadig1 durumlarda cihazsiz olarak kullanima uygun, UV 15181 altinda makroskobik
olarak degerlendirme yapilabilen BBL MGIT 4ml tiip besiyerleri mevcuttur. Kan
disindaki diger tiim klinik Ornekler i¢in kullanilabilmektedir. Fazla sayida 6rnegi
ayni anda kontrol edebilen BACTEC MGIT 960 (960 ornek), genellikle yiiksek
kapasite ile ¢alisan laboratuvarlarda tercih edilmekle birlikte; daha diisiik kapasiteli
laboratuvarlarda cihazsiz kullanilan besiyerleri 6nerilmektedir (11, 70).

1.1.4.1.4.4. VersaTREK (ESP Culture System II) (Trek Diagnostics, Inc.,
Ohio)

VersaTREK, seliilloz siinger ve Middlebrook 7H9 sivi besiyeri igeren bir
sistemdir. Mikroorganizmalarim iiremesi sonucu olusan gaz basincindaki
degisiklikler Olciilerek sistemde degerlendirme yapilir. Bilgisayar destekli bir
sistemdir ve besiyerinde olusan gaz basincindaki degisiklik grafiksel olarak
goriintiilenir. Besiyerlerine ekim yapilmadan 6nce, mikobakterilerin {iremesini
destekleyen OADC ve kontaminasyonu Onlemek amaciyla antibiyotik karigimi

eklenir (58).
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1.1.4.1.4.5. Bactec 9000 MB (BD, Sparks, MD)

Bactec 9000 MB serisi, besiyerlerindeki oksijen kullaniminin floresans ile
belirlendigi bir kan kiiltiir sistemidir. Ekimden 6nce Modifiye Middlebrook 7H9 siv1
besiyerlerine PANTA ilave edilir. Sistemde balgam ve diger solunum yolu 6rnekleri
icin Myco/F sputa, kan ve diger steril viicut bolgelerinden alinan 6rnekler ig¢in

MycoF/lytic besiyeri kullanilir (68).

1.1.4.1.4.6.BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France)
MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor iceren ve olusan
CO2 diizeyini Olgerek iiremeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar destegi bulunan

sistemde besiyerleri siirekli kontrol altindadir (58).

1.1.4.1.4.7.Tiir Tayini Testleri
Tim kiiltiirde ireyen mikobakterilerin MTBC ve TDM ayrimi yapilmalidir.
Insan mikobakteri enfeksiyonlarinin ¢ok biiyilk bir kisminda etken MTBC
oldugundan tiir tayininde temel hedef MTBC'nin TDM'den ayrilmasi olmalidir.
Mycobacterium tuberculosis kompleks'nin tanimlanmasi uygun tedavi
kararmi belirledigi icin hasta yonetiminde 6nemli bir basamak olusturmaktadir.
Kiiltiirde iiremis izolatlarmn MTBC-TDM olarak ayriminda iireme 6zellikleri
ve biyokimyasal testler kullanilmakla birlikte, son yillarda hizli genotipik ve
immiinokromotografik yOntemler de kullanilmaya baslanmistr. MTBC-TDM
ayrimmda biyokimyasal testler zaman alici ve zahmetli olup sonuglarin
degerlendirilmesi giic olabilmektedir. Gliniimiizde kullanilan farkli genotipik ve
immiinokromotografik yaklasimlarin ¢ogu laboratuvarlarda yaygin kullanim alani
bulmustur. Bu yontemler hizli ve giivenilir sekilde MTBC-TDM ayrimi
yapabilmektedir. MTBC- TDM ayrimi;
e Fenotipik yontemler
-Ureme 6zellikleri
-Biyokimyasal testler
-HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
e Genotipik yontemler
-PCR restriksiyon enzim analizi
-Ters hibridizasyon testleri

e Immiinokromotografik yontemleri kullanilarak yapilmaktadir.
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1.1.4.1.4.8. Fenotipik Yontemler Ureme Ozellikleri

Ureme hizi, kat1 besiyerinde biiyiitme olmaksizin ¢iplak gdzle goriilebilen
koloniler olugmasi i¢in gereken silireye denir. Yedi giin icerisinde gozle goriilebilen
koloni olusturan mikobakterilere hizli lireyenler, daha uzun siirede iireyenlere yavas
ireyen mikobakteriler denir. Hizl1 ve yavas iireyenler, 16S rRNA gen dizilerinin
karsilagtirilmasi ile de birbirlerinden ayrilir. Kiiltiirler 30-37C°de gozlemlendiginde,
1styla ilgili iireme Ozellikleri belirlenebilir.

Mikobakteriler pigment iiretmelerine gore ili¢ grupta siniflandirilir. Bunlardan
fotokromojen mikobakteriler; karanlikta iretildiginde pigmentsiz, 1siklt ortamda
dretildiginde pigmenli koloni iiretirler. Skotokromojen mikobakteriler 1s1kli veya
karanlik ortamda tretildiginde sar1 portakal renginde koloni olustururlar. Non-
kromojen mikobakteriler, 1sikta ve karanlikta pigment yapmazlar ya da soluk sari
renkte pigment Uretirler. Pigment {iretimi i¢in testler taze kiiltiirlerden izole edilen
kolonilerden yapilmalidir. Isikta pigment olusturma ozelligi, oksijen ve sicaklik
parametreleri ile iligkili bulunmustur (71).

Mycobacterium tuberculosis; LJ besiyerinde veya Middlebrook agarda
37°C’de 14-28 giinliik inkiibasyondan sonra pigmentsiz, diizensiz, kuru, krem renkli
koloniler olusturur. Middlebrook 7HI10 veya 7HI11 agarda 5-10 giinliikk
inkiibasyondan sonra olusan mikrokoloniler mikroskop altinda incelendiginde
"yilanvari kordo" goriiniimii izlenir. Tiiberkiiloz basilleri yavas iireyen, nonkromojen
koloniler yapar (59).

Biyokimyasal Testler

MTBCnin TDM'den ayriminda kullanilan biyokimyasal testler asagidaki
gibidir:

e Katalaz testi

e Niasin birikim testi

e Nitrat indirgenme testi

e Paranitrobenzoik asit (PNB)'li besiyerinde iireme

Katalaz, niasin ve nitrat indirgenme testleri bir arada kullanilmalidir, tek
baslarma MTBC-TDM ayrimi yapamazlar (57).

Katalaz testi: Baz1 mikobakterilerde bulunan katalaz, hidrojen peroksidi

(H202) su ve oksijene ayristiran hiicre i¢i bir enzimdir. Semikantitatif katalaz test ile
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olusan hava kabarciklarmin ytiksekligi ol¢iilerek katalaz enzimi miktar1 hakkinda
fikir edinilebilir. Hava kabarcigmin olmamasi negatif sonug¢ olarak degerlendirilir.
M.tuberculosis ve bazi1 diger mikobakterilerdeki katalaz enzimleri ise 68°C’de 20
dakika 1sitildiginda inaktive olur. Isiya stabil katalaz testi bu 6zelligi arastiran bir
testtir (11).
Katalaz aktivitesi iki sekilde arastirilir;

e Katalaz tiretim miktar1 (semikantitatif test)

e 68°C'de 1s1ya stabil katalaz (57)

Niasin Testi: Niasin (Nikotinik asit) NAD ve NADP koenzimlerinin
biyosentezinde prekiirsor olarak islev goriir. Biitiin mikobakteriler nikotinik asit
iretmelerine ragmen niasin birikimi siyonojen halidin kiiltiir ortamma eklenmesiyle
tespit edilir. M.tuberculosis’de nadiren negatiftir. M.tuberculosis tanimlanmasinda
niasin testi yaninda katalaz testi mutlaka yapilmalidir. Niasin testi kimyasal
soliisyonlarla yapilabilecegi gibi ticari kagit striplerle de yapilabilir (72).

Nitrat indirgenme Testi: Mikobakteriler nitrat1 indirgeme kabiliyetlerine
gore birbirinden ayrilir. Bu test, nitritin uygun reaktifler ile reaksiyona girdiginde
renk olusumunun gdésterilmesi prensibine dayanir Giiniimiizde nitrat indirgenmesini
tespit eden strip testler bulunmaktadir.

PNB (p-nitrobenzoik asit) testi: MTBC'nin tanimlanmasinda 37°C'de
PNB'li besiyerinde iireme 6zelligi kullanilabilir. PNB, MTBC'nin liremesini selektif
olarak inhibe eder (57).

Diger Biyokimyasal Testler:

TCH (Thiophene-2-Carboxylic Acid Hydrazide; T2H) ile Uremenin
inhibe Edilmesi: M.tuberculosis ve diger yavas iireyen mikobakterilerin ¢ogul0
ug/ml TCH konsantrasyonuna direncglidir. Bu test Ozellikle M.bovis ile
M. tuberculosis’in ayriminda yardimcidir.

Pirazinamidaz Testi: Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA) pirazinoik
asit ve amonyaga hidrolize eder. Pirazinoik asit, pirazinamidin aktif formudur.
Mycobacterium tuberculosis’in prazinamidaz testinin pozitif olmast bu tiiri
M.bovis’ten ayirrr. PZA direnci olan M.tuberculosis suslarinda ise test sonucu

negatiftir (11, 59).
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Sodyum Kloriir Tolerans Testi: i¢cinde %5 NaCl igeren veya tuz
bulunmayan LJ besiyerinde 30C° veya 35C°’de iireyebilen sadece M.triviale
M.abscesus ve M fortiutum i¢in ayirt edici 6zelliktir.

Telliirit Rediiksiyonu: Telliirit rediiksiyonu testi diger non kromojenik
mikobakterilerden M.avium ve M.intracellulare’yi ayirmak icin kullanilir. Baz1 hizli
iireyen bakterilerde pozitif sonug gosterebilir (72).

Tween 80 Hidrolizi: Bazi mikobakteri tiirleri tarafinda tretilen lipazlar,
polyoxyethylene sorbitan monooleate (tween 80) deterjani hidrolize ederler. Bu test
yavas iireyen NTM tiirler1 arasindaki ayrim i¢in kullanilir (72).

Ureaz Testi: Ureyi, amonyak ve CO2'ye ¢evirme 6zelligi skotokromojen ve
nankromojenlerin tanimlanmasinda faydalidir. M.scrofulaceum {ireaz pozititken
M.avium ve M.intracellulare iireaz negatiftir. Ureaz testi 6zellikle pigment yapan
M.avium suglarinin taninmasinda yardimcidir. M.gordonae iireaz negatiftir. Bu testte
besiyerinin pembe ve kirmizi rende doniisiimii pozitif olarak kabul edilir (72) .

NAP Testi (Nitro-a-Acetylamino-p-Hydroxypropriophenone):

Radyometrik BACTEC yontemine adapte edilmeye calisilmistir. Bu testte
kullanilan  p—nitro—a—asetilamino—p—hidroksipropio-fenon“un  mikobakterilerin
gelisimi  iizerine inhibitdr etkisi vardir. Bu madde M.tuberculosis digindaki
mikobakterilerin gelisimini etkilemez veya c¢ok az etkilerken, M.tuberculosis’in
gelisimini seg¢ici olarak inhibe eder. NAP testi M.tuberculosis kompleksini diger
mikobakterilerden ayirabilir. Ancak mutlaka diger testlerle desteklenmesi gerekir
(72).

HPLC (High Performance Liquid Chromatography): Mikobakteri kiiltiir
izolatlarmin tanimlanmasinda, mikolik asitlerin ekstraksiyonu ve ayristirilmasina
dayanan kimyasal bir yontemdir. Uygulama zorlugu ve ekipman gereksinimi
nedeniyle tiiberkiiloz laboratuvarlarinda yaygin kullanim alan1 bulamamistir (57).

Mikolik asit analizleri yeni mikobacteri tiirlerinin tanimlanmasinda 6nemlidir.
Mikolik asitler mikobakteriyel hiicre duvarmin lipit igeriginin O6nemli bir
kompanentidir. Hiicre duvarimin mikolik asit yapisi tiirler arasinda degisiklik gosterir.
Mikolik asit tiirleri, barmdirdigi karbon atomu sayis1 ve farkli fonksiyonel gruplarin
varligia bagli olarak degisir. Mikolik asit esterlerinin High-Pressure Liquid

Chromatography (HPLC)'si ¢ogu mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda hizli ve
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uygun yontemdir. Ayrica Thin—layer chromatography (TLC) ve gas-liquid
cromatography (GLC) yontemleriylede farkli tiirdeki mikobakteriler arasindaki

mikolik asit yapilar1 tanimlanabilir (73).

1.1.4.1.4.9.Genotipik Testler

Klasik laboratuvar tani yontemlerinden kiiltiir yavastir, mikroskopinin ise
duyarhilig1 disiiktiir. Hizli ve giivenilir yontem arayisi tiiberkiiloz laboratuvarinda
molekiiler yontemlerin kullanima girmesine neden olmustur.

Molekiiler yontemlerin kullanim amaglari;

I. Etkenin kisa silirede saptanmasi,

II. Saptanan etkenin isimlendirilmesi,

[II. M. tuberculosis olarak tanimlanan suglarin epidemiyolojik

tiplendirmelerinin yapilmasi (genotiplendirme),

IV. Direnci kodlayan gen bdlgelerinin incelenerek ila¢ direncinin

saptanmasidir.

Bindokuzyiizseksenli yillarin ortalarinda Kary. B. Mullis tarafindan
gelistirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi bilim ¢evrelerinde bir devrim
olarak kabul edilmistir. Daha sonraki yillarda PZR, modifiye edilerek niikleik asit
amplifikasyon (NAA) esasli molekiiler yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerde
secilmis bir gen bolgesinin dis ortamda kisa siire ¢ogaltilmas1 ve goriintiilenmesi
islemleri yapilmaktadir. PZR metodunun mikrobiyolojide kullanim amagclari
belirtilirken 6zellikle ge¢ ve giic iireyen etkenlerin tanimlanmasinda kullanim
hedeflenmistir. Bu 6zellik dikkate alindiginda Mycobacterium genusunda bulunan
M.tuberculosis complex (M.tuberculosis) ve M.tuberculosis dis1 bakteriler (MOTT)
akla gelmektedir. Giiniimiizde klinik Orneklerden direkt olarak M.tuberculosis
varligiminin gosterilmesi ve kiiltiirde iireyen mikobakterilerin kisa siirede tiir
diizeyinde tanimlanmasi, tiiberkiiloz ilaclarina duyarliliklarnin arastirilmasi, ilaca
direngli olgularin tespiti, direngle ilgili mutasyonlarin saptanmasi amaciyla NAA ve
prob hybridizasyon yontemleri kullanilmaktadir (10).

Molekiiler testlerde her ne kadar geleneksel yontemlere gore daha hizli sonug
almsa da, klinik ornekte tiiberkiiloz varliginin saptanmasinda altin standart olan
kiiltiir ve direkt baki kombinasyonu ile birlikte uygulanmasi onerilmektedir. Diger

infeksiyon etkenlerinde oldugu gibi, mikobakterilerde bulunan 6zgiil niikleik asit
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dizisinin, tespit edilecek diizeye gelinceye kadar ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yOntemiyle cogaltilmasi istenen DNA Ornegi,
replikasyon i¢in gerekli olan primerler, Taq polimeraz, niikleotitler gibi gerekli
maddelerle beraber ayrilma (denaturation), birlesme (annealing) ve uzama
basamaklarindan olusan dongiilerle cogaltilir. Bircok laboratuvarda kullanilmakta
olan in-house PZR yonteminde ekstraksiyon ve amplifiye iirlin saptanmasinda farklh
yontemlerin  kullanilmas1 sebebiyle, yontemin duyarlilik ve Ozgiilliikleri
degismektedir. Noordhoek ve ark. (74)

Yedi farkli laboratuvarda ayni 6rneklerden ayni primerler kullanilarak PZR
yontemiyle M.tuberculosis’in tespit edilmeye ¢alisildig1 kor ¢alismada, duyarhilik ve
ozgiilliiklerin  %2-90, vyalanc1 pozitifliklerin ise %3-77 oraninda degistigini
saptamislardir. Klinik 6rneklerde M.tuberculosis tanisinda kullanilan standardize
edilmis olan iki test Amerika Birlesik Devletlerinde, Gida ve ilag Yonetimi (FDA)
tarafindan onaylanmistir. Onayli testlerden biri olan PZR tabanli Roche-Amplicor
testinde internal kontrol bulunmakta ve AmpErase (UNG) yalanct pozitifligi
engellemektedir. Bu testin FDA onayi, son bir yil i¢inde tedavi almayan, solunum
yolu orneklerinde direkt bakisi pozitif olan olgularin ve M.tuberculosis ayriminin
yapilabildigi merkezlerde kiiltiir ile birlikte yapilmasi kosulu ile gecerlidir (75).

Onayli diger test ise izotermal bir amplifikasyon ydntemi olan TMA
(transcription mediated amplification) yontemidir. Bu yontemde cogaltilan hedef
niikleik asit ribozomal RNA (rRNA)’dir. Sentezlenen komplementer DNA
molekiilinden RNA polimeraz enzimi ile yeni RNA kopyalar1 ¢ikarildiktan sonra
irliniin ~ varligt  M.tuberculosis’e  0zgiill akridinyum ile isaretli prob ile
belirlenmektedir (76).

Bu test de; Amplikor’da oldugu gibi son bir yil i¢inde tedavi almayan
olgularin solunum yolu orneklerinde ve M. tuberculosis ayrimimnin yapilabildigi
merkezlerde, kiiltiir ile birlikte yapilmasi kosulu ile FDA onaylidir. Amplicor’dan
farkl1 olarak sadece direkt baki pozitif Orneklere degil, negatif Orneklere de

uygulanabilmektedir (75).

1.1.4.1.4.10. Gercek Zamanh PZR (Real-time PCR)
Gercek zamanli PZR teknigi amplifikasyon sirasinda {irlin olusumunun

izlenmesi ve kalip DNA miktarimin tahmini esasina dayanmaktadir. Bu sistemde
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fluorescent detecsiyon kimyasallar, amplifikasyon sinyal degisimlerini algilayan ve
monitorize eden, bilgisayar programlariyla destekli sistemler gelistirilmistir.
Glinlimiizde Gercek zamanli PZR'da; SYBR Green prob sistemi, TagMan prob
sistemi ve beacon prob sistemi kullanilmaktadir. Mevcut gergek zamanli PZR, tiir
ayriminda, niikleotit polimorfizimlerinin saptanmasinda ve tedavi swrasinda etken
yiikiiniin tespitinde yeterli olmaktadir. Giiniimiizde Mikobakteri tiirleri ig¢in
kullanilan ger¢cek zamanli PZR esash ticari sistemler bulunmaktadir. BIO-RAD
firmasmin {riinii  iCycler, Roche Diagnostic Systems tarafindan gelistirilen
LightCycler, Applied Biosystems tarafindan gelistirilen ABI Prism 7700 Detection
system ve Abott diagnostik tarafindan modifiye edilen ABI Prism 7000 sistemleri
gercek zamanlh PZR esasl sistemlere 6rnektirler. Bu sistemlerde siklikla bakterinin,
16S rRNA boélgesini kodlayan gen bolgesi (rDNA) veya IS 6110 gen bolgesini hedef
almir. Sonug olarak floresan 1simalarin 6l¢iilmesiyle taniya yardimei olunur.

PZR sonrasinda elektroforeze gereksinim duyulmamasi, kapali sistem
oldugundan dolayr kontaminasyon riskinin diisiik olmasi, PZR'da kullanilacak
karisimlarm hazir olmasi, duyarlilik ve 6zgiilliigliniin yiiksek olmasi ve ¢ok kisa (1-3

saat) siirede sonug vermesi bu sistemlerin {istiinliikleri olarak sayilabilir (10).

1.1.4.1.4.11. Self-sustained sequence-replication (3SR)

Genellikle PZR ve NAA esash tekniklerin ¢ogunda hedef bolge DNA'dir.
DNA'nin laboratuvar sartlarinda stabil olmasi nedeniyle, siirekli laboratuvar kaynakli
bulasa neden olmaktadir. Self-sustained sequence-replication (3SR); transkripsiyon
esaslt bir NAA yontemidir. Bu teknik {i¢ tane enzimin aktivitesine baghdir. Bu
enzimler; retro virus kokenli revers transkriptaz, faj kokenli T7 RNA Polimeraz ve
bakteri kokenli riboniikleaz H enzimleridir.

Bu teknigin en dnemli avantaji, izometrik sabit 1sida (41°C) reaksiyonun
gerceklesmesi, PZR'a gore daha kisa siirede sonu¢ vermesi ve duyarliliginin standart

RT PZR'a gore yliksek olmasidir (10).

1.1.4.1.4.12. Ligaz Zincir Reaksiyonu (Ligase chain reaktion; LCR)

Enfeksiyon etkeninin saptanmasinda 1siya dayanikli DNA ligazin kullanildig1
prob hibridizasyon bazli niikleik asit ¢ogaltma yontemidir. Ligasyon lriinleri 1s1 ile
denatiire edilerek kalip DNA’dan ayrilirlar ve diger oligoniikleotitlerin

baglanmasinda kalip rolii Gistlenirler. Hibridizasyon, hedef niikleik aside 6zgiil, kalip
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iizerinde komsu olacak sekilde hazirlanmis isaretli problar ile olusur. Isiya dayanikl
DNA ligaz tarafindan baglanma ve denatiirasyon asamalarindan olusan dongiiler ile

cogaltma meydana gelir (76).

1.1.4.1.4.13. Transkripsiyon aracih ¢cogaltma (TMA)

Bu metot, transkripsiyon esaslt NAA yontemidir ve izometrik 1sida, bir saat
gibi kisa siirede RNA ve DNA hedeflerini bir milyon kat ¢ogaltabilmektedir. Burada
RT ve RNA polimeraz enzimleri kullanilmaktadir. Bu metottaki asamalar 3SR
yontemindekiyle benzerdir. En son asamada {iriinler prob teknolojisiyle gosterilir.
Transkripsiyon esasli yOntemlerin PZR yotemine {stiinliigli amplifikasyon
problarmmin olugmasidir. Olusan RNA laboratuvar ortaminda DNA'ya gore daha

stabil oldugundan kontaminasyon zinciri kirilir. Reaksiyon sonrasi olusan {iriin

miktar1 ¢ok yiiksek oldugundan, duyarlilig1 oldukca yiiksektir (10).

1.1.4.1.4.14. Zincir Ayirma Cogaltmasi1 ( Strand displacement
amplification; SDA)

Izotermal olan bu tepkimelerde restriksiyon enzimi (Hincll) ile kesilen kalip
DNA, Escherichia coli DNA polimeraz I (Klenow polimeraz)’in kesim noktasindan
baslayarak bir zinciri ayirip digeri lizerinde DNA sentezi yapabilme 0Ozelligine
dayanir. IS6110 ve 16SrRNA c¢ogaltildig i¢in cins ve M.tuberculosis igin tlr tespiti
yapabilmektedir (77).

1.1.4.1.4.15.Prob Hibridizasyon ve Sinyal Amplifikasyon Teknikleri

Bu yontemlerde problarin sinyalle isaretli olmasi ve sinyallerin dlgiimiiyle
degerlendirme yapilmasi nedeniyle sinyal amplifikasyon yontemleri denilir. Genel
olarak bu sistemde iki prob sistemi kullanilir ve birinci prob hedef niikleotite
baglanirken, sinyal tasiyan ikinci prob; birinci proba baglanir. Baglanma aninda
1s1ma gerceklesir, sinyal olusur ve olusan sinyaller dlgiilerek sonucglar degerlendirilir.
Bu sistemlerin modifiye edilmis sekilleri mevcuttur. ELISA testine benzeyen
modifiye hali branched DNA (bDNA) yontemidir. Burada hedef DNA'ya spesifik
problarin oldugu ortama hedef DNA eklenir, spesifik problarla DNA hibridize edilir.
Ortama bDNAlar, uygun problar eklenerek, bDNA'nin problara ve alkalen fosfataza
baglanmas1 saglanir. En son olarak ortama alkalen fosfatazla reaksiyona giren ve

renk olusumuna neden olan kromojen madde eklenir. Bu yontem siklikla virolojide
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(6zellikle HIV-HBV-HCV) hastalarin viral yikiinii belirlemede kullanilmaktadir
(10).

Diger bir Prob Hibridizasyon ve Sinyal Amplifikasyon teknigi ise, hibrit
yakalama (hybrid capture) yontemidir ve bir¢cok yonden ELISA'a benzer. Bu teknikte
prob olarak hedef bolgeye spesifik RNA'lar kullanilir ve elde edilen DNA-RNA'lar
kat1 fazdaki antikor ortamina aktarilir, son olarak kromojen madde eklenir. Sonugta
renkli iirtinlerin miktar1 6l¢giilerek sonuclar degerlendirilir. Yakin zamanda gelistirilen
yeni hibridizasyon teknigi de peptide nucleic acid in situ hybridization (PNA-FISH)
dur. Bu teknikte M.tuberculosis kompleks’in 16S RNA'larn1 hedef alan floresansla
isaretli peptid niikleik asit problar1 kullanilir. Klinik 6rneklerden tiir tanimlanmasi ve

ayrimi yapilabilmektedir (10).

1.1.4.1.4.16. DNA Dizi Analizi

Cihazsiz uygulamalarin mutasyonlarin saptanmasinda altin standart olmasina
ragmen teknik zorluklar1 vardir. Otomatik DNA sekanslama ise pahali ve yatirim
gerektirmektedir. Amplifikasyon isleminden sonra PZR {iriinlerinin saflastirilmas,
florokrom isaretli didioksi sekanslama reaksiyonu, sekanslama {iriinlerine
elektroforez uygulanmasi ve analiz gibi asamalarin yapilmasi gerekir. Sekans
enzimlerinden birisi kullanilarak DNA iplik¢iginin komplementeri sentezlenirken
dNTP eklendiginde uzama devam eder, ddNTP eklendiginde ise zincir uzamasi
durmaktadir. Tepkimeler sonucu ortaya ¢ikan farkli uzunluktaki DNA parcalarina
poliakrilamit jelde elektroforez uygulanr. Isaretleme radyoaktif madde,
kemiliiminesans veya sorometrik maddelerle yapilmaktadir. DNA dizi analizinde,
mikobakterilerde tiir tayini ve ila¢ direncini belirleyen mutasyonlar gibi filogenetik
bilgilere ulasilabilmektedir. Oldukc¢a hizli ve kesin sonuglar vermesine ragmen pahali
ve zahmetli bir yontem oldugundan dolay1 rutin olarak degil, arastirma amaciyla
kullanilmaktadir. Tiim mikobakteri tiirlerinin sahip oldugu 65 kDa'luk 1s1 sok
proteinin (hsp65) kodladigi gen bdlgesi, tiire Ozgiil allelik varyasyonlarla
mikobakteri tlirlerinin ayriminda kullanilmaktadir. hsp65 ve 16SrRNA gen
bolgelerinin kullanildig1 dizi analizlerinde M.tuberculosis kompleks iiyelerinin

genetik benzerliginden dolay1 ayrim miimkiin olmamaktadir (78).
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1.1.4.1.4.17. Niikleik asit hibridizasyon yontemleri

Hedef DNA dizisi komplementeri olan igaretli prob ile hibridlenmekte ve tani
konmaktadir. Bu yontemlerde Ozgiilliikkleri yliksek fakat duyarliliklar1 diistiktiir.
Niikleik asitlerin prob olarak kullanilan molekiillerin 6rnege yeterince baglanmasi
icin yeterli miktarda bulunmasi gerekir. Bu yOntemler 6zellikle kiiltiirde lireyen
mikobakterilerin tan1 ve tiplendirmesinde kullanilmaktadir. Otomatize ve yar1
otomatize kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesi ile daha kisa siirede {iretilen
mikobakteriler, 1980’li yillardan beri kullanilmakta olan Accuprobe yontemi ile
erken donemde dogrulanabilmektedir. Bu DNA problarmin en biiylik dezavantaji;
her defasinda sadece bir mikobakteri tiirliniin test edilmesidir. Klinik
laboratuvarlarda siklikla izole edilen M.tuberculosis kompleksi, M.avium kompleksi,
M.avium, M.intracellulare, M.kansasii ve M.gordonae tiirlerinin tanimlanmasinda
eldeki DNA problar1 biyokimyasal testlere gereksinimi ortadan kaldirmaktadir (79).

Son yillarda ters hibridizasyon yontemi olan Line probe Assay (LiPA) ile
mikobakterilerin identifikasyonu yapilabilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltildiktan sonra membran lizerindeki problar tek asama olan hibridizasyon tek
ile; Mpycobacterium spp., M.tuberculosis kompleks, M.kansasii, M.xenopi,
M.gordonae, M.avium kompleks, M.avium, M.intracellulare, M.scrofulaceum ve

M.chelonae-abscessus kompleks olarak tani1 yapabilmektedir (80).

1.1.4.1.4.18. ila¢ Direncinin Belirlenmesi

1980’11 yillardan itibaren tiim diinyada tiiberkiiloz olgularinin artis1 ilag
direnci ile birlikte gozlenmistir. Geleneksel yontemlerle ilag direnglerinin
saptanmasi, izolasyonda oldugu gibi zahmetli ve zaman alicidir. Molekiiler
yontemlerle, direngten sorumlu mutasyonlarin gosterilmesi direnci kanitlarken,
direngli oldugu saptanan fakat mutasyonlarin gdsterilemedigi olgular, direngte baska
gen bdlge mutasyonlar1 veya baska mekanizmalar olabilecegini diisiindiirmektedir.
Rifampine direngli mutasyonlarda genellikle, rpob’nin 81 bazgiftlik gen bdlgesinde
nokta mutasyon, delesyon ve insersiyonlarin oldugu gozlenmis ve bu bolge RRDR
(rifampisin direncini belirleyen bdlge= rifampin resistance determining region)
olarak adlandirilmistir. Izoniyazit direncli kokenlerin %50-60’1nda katG tarafindan
kodlanan bolgede; nokta mutasyonlari, delesyon ve insersiyonlar saptanmistir. Bu

mutasyonlari ¢ogunlugu 315. kodondadir. izoniyazidin mikolik asit sentezi iizerine
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etkisi inhA lokusu tarafindan kodlanmaktadir. Pirazinamide diren¢li mutantlar
pirazinamidi aktif formu olan pirazionik aside doniistiiren pirazinamidaz iiretemezler.
Pirazinamidaz1 kodlayan pncA mutasyonlar1 disinda pirazinamit ile ilgili mutasyon
bulunamamistir. Etambutole direngli kokenlerin %70’inde 306. kodonda olusur ve
siklikla arabinozil transferaz genini kodlayan embB deki mutasyonlar saptanmustir.
Florokinolonlarin hedef bolgesi gyrA ve gyrB tarafindan kodlanan DNA giraz ve bu
enzimin supersarmal yapici etkisidir. Mikobakterilerin florokinolonlara direnci hizla
meydana gelir ve bu bodlge FRDR (Florokinolon direncini belirleyen bdlge =
Fluoroquinolone resistance determining region) olarak kabul edilmistir (81).

DNA dizi analizi: PZR bazli yontemler ile ila¢ direncine neden olan
mutasyon, delesyon ve insersiyonlar saptanmaktadir. DNA dizi analizi,
antimikobakteriyel ila¢g duyarlilifinda molekiiler altin standart olarak kabul
edilmektedir (79).

Tek  zincir bicim  ¢esitliligi  (Single strand conformation
polymorphism=SSCP): Bu yontemde, ila¢ direncinden sorumlu gen bodlgesindeki
cift zincirli DNA, PZR ile ¢ogaltilir ve 1s1 ile denatiire edilerek tek zincirler elde
edilir. Her zincir icerdigi niikleotit dizisine gore kivrilmalar ile 6zgiil yap1 olusturur.
Uygulanan elektroforez sirasinda zincirin 6zgiil yapisi jel gézeneklerinden gecis
hizin1 etkiler. Hastadan elde edilen SSCP ile ilaca duyarli bir kontrol kdken
karsilastirildiginda farkliligin saptanmasi, o gende bir mutasyon oldugunu ortaya
cikartir. Tek zincirli DNA’nin elektoforez jelinde goriilebilmesi genellikle radyoaktif
bir madde ile isaretleme ile saglanir. Uygulama zorluklar1 ve deneyim gerektirmesi
sebebiyle giinliik kullanima girememistir (82, 83).

Heterodupleks analizi: Bu yontemde hastadan izole edilen basilden ve ilaca
duyarli oldugu bilinen bir kontrol susundan ila¢ direncine neden olan gen bdlgesi,
PZR ile c¢ogaltilir. Cogaltilan iiriinler bir tiipte karistirilip, 6nce 95°C’ye kadar
isitilarak DNA zincirlerinin birbirinden ayrilmasi, daha sonra oda sicakligma dek
sogutularak zincirlerin yeniden esleserek birlesmesi saglanir. Farkli bakteriden ait
oldugu halde uygunluk gosteren tek zincirler de bir araya gelerek heterodupleksler
olusur. Duyarl bir susta eslesme tam olurken, direncli suslarda heterodupleksler
arasinda mutasyon noktasinda bozukluk olur. Bu durum ¢ift sarmal yapiy1 bozar,

elektroforez swrasinda zincirdeki biikiilmeler molekiilin mutasyon bulunmayan
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DNA’dan farkli hizda yiirlimesine neden olur. Cift zincirlerin etidyum bromiir ile
boyanip ultraviyole transluminatérde hemen gozlenebilir olmasi rutinde kullanilmaya
uygun olmasini saglamistir (82-84)

Ters hibridizasyon yontemi: Rifampisin direncini saptamaya yonelik ticari
formu bulunmaktadir. Bu yontemde direngten sorumlu gen bdlgesine ait dizileri
iceren problar bir nitroselliiloz membran iizerine aktarilmistir. Problar {izerinde
normal ve mutant gen bolgelerine 6zgiil diziler bulunmaktadir. Direngten sorumlu
gen bolgelerine ait DNA molekiilleri, polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildiktan
sonra bu problar ile hibridizasyona sokulur. Direngli kokenler mutant dizileri tasiyan
problara, duyarl kdkenler ise normal dizileri iceren problara baglanir ve boylece ilag
direnci saptanabilir (82-84).

Floresans rezonansh enerji aktarinnm (FRET-Fluorescence Resonance
Energy Transfer): Polimeraz zincir reaksiyonu sirasinda c¢ogaltilmis DNA
molekiiliine baglanan biri 3’ digeri 5° ucu floresans ile isaretli ve ¢ok yakin
yerlesimli iki DNA prob arasinda enerji aktarimi ile floresansin ortaya ¢ikmasi
saglanmaktadir. 3’ ucu floresans ile isaretli olan ve DNA molekiiliine sik1 baglanan
verici molekiil, 5’ ucu isaretli olan alict molekiile enerji aktarir. Mutasyonlarin
tanimlanmas1 i¢in 5’ ucu isaretli problarin mutasyonun beklendigi bdlgeyi
kaplayacak sekilde olmasi gerekmektedir. Amplifikasyonun sonunda en yiiksek
miktarda probun birbirlerine yakin tutunmasiyla en yliksek miktarda floresans
iretilmektedir. Daha sonra tiipler yavas yavas 1sitilirken floresans izlenir ve erime
egrileri elde edilir. Belirli 1silarda 5’ucu floresans isaretli olan probun baglandigi
bolgeden ayrilmasiyla floresans aniden azalir. Floresansin en fazla azaldigi isiya
erime noktast denir. Probun baglandigi bolgede mutasyon varlhigi, gevsek
baglanmaya ve erime nokta i1sisinin diismesine neden olmaktadirr. Bu yontem
ozellikle ila¢ direnglerini belirleyen mutasyonlarin ve klinik Orneklerdeki

mikobakterilerin saptanmasinda kullanilmaktadir (85, 86).
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2. GEREC VE YONTEM

Calismamizda tiiberkiiloz 6n tanisi ile her biri farkli hastalardan alinan klinik
ornekler, mikobakteriyolojik inceleme amaciyla, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmistir. Bu Orneklerden 100 tanesi
calismaya dahil edilmistir. Orneklerin 50 tanesi kiiltiir altin standart kabul edilerek
kiiltlir pozitif hastalardan mikroskopi ve molekiiler yontemlerle karsilastiriimak
iizere secilmistir. Diger 50 Ornek ise kiiltiir negatif hastalardan mikroskopi ve
molekiiler yontemler ile karsilastirilmak tlizere ¢alismaya dahil edilmistir.

Steril, sizdirmaz burgulu kapakli, dayanikli ve tek kullanimlik kaplar i¢inde
yeterli miktarlarda gonderilen klinik 6rnekler laboratuvarimizda g¢alisilmak {izere
kabul edilmistir. Kaplarin iizerine 6rnegin hangi hastadan, ne zaman alindig1 ve
ornegin tipinin belirtilmis olmasma dikkat edilmistir. Ilk &rnekler antimikrobiyal
tedavi baglanmadan 6nce alinmis ve en kisa zamanda laboratuvara ulastirilmistir.

Beyin omurilik sivis1 (BOS), periton - plevra sivisi, biyopsi materyali gibi
steril viicut 6rnekler dekontamine edilmeden; balgam, aglik mide suyu, BAL, ve apse
mateyalleri gibi steril olmayan veya steril sartlarda alinmayan 6rnekler ise bakteri

yogunlugunu arttirmak i¢in homojenizasyon ve dekontaminasyon islemine alinmastir.

2.1. Dekontaminasyon- Homojenizasyon- Konsantrasyon Islemi

Orneklerin  dekontaminasyon ve homojenizasyonu igin NALC-NaOH
yontemi hazir ticari kit (Tiiberkiiloz Dekontaminasyon ve Konsantrasyon kiti, RTA
Laboratuvarlar1 Ltd. $ti., Kocaeli) kullanilarak uygulanmistir.

1.Orneklerin herbiri en fazla 10 ml olacak sekilde icinde NALC (N-asetil-L-
sistein) ve cam boncuklar bulunan, 50 ml’lik polipropilen, dibi konik, burgulu
kapakli steril tiiplere (Falkon tiipii) aktarild.

2. Ornek toplama tiipiindeki &rnek iizerine sodyum hidroksit sodyum sitrat
cozeltisinde 1:1 oraninda eklendi ve tiipiin kapag: iyice kapatildi.

3. Vorteks ile karistrarak Ornegin homojenize olmasi saglandi ve oda
sicakliginda 10-15 dakika bekletildi.

4. Ornegin iizerine 50 ml cizgisine kadar fosfat tamponu eklendi, kalan fosfat
tamponu sonraki asamalar i¢in sakland1.

5. Tiipler 10 dakika 3.500xg (yaklasik 4.000devir/dakika) hizda santrifiij
edildi.
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6. Ustte kalan s1v1 dikkatlice dezenfektan iceren kaba bosaltildu.

7. Kalan fosfat tamponu Ornek toplama tiipiine 12,5 ml ¢izgisine kadar
dolduruldu ve vorteks ile karistirilarak tekrar slispansiyon haline getirildi.

8. Tiipler 10 dakika 3.500xg (yaklasik 4.000 devir/dakika) hizda santrifuj
edildi.

9. Ustte kalan s1v1 dikkatlice dezenfektan i¢eren kaba bosaltildu.

10. Cokelti vorteksle karigtirarak siispansiyon haline getirildi. Bu
siispansiyon; kiiltiir, mikroskobik incelemeler ve molekiiler yontemler i¢in kullanild1.

11. islem tamamlandiktan sonra tiipler kit icerisindeki dezenfektan ¢ozeltisi

ile dezenfekte edilip atildi.

2.2. Direkt Mikroskobik Inceleme

Hazirlanmis 6rnek siispansiyonu lam {izerine oval tarzda yayilarak preparat
hazirlandi. Preparat biyolojik giivenlik kabininde havada kurumaya birakildi.
Orneklerden hazirlanan preparatlar Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi ile
boyanarak mikroskobik inceleme yapild1.

Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) yontemi: Hazirlanan yayma preparatlar alevden
i¢ kez gecirilerek fikse edildi. Boyama 1zgarasina yerlestirilen preparatlar karbol
fuksin ile kaplandi. Buhar ¢ikincaya kadar lam alttan yavasca isitild1 (kuruma ve
kaynamaya izin vermeden aralikl 1s1 ile yaklasik 3-5 dakika). Preparatlar sogumaya
birakild1 ve su ile yikandi. %3’liik asit-alkol ile renk akmayana kadar (yaklasik 2
dakika) yikanarak dekolorizasyon islemi uygulandi. Preparatlar su ile yikandi ve zit
boya olarak metilen mavisi ile 20-30 sn boyandi. Preparatlar tekrar su ile yikandi ve
kurumaya birakildi. Her boyamada bir negatif kontrol (Escherichia coli), bir pozitif
(M.tuberculosis) kontrol boyamaya dahil edildi (87).

Boyanan yayma preparat: immersiyon objektifi ile (x100) mikroskopta ARB
yoniinden incelendi. EZN boyasi ile boyanmis yayma preparatlarinda mikobakteriler
parlak pembe, diger mikroorganizmalar ise mavi olarak boyandilar. Parlak pembe
olarak boyanan basillerin goriildiigii 6rnek i¢in sonu¢ 'ARB (+)' olarak verildi. En az
300 objektif alani taranip basillerin goriilmemesi halinde ise sonug¢ 'ARB (-)' olarak

raporlandi. Sonuglar tabloya (Tablo 5) gore yorumland:.
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2.3. BACTEC MGIT 960 Sivi Kiiltiir Sistemi

The MGIT Mikobakteri Cogalma Indikatér Tiipii, 7 mL’lik modifiye edilmis
Middlebrook 7H9 Broth bazi igerir. 5,6 OADC (oleic asid-albumin-dextroz-katalaz)
ile zenginlestirilen ve PANTA antibiyotik karisimi igeren tam besiyerdi,
mikobakterlerin kiiltivasyonunda en sik kullanilan s1v1 besiyerlerinden biridir.

Pulmoner ve ekstrapulmoner olmak {iizere (kan ve idrar disinda) tiim klinik
ornek tiirleri, geleneksel yontemler kullanilarak MGIT tiipiinde birincil izolasyon
icin islendi. Islenen drnek bir MGIT tiipiine inokiile edildi ve pozitif sonug¢ alinana
veya test protokolii sonlandirilana kadar siirekli olarak izlenmek iizere BACTEC
MGIT cihazina yerlestirildi.

Yuvarlak tabanli 16x100 mm’lik tiiplerin alt kisminda silikonla kaplanmig
floresan bir bilesim bulunmaktadir. Floresan bilesim, broth’ta ¢oziinen oksijenin
varli§ina duyarhidir. Baglangigta fazla miktarda ¢6ziinmiis oksijen, bilesimin
emisyonlarii bastirir ve cok az floresans saptanabilir. Daha sonra, aktif olarak
solunum yapan mikroorganizmalarin oksijeni tiiketmesi bilesimin floresan vermesine
neden olur. BACTEC MGIT cihazi ne girilen tiipler 37 °C’de siirekli olarak inkiibe
edilir ve her 60 dakikada bir floresandaki artis agisindan izlenir. Floresan analizi
tiiplerin cihaz pozitif olup olmadigmin baska bir deyisle test Orneginin canli
organizma igerip igermediginin belirlenmesi i¢in kullanilir.

Cihaz pozitif bir tiip milimetrede yaklasik olarak 105-106 koloni olusturma
birimi (CFU/mL) igerir. En az 42 giin (en ¢ok 56 giin) boyunca negatif sonug¢ veren
ve higbir pozitivite belirtisi gostermeyen kiiltiir siseleri cihazdan alinarak negatif
olarak degerlendirilir ve atilmadan 6nce sterilize edilir. BACTEC MGIT Cogalma
Destekleyicisi, mikobakterin hizli gelisimi i¢in gerekli maddeleri saglamak tizere her
MGIT tiipiine eklenir. Oleik asit tiiberkiil bakterisi tarafindan kullanilir ve
mikobakter metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Albumin, Mikobakter tiirleri
icin toksik olabilen serbest yag asitlerini baglayip geri kazanimi artirarak koruyucu
bir ajan gorevi goriir. Dekstroz bir enerji kaynagidir. Katalaz, besiyerinde bulunma
thtimali olan zehirli peroksitleri parcalar. BBL MGIT broth (sivi besiyer) bazmnin
klinik 6rnekle inokiilasyondan 6nce BACTEC MGIT Cogalma Destekleyicisi/BBL
MGIT PANTA antibiyotik karisimi ile desteklenmesiyle kontaminasyon azaltilir.
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REAKTIFLER BBL MGIT Mikobakter Cogalma Indikatdr Tiipii’niin iginde,
110 pL floresan indikatorii ve 7 mL broth (siv1 besiyeri) bulunur.

1000 ml Saf Su i¢in Yaklasik Formiil:

Modifiye edilmis Middlebrook 7H9 Broth bazi........... 59¢

Kazein peptonu .........cceeeeveiiiiiiiieeeeeeeiiieeee e 1,25 g

BACTEC MGIT Cogalma Destegi 15 mL Middlebrook OADC ile
zenginlestirilmistir.

1000 ml' deki Saf Su i¢in Yaklasik Formiil:

Bovin albliimin ..........oeeviiiiiiiiiiiieeeeeieeeeeeee 50,0 g
Katalaz ......ooooiiiiiiieieeee e 0,03 ¢
DEKSIOZ oo 20,0 g
(@] (<1 G ] | USSR 0,1g
Polioksietilen stearat (POES).........ccooviiiiiiiiiiieieennns ILLlg

BBL MGIT PANTA sisesi, antimikrobiyal ajanlarin liyofilize karigimini
icerir. Liyofilize PANTA Sisesi icin Yaklasik Formiilii*:

PolimikSIn B ...ooovviiiiiiiee e 6,000 tinite
TrimethOPrim ........coeeiveiiiiiiiiiiiieee e 600 pg
Amfoterisin B ... 600 pg
AZIOSTIN oo 600 pg
Nalidiksik asit .....cccvvvviiiieieeeeiiiieeeeee e 2,400 pg

MGIT Tiiplerinin Inokiilasyonu: BBL MGIT 7 m!I’lik Tiipleri bir BACTEC
MGIT cihazi ile birlikte kullanilmistir.

1. Liyofilize bir BBL MGIT PANTA Antibiyotik Karisimi sisesini 15 ml
BACTEC MGIT Cogalma Destegi ile sulandirildi.

2. MGIT tiipiinii 6rnek numarasi ile etiketlendi.

3. Kapag ¢ikarildi ve 0,8 ml Cogalma DestegiyMGIT PANTA Antibiyotik
Karisgimin1 aseptik olarak eklendi. En iyi sonuclar1 elde etmek i¢in, Cogalma
Destegi/MGIT PANTA Antibiyotik Karigsimi1 6rnek inokiilasyonundan hemen 6nce
eklendi.

4. Yukaridaki hazirlanan konsantre 6rnek siispansiyonundan 0,5 ml eklendi.
Ayrica, bir 7H10 agar plagina veya baska bir mikobakteriyel kat1 agara veya yumurta

bazli besiyerine bir damla 6rnek (0,1 mL) eklendi.
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5. Tiipiin kapagi sikica kapatildi ve tiipler iyice karistirildi.

6. Cihaza girilen tiipler onerilen 42 giinliik test prtokolii siiresince otomatik
olarak test edildi. Farkli inkiibasyon gereksinimlerine sahip mikobakterlerin
varligindan siiphelenilen Orneklerde, bir ¢ift MGIT tipii kullanilarak uygun bir
sicaklikta (6rn. 30°C veya 42°C) inkiibe edildi. Gerekli sicaklikta inokiile ve inkiibe
edildi. Bu tiipler manuel olarak okundu. Mycobacterium haemophilum igerdiginden
siiphelenilen orneklerde, inokiilasyon sirasinda tiipe hemin kaynagi konularak tiip
30°C’de inkiibe edildi. Ornek inokiilasyonundan 6nce hemin eklenmesini gerektiren
her MGIT tiiptine BBL Taxo X Faktor Stribi’nden bir stribi aseptik olarak eklendi.
Bu tiipler manuel olarak okundu.

7. BACTEC MGIT cihaz1 ile tespit edilen pozitif tiiplerin alt kiiltiirleri
hazirlandi ve aside direngli bir siirme 6rnegi hazirlandi.

Pozitif bir MGIT Tiipiiniin Islenmesi: Tiim adimlar, biyolojik giivenlik
kabininde gerceklestirildi.

1. MGIT tiipii cihazdan ¢ikarildi ve BSL III uygulamalar1 ve saklama tesisleri
kullanilarak bir alana nakledildi.

2. Steril bir aktarim pipeti kullanarak, tiipiin alt kismmdan (yaklasik 0,1 mL),
boya preparatlari i¢in bir alikot alind1 (AFB ve Gram boyalar1).

3. Siiriilen 6rnek ve preparatlar incelendi. On sonuglar yalmzca aside direncli
stirme Orneginin degerlendirilmesinden sonra raporlandi.

Alt1 haftalik inkiibasyon sonrasinda cihaz negatif tiiplerin tiimii gorsel olarak
incelendi. Tiip pozitivite belirtisi gostermiyorsa, atilmadan dnce sterilize edildi.

MGIT tiiplinde pozitiflik veren drnekte ilk giin basil gériilmemesi halinde ,

iic gilin st liste ayn1 sekilde preparat hazirlandi; (-)ARB basil........ ARB iiremedi
seklinde rapor edildi. (+)ARB basil........ Mycobacterium tuberculosis tiplendirme
kard testi yapild1.

Kard test: Her bir 6rnek i¢in tek kullanimlik hazir stripler halinde bulunur.
Test, mikobakteri tiirtine karsi antikor iceren kontrol ¢izgisinden (C) ve MPT64
antijenine kars1 spesifik monoklonal antikor igeren ¢izgiden (T) olugsmaktadir.

e +4°C’de saklanan test stribi kullanimdan 6nce buzdolabindan ¢ikarildi ve

oda sicakligina getirildi.
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e Oda sicakligina gelen strip kullanmadan hemen o6nce agildi ve diiz bir
zemine yerlestirildi.

e Pozitif MGIT tiipti 10-15 sn vortexlendi ve 100 pl alinip steril bir pipetle
diizglince 6rnek kuyucuguna yerlestirildi.

e 15 dk bekletildi (maksimum 60 dakika).

¢ Daha sonra Sekil 6'daki gibi degerlendirildi.

| lI = lll f ¢ P ‘ |
: [ | \
\ | =] \ | 7_‘\ \

|
|
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Sekil 6. Kard Testi yorumlanmas1

Sekil 6’da goriildigi gibi sadece kontrol ¢izgisinin belirginlesmesi bu
bakterinin M.tuberculosis olmadigini, MOTT basili oldugunu diistindiiriir. Sadece T
cizgisinin belirginlesmesi ise kard testin caliymadigini gosterdi, gecersiz olarak
degerlendirilir.

Kontaminasyonun saptanmasi: Kontamine edici bakterilerin ¢ogalmasi
pozitif floresanlikla sonuclandigindan biitiin floresan pozitif MGIT tiipler1 gorsel
olarak tiirbidite acisindan incelendi ve bir ARB yaymas1 hazirland.

Kontaminasyonun varligi asagidaki yontemle teyit edildi:

¢ Bir yayma hazirland1 ve EZN boyas1 ile boyandi. Yayma {izerinde aside
diren¢li olmayan diger bakterilerin veya mantar elemanlarinin varhigi bize
kontaminasyonu diistindiirdii.

e Kanl1 agara pasaj yapildi. Kiiltiirler 35°C + 1°C’de inkiibe edildi ve 24-48
saat sonunda incelendi. Kontamine edici ¢ogalma goriildiigiinde, yine Gram ve EZN
boyasi ile dogrulandi.

e Kontaminasyon, besleme sivisindan negatif ARB yaymasi ile

dogrulandiginda, 6rnek kontamine olarak degerlendirildi.
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2.4. GeneXpert Real-Time PCR Yontemi

Akciger TB sliphesi olan tiim hastalarda bakteriyolojik inceleme i¢in TB' da
Uluslararast Bakim Standartlar1 en az iki balgam oOrneginin incelenmesini
onermektedir. Ozellikle sabah saatlerinde alinan ARB pozitif veya negatif
indiiklenmis ya da normal balgam Ornekleri Xpert MTB / assay RIF cihaz1 i¢in
kullanilabilir. Cihaz klinik olarak pulmoner tb siiphesi olan hastalardan tiiberkiiloz
tedavisi almamis, 7 giinden kisa siiredir tedavi alan ve son 60 giin igerisinde tedavi
almamis hastalarda kullanilmas1 Onerilmektedir. Antimikrobiyal tedavi sonrasi
bakteri DNA'lar1 halen bulunabileceginden ilag tedavi etkinlik takibi i¢in kullanimasi

Onerilmemektedir.

2.4.1. Ekspektore Balgam ornekleri

1. Xpert MTB / RIF kartusu ilgili 6rnegin tanimlanmasi i¢in etiketlendi.

2. Steril bir transfer pipeti kullanilarak konik, vidali kapakli tiipe 1ml
ekspektore balgam aktarildi (Alternatif olarak, tiim numune orijinal
sizdirmaz balgam toplama kabina da konabilir).

3. Steril bir transfer pipeti kullanilarak ekspektore balgam 6rnegine 2ml
Xpert MTB / RIF Ornek Reaktifi (2/1 oraninda ) eklendi.

4. Kapagi degistirildi ve karisim 10-20 kez kuvvetlice calkalandi
(Alternatif olarak, karisim 30 sn santrifiij de edilebilir).

5. Tip oda sicakliginda 5 dakika boyunca dik olarak bekletildi.

6. Tip 10-20 kez kuvvetlice calkaland1 (Alternatif olarak, vorteks 30 sn
stiresince kullanilabilir).

7. Tip oda sicakliginda bir 10 dakika daha dik olarak bekletildi.

8. Ornekleri incelendi: Sivilastirilmis numunede goriiniir balgam

kiimeleri olmadigi teyid edildi.

2.4.2. Konsantre Sedimentler
1. Xpert MTB / RIF kartusu ilgili 6rnegin tanimlanmasi i¢in etiketlendi.
2. Steril bir transfer pipeti kullanilarak konik, vidal kapakl tiipe 1,5 ml
Xpert MTB / RIF Ornek Reaktifi aktarildi.
3. Steril bir transfer pipeti kullanilarak Ornek Reaktifi iceren tiipe en az

0.5 ml konsantre sediment eklendi.

55



4. Kapagi degistirildi ve karisim 10-20 kez kuvvetlice calkalandi
(Alternatif olarak, karisim 30 sn santrifiij de edilebilir).

5. Tip oda sicakliginda 5 dakika boyunca dik olarak bekletildi.

6. Tip 10-20 kez kuvvetlice calkaland1 (Alternatif olarak, vorteks 30 sn
stiresince kullanilabilir).

7. Tip oda sicakliginda bir 10 dakika daha dik olarak bekletildi.

8. Ornekleri incelendi: Sivilastirilms numunede goriiniir balgam

kiimeleri olmadigi teyid edildi.

2.4.3. Xpert MTB / RIF Kartus Yiikleme

Not: Kartus i¢in 6rnek eklenerek 30 dakika i¢inde teste baslandi.

1. Xpert MTB / RIF kartus ve numune ID etiketleri kontrol edildi.

2. Kartus kapagi acild1.

3. Steril transfer pipeti kullanilarak sivilastirilmis 6rnek meniskiis asgari
isaretinin iistiine kadar aspire edildi ve agik Xpert MTB / RIF kartus
portuna aktarild.

Not:Aerosol olusum riski en aza indirmek i¢in yavas yavas dagitildi.

4. Kartus kapagi kapatilda.

Her Xpert MTB / RIF kartusu MTB kompleksi ve RIF direncini tespit etmek
icin reaktifler ve hedef bakteri etkinligi ve PZR reaksiyonundaki inhibitér varliginin
tespiti i¢in kontrol numune 6rnegi (Sample Processing Control (SPC)) igerir. Prob
Check Control (PCC), reaktif rehidrasyonunu, kartustaki PZR tiip dolulugunu, prob
biitlinliigiinii ve boya varligin1 dogrular. Xpert MTB / RIF testindeki primerler 81 baz
cifti "gekirdek" bolgesi iceren rpoB geninin bir kismin1 amplifiye ederler. Molecular
beacons olarak bilinen bes farkli renkteki Flourogenik niikleik asit hibridizasyon
problary, tiim 81-bp c¢ekirdekleri test eder.Her molecular beacon dogal
tip rpoB hedef dizisinde bir tek niikleotid bile farkli oldugunda hedefe
baglanmamaktadir. Molecular beacons sadece dogal tip rpoB dizini gibi hedeflerine
baglandiginda floresans vermektedirler. Testteki bes renkten herhangi birinin
yoklugu korunmus dogal tip dizinleri ile RIF direnci ile iliskili ¢ekirdek bdlgesindeki
mutasyonlarin aywrimini saglar.

SPC negatif bir ornekte pozitif olabilir ve pozitif bir 6rnekte, negatif veya

pozitif olabilir. Negatif testte SPC tespit edilemediginde sonug¢ "gegersiz" sayilir.
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PZR reaksiyonu baslamadan 6nce, GeneXpert Dx Sistemi boncuk rehidrasyonunu,
reaksiyon-tiip dolumunu, prob biitiinliigiinii ve boya varligini1 izlemek i¢in problardan
floresans sinyalini Olger. Problardan gecen floresans sinyali kabul edilen kriterleri
karsiliyorsa, PCC gecerli sayilir. GeneXpert Dx Sistemi Ol¢giilen floresan sinyallere
ve varolan hesaplama algoritmalarma gore sonuglar1 yorumlar ve sonuglar cihazin
View Results penceresinde sekildeki gibi goriintiilenir.

MTB Saptandi: MTB hedef DNA's1 tespit edildiginde; her iki kontrol de,
SPC ve PCC, kabul edilen kriterleri karsilamaktadir. Alt Ct degerleri, DNA kalibinin
daha yiiksek bir baslangi¢c konsantrasyonunda oldugunu gosterir; yliksek Ct degerleri
DNA kalibmin daha diisiik bir konsantrasyonunda oldugunu gosterir. MTB
DETECTED sonuglarinda "RIF Resistance DETECTED" ,"RIF Resistance NOT
DETECTED", ya da "RIF Resistance INDETERMINATE" ayr1 bir satirda
goriintiilenir.

MTB Saptanmadi: MTB hedef DNA's1 tespit edilmediginde; her iki kontrol
de, SPC ve PCC, kabul edilen kriterleri karsilamaktadir.

Gecersiz: MTB varlig1 veya yoklugu tespit edilemediginde: SPC kabul edilen
kriterlere uymuyordur, yani 6rnek diizgiin islenmemis veya PCR inhibe edilmistir.

Not: Ekstra numune ile testi tekrar edilir..

Hata: PCC sonuglarindan biri veya daha fazlasi basarisizdir (FAIL). MTB
ve SPC 'nin her ikisi de NO RESULT gosterecektir. Not: Ekstra numune ile testi
tekrar edilir. PCC calisilmadan gecilirse (PASS), hata bir sistem bileseni

probleminden kaynaklanmaktadir.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismaya Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
tiiberkiiloz On tanisi ile gonderilen 100 hasta 6rnegi dahil edildi. Gonderilen klinik
orneklerden kiiltlir sonuglar1 pozitif olan 50 hasta 6rnegi ve kiiltlir sonucu negatif
olan 50 hasta 6rnegi calismaya alindi. Gonderilen klinik 6rnekler direk mikroskobi
(EZN), kiltir (BACTEC MGIT 960) ve PZR (GeneXpert Dx System) ile
karsilagtirmali olarak incelendi.

Kiiltiiriinde mikobakteri iireyen hastalarin 24'(%48) erkek, 26's1t (%52)
kadind1. Orneklerin 20'si (%40) gogiis hastaliklari, 19'u (%38) Verem Savas
Dispanseri(VSD), 5'1 (%10) c¢ocuk hastaliklari, 2'si (%4) iroloji, 1'1 (%2)
gastroenteroloji, 1'1 (%2) romatoloji, 1'1 (%2) acil ve 1'1 (%2) gogiis cerrahisi
servislerinden gelmisti. Orneklerin 401 (%80) balgam, 5'1 (%10) bronkoalveolar
lavaj (BAL), 2'si (%4) abse, 2'si (%4) mide aglik stvis1 (MAS) ve 1'1 (%2) plevral
mayiydi (Tablo 10) .

Tablo 10. Kiiltiir pozitif izolatlarn klinik 6rneklere gére dagilim.

Klinik 6rnek (Kiiltiir (+)) incelenen érnek sayisi [n(%)]
Balgam 40 (%80)
Bronkoalveolar lavaj 5 (%10)

Abse 2 (%4)

Mide aclik sivisi 2 (%4)

Plevral mayi 1 (%2)

Kiiltiiriinde mikobakteri tiremeyen kontrol gurubu hastalarm 29'u (%58)
erkek, 21'i (%42) kadind1. Orneklerin 17'si (%34) gogiis hastaliklari, 10'u (%20)
cocuk hastaliklari, 7'si (%14) enfeksiyon hastaliklari, 7'si (%14) dahili yogun bakim,
3'i (%6) noroloji, 2'si (%4) gastroenteroloji, 1'1 (%2) ortopedi, 1'1 (%2) onkoloji, 1'i
(%2) Verem Savas Dispanseri (VSD), 1'1 (%2) gogls cerrahisi servislerinden
gelmisti. Bu orneklerin 29'u (%58) balgam, 12's1 (%24) bronkoalveolar lavaj (BAL),
6's1 (%12) plevral mayi, 1'1 (%2) trakeal aspirat kiiltiirii (TAK), 1'1 (%2) torasentez
ve 1'1 (%2) de mide aglik stvistydi (MAS)(Tablo 11).

58



Tablo 11. Kiiltiir negatif izolatlarm klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik 6rnek (Kiiltiir (-)) Incelenen drnek sayisi [n(%)]
Balgam 29 (%58)
Bronkoalveolar lavaj 12 (%24)
Plevral mayi 6 (%12)
Mide aglik s1vist 1 (%2)
Trakeal aspirat kiiltiirti 1 (%2)
Torasentez 1 (%2)

Calismamizda kiiltiir (+) 50 klinik 6rnegin mikroskopik degerlendirmesinde
39 (%78) ornegin ARB (+), 11 (%22) 6rnegin ise ARB (-) oldugu goriildii. ARB (+)
39 6rnegin 32'si balgam, 4"l bronkoalveolar lavaj, 2'si mide aglik sivisi, 1'1 de abse
ornegiydi. ARB (-) olarak degerlendirilen 11 klinik Ornegin 8'1 balgam, 1'i
bronkoalveolar lavaj, 1'1 abse, 1'1 de plevral mayi 6rnegiydi (Tablo 12).

Kiiltiir (-) 50 kontrol hasta 6rneginin mikroskopik degerlendirmesinde ARB

(+) ornek goriilmedi.

Tablo 12. Kiiltiir (+) izolatlarda ARB ve PZR sonuglarinin klinik 6rneklere gore

dagilimi
ARB PZR

Klinik Ornekler Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Balgam 32 8 39 1
Bronkoalveolar lavaj 4 1 5 0
Abse 1 1 2 0
Mide aclik s1visi 2 0 2 0
Plevral mayi 0 1 1 0

Kiiltiir altin standart kabul edilerek kiiltiir (+) 50 klinik 6rnegin istatistiksel
degerlendirilmesi yapildi. Bu degerlendirmeye gore ARB' nin duyarlilig (sensitivite)
%76, ozgillugl (spesifite) ise %100 olarak saptandi (Tablo 13). Giiven araligi
duyarhlik i¢in 61.8-86.9 (%95 Confidence Interval (CI)), 6zgiilliik icin 92.8-100
(%95 CI) olarak saptandi. ROC (Receiver Operating Characteric) egrisinde egri
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altinda kalan alan (Area under the ROC curve (AUC)) 0.880 olarak saptandi
(p=0,0001) (Sekil 7).
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Sekil 7. Kiiltlir pozitif 6rneklerde ARB' nin duyarliligi ve 6zgiilliigii

Calismamizda MGIT 960 kiiltiir sistemi ile tiiberkiiloz saptanan 50 klinik
ornegin GeneXpert Dx System ile calisilan PZR sonuglarindan sadece 1 6rnek PZR
negatif olarak saptandi geri kalan 49 6rnek PZR pozitif idi. PZR negatif olan 6rnek
Gogiis Hastaliklar1 servisinden balgam 6rnegi olarak gdénderilmisti. Ornek 52 yasinda
bir bayana aitti. Bu 6rnegin mikroskopik incelenmesinde de ARB negatif olarak
saptanmistl. PZR pozitif 6rneklerin 39'u balgam, 5'i bronkoalveolar lavaj (BAL), 2'si
abse, 2'si mide aclik sivis1 (MAS) ve 1'1 plevral mayiydi (Tablo 12).

Kiiltiir altin standart kabul edilerek kiiltiir (+) 50 klinik 6rnegin istatistiksel
degerlendirilmesi yapildi. Bu degerlendirmeye gore PZR' nin duyarlilig1 (sensitivite)
%98, ozgillugi (spesifite) ise %100 olarak saptandi (Tablo 13). Giiven araligi
duyarhlik i¢in 89,3-99,7 (%95 Confidence Interval (CI)), 6zgiilliik icin 92,8-100
(%95 CI) olarak saptandi. ROC (Receiver Operating Characteric) egrisinde egri
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altinda kalan alan (Area under the ROC curve (AUC)) 0.990 olarak saptandi
(p=0,0001) (Sekil 8).
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Sekil 8. Kiiltiir pozitif 6rneklerde PZR' nin duyarlilig1 ve 6zgiilliigi

Kiiltiir (+) 50 tiiberkiiloz hastasmin MGIT 960 sistemi ile yapilan ilag
duyarlilig: testlerinde hicbir 6rnekte Rifampisin direnci saptanmadi. PZR ile pozitif
saptanan 49 tiiberkiiloz hasta orneginde de GeneXpert Dx System ile yapilan

Rifampisin duyarlhilik testinde Rifampisin direnci goriilmedi.

Tablo 13. ARB ve PZR yontemlerinin duyarhlik ve 6zgiilliikleri

Metod Duyarhhk Ozgiilliik
(%95 CI) (%95 CI)

ARB %76 %100

PZR %98 %100
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4. TARTISMA

Tiiberkiiloz, insanhik tarihi kadar eski bir hastalik olmasina ragmen
gilinlimiizde tiim diinyada bir halk saglig1 sorunu olarak 6nemini korumaktadir. Hava
yoluyla bulasan bir hastalikk olmasi nedeniyle toplum sagligint korumak acisindan
tiiberkiilozun kontrolii 6nemlidir. Diinyada her y1l yaklasik 9 milyon yeni tiiberkiiloz
hastas1 ortaya ¢ikmakta, 1,3 milyon insan tiiberkiilozdan hayatini kaybetmektedir.
Diinya genelinde 2006 yilindan giinlimiize tiiberkiilozlu yeni vaka sayis1 diizenli
olarak azalmaktadir. Tiiberkiiloz nedeniyle 6liim oranlarinda 1990 yilindan bu yana
%41 oraninda diislis olmus ve kiiresel olarak 2015 yilia kadar %50 azalma oranina
ulagilmas1 hedeflenmistir.

Tiiberkiilloz kontrolii; tiiberkiiloz insidansi, prevalansi, morbiditesi ve
mortalitesinde azalmanm saglanmasi ve bu azalma egiliminin siirekli kilinmasi
olarak ifade edilebilir. Tiiberkiiloz kontroliinde, hastalara erken ve dogru tani
konulmasi, dogru ve etkili tedavi baslanmasi, tedavinin diizenli olarak dogrudan
gozetimli tedavi ile verilmesi ve tedavinin kiir saglanarak tamamlanmasi g¢ok
onemlidir (57).

Tiiberkiilozun erken tanisinda kullanilan ARB yontemi hizli testlerden biridir.
Pulmoner ve ekstrapulmoner tiiberkiilozda klinik verilerle ilk tan1 konmus olsa bile,
kesin tam1 icin etkenin konvansiyonel testlerden radyolojik ve histopatolojik
incelemelerin disinda, direkt muayenede tespiti ve kiiltiirde iiretilerek laboratuvarda
dogrulanmas1 temel esastir. Bu nedenle tanida altin standart, kiiltiir ve klinik tani
birlikteligidir. Molekiiler yOntemlerin, tanisal mikobakteriyoloji i¢inde yer
almasindan once tiiberkiilozun hizli tanisi igin tek yol, tercihan sabah balgamindan
hazirlanan EZN yaymalarinin direkt mikroskopi ile degerlendirilmesi olmustur.
Mikroskobik incelemede ARB'nin goriilebilmesi i¢in hasta 6rneginde mililitrede
5.000-10.000 basil bulunmas1 gerekmektedir (76, 88, 89).

Ucuz bir test olmasma ve 1 giin igerisinde sonug alinabilmesine ragmen,
kiiltiirle dogrulanmis tiiberkiiloz olgularina ait 6rneklere uygulanan boyama teknigi,
santrifiigasyon isleminin hizi, yayma preparatini degerlendiren kisinin tecriibesi ve
calisilan popiilasyondaki tiiberkiiloz prevalansina bagli olarak degisen diisiik

duyarhilig1 (%45-80), tiiberkiiloz dis1 mikobakterileri ekarte edememesi ve diisiik
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pozitif prediktif degere (%50-80) sahip olmasi nedeniyle mikroskopi TB tanisinda
yetersiz kalmaktadir (90, 91).

Bizim ¢aligmamizda kiiltiir altin standart kabul edilerek MGIT 960 otomatize
swv1 kiiltiir sistemi ile degerlendirilen 50 kiiltiir pozitif 6rnegin 39'u (%78) ARB
pozitif olarak degerlendirildi. ARB'nin duyarliligi ve 6zgiilliigii swrasiyla %76 ve
%100 olarak saptandi.

Mikroskopik inceleme ile M.tuberculosis ve tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin
ayirmmi yapilamadigmdan, kiiltiir halen altin standart olarak kabul edilmektedir.
Klinik 6rnekte >10 canli tiiberkiiloz basilinin bulunmas: halinde kiiltiirde
gosterilebilmesi miimkiindiir, duyarliligi %80-85, 6zgilliigli yaklasik %98 olan bir
konvansiyonel yontemdir. M.tuberculosis yaklagik 18 saatte bir boliinerek iremesini
gergeklestiginden, kiiltlir ortamlarinda etkenin tanimlanabilmesi i¢in ortalama 2-8
haftaya gereksinim duyulur (76, 88,91).

Son yillarda tiiberkiiloz ilaglarina direngli tiiberkiiloz basillerinin
izolasyonlarindaki artis, taniya yonelik konvansiyonel testlerin pratik olmamalari,
sonuclandirilmalarinin uzun zaman almasi ve tiir diizeyinde tiplendirmede yetersiz
kalmalari, rutin kullanimda sorunlarin ¢6zlimiine yonelik arayislari yeniden giindeme
getirmistir. Bu amagla "Centers for Disease Control and Prevention (CDC)", 2010
yilma kadar tiiberkiiloz olgularmin %75'inin 48 saat igerisinde tanisina yonelik "halk
saglig1 hedefleri"ne ulasilabilmesi i¢in, tanisal mikobakteriyolojide standart testlere
ilaveten M.tuberculosis'in tanist i¢cin mevcut en hizli ydntemlerin kullanimini
onermistir (76).

Bu kapsamda, tizerinde yogun arastirmalarin yapildigi belirli standartlarda,
ozgiilliik ve duyarlilig1 yiiksek, hizli ve giivenilir tan1 testlerinin rutin kullanimlarmin
onerilebilir hale getirilebilmesi i¢in diinya genelinde ¢aba gosterilmektedir. CDC'nin
tiiberkiiloz tanisina yonelik bu Onerileri dogrultusunda, iireticiler tarafindan 6zellikle
son 20 yil iginde dogrudan hasta orneklerinden ve/veya kiiltiir ortamlarindan taniya
yonelik kolay uygulanabilir ve hizli sonug verebilen birgcok tani sistemi ve test
teknikleri gelistirilmis ve kullanima sunulmustur. Bunlar arasinda molekiiler genetik
teknikler timit vermektedir (76, 92, 93).

Teorik olarak Ornekte birka¢ basilin bulunmasi durumunda bile bunu

saptayabilen niikleik asit amplifikasyon (NAA) esasli molekiiler tani testleriyle
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yapilan ilk ¢aligmalar, cogunlukla laboratuvar tanisia yonelik olmus, mevcut klinik
siiphenin karar verme silirecine katkis1 dikkate almmamistir. Ancak giinlimiizde
klinik ve laboratuvar tanisini desteklemede halen bu yontemlerin gelistirilmekte ve
calisma performanslarma yonelik arastrmalar araliksiz olarak devam etmektedir
(90).

Laboratuvarimizda tiiberkiiloz tanisinda mikroskopi, kiiltiir icin MGIT 960
otomatize sistemi ve molekiiler yontem olarak da GeneXpert MTB/RIF testi
kullanilmaktadir. Calismamizda kiiltiir altin standart kabul edilerek tiim diinyada
hizl1 ve dogru tiiberkiiloz tanisi i¢in rutin kullanima girmesi agisindan bir¢ok ¢alisma
yapilan GeneXpert MTB/RIF testinin etkinligini arastirdik. Calismamiza kiiltiir
pozitif 50 oOrnek ve kontrol amaciyla 50 kiiltiir negatif 6rnek dahil edildi.
Calismamizin sonuglar literatiirdeki kaynaklar incelenerek karsilastirildi.

Literatiirdeki en fazla hasta sayisi ile yapilan cok merkezli ¢alismada Boehme
ve arkadaslari, 18 yas fistii tiiberkiiloz siiphesi olan veya ¢oklu ilag direncli
tiilberkiiloz hastalarinda mikroskopi, kiiltiir ve molekiiler yontemlerin tanidaki
etkinligini karsilastirmislardir. Giiney Afrika, Peru, Hindistan, Azerbaycan, Filipinler
ve Uganda'dan 2009-2010 tarihleri arasinda 6.648 goniillii hasta caligmaya dahil
edilmistir. Tkinci balgam 6rnegi ilk 6rnekten 1 hafta sonra alinan hastalar ve gecerli
standart referans araligi tespit edilmeyen ve gegerli MTB/RIF testi olmayan hasta
ornekleri caligmaya dahil edilmemistir. Dokuz mikroskopi laboratuvarmmda 2-3
balgam yaymasi1 ve 1-3 kiiltiir 6rnegi incelenerek ilag duyarliligi testi ile MTB/RIF
testi karsilastirilmistir.

Kiiltiir pozitif 1.033 6rnegin 933'inde (%90,3) Xpert MTB/RIF testinde
tiiberkiiloz saptanmis, 1.041 O6rnegin mikroskopik incelemesinde ise 699 ornekte
(%67,1) tiiberkiiloz basili saptanmistir. MTB/RIF testinin yayma negatif, kiiltiir
pozitif (385 Ornegin 296's1) Orneklerde duyarliligt %76,9 ve ozgilligi (2.876
tiiberkiiloz basili saptanmayan 6rnegin 2.846's1) %99 saptanmistir. MTB/RIF testinde
Rifampisin direncinin duyarliligi %94,4 (250 6rnegin 236's1) ve 6zgilligli %98,3
(810 oOrnegin  796's1) oldugu gorilmiistir. HIV  ko-enfeksiyonlu hastalarda
mikroskopiden farkli olarak MTB/RIF testinin duyarliligi anlamli derecede diisiik
bulunmamistir. MTB/RIF testinde tiiberkiiloz saptanmasi i¢in gereken ortalama siire

yaklasik 2 saat iken, mikroskopi i¢in yaklagik 1 (0-1) giin, kat1 kiiltiirler i¢cin 30 (23-
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43) giin ve s1v1 kiiltiirler igin ise 16 (13-21) giin oldugu belirtilmistir. Ila¢ direncinin
belirlenmesi i¢in gereken ortalama siire line-probe testi i¢in 20 (10-26) giin ve
konvansiyonel ilag duyarlilik testleri icin 106 (30-124) giin oldugu belirtilmistir.
MTB/RIF testinin belirsizlik oram1 %2-4 (5321 Ornegin 126's1) iken, Kkiiltiiriin
belirsizlik oran1 %4-6 (9690 6rnegin 441'1) olarak saptanmustir (94).

Xpert MTB/RIF testi tiiberkiilozun endemik oldugu bolgelerde erken tani ve
tedavi gereksinimlerini karsilayan, yeni jenerasyon yiiksek sensitiviteye sahip
niikleik asit amplifikasyon testlerinin ilkidir. Xpert MTB/RIF testiyle balgam
ornekleri veya konsantre, dekontamine balgam peletleri kullanilarak yapilan daha
onceki kontrollii calismalarda yayma negatif tiiberkiiloz 6rneklerinde duyarlilik %72-
75 ve yayma pozitif tiiberkiiloz Orneklerinde ise duyarlilik %98-100 oranina
ulagmaktadir (95-99).

Bizim ¢alismamamizda kiiltlir pozitif yayma negatif saptanan 11 6rnegin 10
tanesi Xpert MTB/RIF testinde pozitif olarak saptandi, ayrica kiiltiir pozitif yayma
pozitif 39 Ornegin tamami Xpert MTB/RIF testinde de pozitif olarak saptandi.
Calismamizin sonuglarmin Boehme ve arkadaslarinin ¢alisma sonuglar1 ile benzer
oldugu goriildii.

Kiiciik retrospektif bir ¢calismada, 28 yayma negatif donmus peletin Xpert
MTB/RIF testiyle degerlendirilmesinde testin duyarliligi %57 olarak saptanmistir
(98).

Boehme ve ark. (96) ¢alismalarinda kiiltiir pozitif 6rneklerde %90"n iizerinde
Xpert MTB/RIF pozitifligi saptamislar ve Orneklerin yaklasik %77'sinin yayma
negatif oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda kiiltiir pozitif 6rneklerin %98'inde
Xpert MTB/RIF testi pozitif olarak saptandi ve bu 6rneklerin %20'si yayma negatifti.
Bu veriler Xpert MTB/RIF testinin tiiberkiilozun endemik oldugu bolgelerde tarama
testi olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Boehme ve ark. (96) calismasi Xpert MTB/RIF testinin kisa slirede sonug
vermesinin tiiberkiiloz tant ve tedavisindeki olumlu etkilerini tanimlayan ilk
calismalardandir. Testlerin 2 saat gibi kisa bir siirede sonu¢ vermesi 6zellikle yayma
negatif hastalara uygun ve etkin tiiberkiiloz tedavisi baslama siiresini kisalttig1 ve
takip dis1 hasta oranini diistirdligiinii tespit etmislerdir. Birgok tiiberkiilozlu hasta tan1

asamasinda Ornek verildigi donemde, mikroskopi asamasinda veya sonug¢ alma
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doneminde kontrollere gelmeyip takip disi kaldigini bildirmislerdir. Hizli testin
duyarhilig1 daha diisiik olsa bile daha fazla hastanin etkin ve dogru tedavi edilmesini
saglayabilecegini bildirmislerdir. Caligmalarinda 7.288 hastanin 640'nin (%9) ikinci
balgam 6rnegini vermedigi ve sonucta ¢alisma dis1 kaldiklarmi ve bu oranin rutin
sartlarda azaltilabilecegini belirtmislerdir. Xpert MTB/RIF testi ile saglanan kisa
transport ve analiz siiresi sayesinde ilag duyarlilig1 testi ile daha kisa siirede uygun ve
etkili anti-tliberkiiloz tedavi baslanabilecegini bildirmislerdir.

Boehme ve ark. ¢alismada rifampisin direncinin tespiti i¢gin MTB / RIF
testinin duyarliligr ve ozgiilliigii (%94,4 duyarlilik ve %98,3 ozgiilliik) yiiksek
olmasina ragmen (94), Onceki yayinlarda daha yiliksek oranlarda duyarlilik ve
0zgiilliik oranlar1 (% 99-100duyarlilik ve %100 6zgiilliikk) bildirilmistir (95, 96, 99).

Cihaz gelistiricileri daha yiiksek oranlarda coklu ilaca direngli tiiberkiiloz
tespiti i¢in Xpert MTB/RIF testi cihazini gelistirmek i¢in ¢alisma yapmaktadirlar.
Calismalarinda diisiik pretest olasilig1 goriilen ¢oklu ilaca direngli tiiberkiiloz tanili
hastalarda MTB/RIF cihazinin RIF direnci saptamadaki diisiik pozitif prediktif degeri
nedeniyle yazarlar testin konvansiyonel bir metodla korele edilebilecegini
bildirmislerdir.

Genel olarak, bu bulgular Xpert MTB/RIF testinin kullanisli oldugunu ve
tiiberkiilozun kontrol ve bakiminda gelismeye yol acabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu gelismelerin tiiberkiiloz ve CID-TB tanisinda artis ve buna paralel olarak birinci
basamak ve oOzellikle ikinci basamak anti-tiiberkiiloz tedavilerinde iyilesmeler
gerektirdigini bildiren yaymlar bulunmaktadir. Xpert MTB/RIF testi ile erken ve
uygun tedavi ile tiiberkiiloz iligkili morbidite ve mortalite oranlarinda diisiis ve
tiiberkiiloz bulasinda azalma olabilecegi bildirilmektedir (100).

Malburny ve ark. (101) tiiberkiiloz siiphesi olan 132 hastadan alimmis 91'1
solunum ve 89'u solunum dis1 olmak iizere toplam 180 Ornekten PZR (Xpert
MTB/RIF) ile M.uberculosis tespiti i¢in ¢calisma yapmislardir. Kiiltiirde tiiberkiiloz
saptanan 17'si solunum ve 144 solunum dis1 31 (%17,2) 6rnegin swrasiyla 17 ve
12'sinde PZR pozitifligi saptanmistir. PZR duyarliligi ve 6zgiilliigii solunum ve
solunum dis1 Ornekler i¢in sirasiyla %100 ve %100, ve %85,7 ve %973

saptamisglardir.
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Tiberkiilozun hizli tanisinda bir¢ok kit bazli Niikleik Asit Amplifikasyon
ticari testi kullanilmaktadir. Altmis calismanm incelendigi bir metaanalizde bu
testlerin ortalama duyarliligi ve 6zgilliigii sirasiyla yayma pozitif 6rneklerde %96 ve
%385; yayma negatif solunum Orneklerinde ise %66 ve %98 olarak saptanmistir
(102).

Sadece iki kiiclik ¢calismada solunum 6rneklerinde, Xpert MTB / RIF testi
icin miitkemmel duyarlilik (%98,4-100) ve 6zgiilliikk (%100) gosterilmistir (95).

Ekstrapulmoner TB tanisinda NAA'nin etkinliginin incelendigi bir ¢alismada
doku 6rnekleri ve viicut sivilari i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla %64 ile %86 ve
%097 ile %100 arasinda degistigini bildirmislerdir (103).

Burada rapor edilen duyarhilik ve ozgiilliik (%85,7 ve %97,3, sirasiyla),
onceki ¢alismalarda bildirilenlerden daha yiliksek bulunmustur. Bu fark, kartusa daha
etkili DNA ekstraksiyon prosediiriiniin katilip konsantre edilmis Ornegin yiiksek
hacmine (1 ml'ye kadar) bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. PZR sadece iki
paucibacillary plevra sivist 6rneginde basarisiz olmustur. Bu calisma TB'un hizli
tanisinda M.tuberculosis tespiti icin Cepheid Xpert MTB/RIF testinin kullanildig: ilk
calismalardan biridir (101).

Tiirkiye'de yapilan bir ¢alismada An ve ark. (91) olas1 tiiberkiiloz
hastalarindan alinan yayma pozitif ve yayma negatif pulmoner ve ekstrapulmoner
orneklerde tiiberkiilozun hizli tanis1 ve rifampin direnci tespiti i¢cin Xpert MTB/RIF
testinin etkinligini degerlendirmisler. 429 hastadan elde edilen 253 pulmoner ve 176
ekstrapulmoner numune calismaya almmustir. 429 hastanin 110w (M.tuberculosis
icin 89 kiltiir pozitif ve 21 kiiltiir negatif) tiiberkiilozlu kabul edilmistir. Pulmoner
orneklerde, yayma pozitif ve yayma negatif 6rnekler i¢in duyarlhiliklar sirasiyla %100
(27/27) ve %68,6 (24/35) saptanmustir. Ekstrapulmoner orneklerin daha diisiik
duyarhiliga sahip oldugu; yayma pozitif drnekler (4/4) icin %100 ve yayma negatif
ornekler (21/44) icin %47,7 saptanmistir. Test, tiiberkiiloz saptanmayan 319 6rnegin
tamaminin negatif oldugunu saptamistir. Bizim calismamizda da kiiltiir negatif 50
tiiberkiiloz 6rneginin tamami1 Xpert MTB/RIF testinde negatif olarak sonuglandi.
Xpert MTB/RIF testi kiiltiirle korele olarak bir adet RIF-direngli 6rnegi ve 88 RIF-
duyarl 6rnegi tespit etmis ve sonuclar ilag duyarlilik testi ile dogrulanmistir. Bizim

calismamizda kiiltiir ve Xpert MTB/RIF testinde 50 6rnegin hi¢ birinde RIF direnci
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saptanmamistir. Xpert MTB/RIF testinin basit bir yontem oldugu ve kisa bir egitim
ile personelin sistemi kullanabilecegi sonucuna varilmis. Testin yayma pozitif
orneklerde kiiltiir gibi hassas ama basilin diisiik sayida oldugu yayma negatif
pulmoner ve ekstrapulmoner orneklerde daha az duyarli oldugu goriilmiis. Bizim
calismamizda 50 Kkiiltiir pozitif 6rnekten sadece birinde Xpert MTB/RIF testi
negatifti ve bu 0rnek yayma negatif pulmoner bir izolatti. Ayrica ¢alismamizda
yayma negatif 11 6rnegin 10'u Xpert MTB/RIF testinde pozitif saptandi.

Xpert MTB/RIF testiyle yapilan diger caligmalarda, testin 6zgilliigii %99-
100 iken; testin duyarliligit yayma negatif, kiiltiir pozitif pulmoner tiiberkiiloz
olgularmmda 9%357-76,9 ve yayma pozitif, kiiltiir pozitif pulmoner tiiberkiiloz
orneklerinde % 98-100 arasinda saptanmistir (95,96, 97,98).

Bizim calismamizda da benzer olarak oOnceki tibbi bildirilerde sunulan
sonuglar ile uyumlu olarak yayma ve kiiltliir pozitif pulmoner O6rneklerde testin
duyarhilig1 %100 olarak saptandi.

An ve ark. (91) calismasinda tiiberkiiloz tanili 110 hastadan alman 62
pulmoner 6rnegin 51'inde ve 48 ekstrapulmoner 6rnegin 26'sinda (17 lenf nodu
biyopsi 6rneginin 13'ii, 5 beyin omurilik sivis1 6rneginin 31, 5 doku 6rneginin 3'i, 4
disk biyopsi 6rneginin 3'i, 4 asit sivis1 6rneginin 1'1, 2 cilt biyopsi 6rneginin 2'si, 1
perikard sivis1 6rneginin 1'1, 1 kemik iligi biyopsi 6rneginin higbiri, 1 idrar 6rneginin
hicbir1) Xpert MTB/RIF testi pozitif tespit edilmistir. Sekiz plevral tiiberkiilozlu
olgudan, dordiiniin kiiltiirii pozitif olsa da, Xpert MTB/RIF testinde tiim plevra sivi
ornekleri negatif olarak izlenmistir. Ornek tipi ve numunenin ekstrapulmoner olmasi
Xpert MTB/RIF testinin etkinliginde anlamli bir degisiklige sebep olmamuistir.
Ozellikle plevra sivis1 drneklerinde, hicbir pozitif test sonucu elde edilememistir. Bu
cok diisiik sayida basil varligini1 veya plevra sivisi1 6rneklerinde internal kontrol i¢in
herhangi bir etki olmaksizin M.tuberculosis genomunun amplifikasyonunu inhibe
eden inhibitor bir maddenin varlig1 nedeniyle olabilecegini bildirmislerdir.

Tiiberkiilozun erken ve dogru tespiti, zamaninda tedaviye baslanmasi ve TB
bulaginin 6nlenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Buna ek olarak, ila¢ direncinin erken
tespiti coklu ilaca direngli (CID) tiiberkiiloz hastalarinda erken tedavi ile morbidite
ve mortaliteyi 6nemli diizeyde azaltmaktadir. TB tanisinda geleneksel yontemlerin

erken ve dogru tespit acisindan smirlamalar1 bulunmaktadir. ARB yaymalar1 kisa
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transport ve analiz siiresi ( Turn Around Time (TAT)) ve yiiksek 6zgiilliige ragmen
[1] diisiik ve degisken duyarliliga sahiptirler[2,3].

Kwak ve ark. (104) klinik pratikte Xpert MTB / RIF testinin tanisal
dogrulugu ile transport ve analiz siiresini degerlendirmek icin yaptiklar: retrospektif
calismada, balgamda Xpert MTB/RIF testi istenen hastalarin geriye doniik tibbi
kayitlar1 inceleyip pulmoner tiiberkiiloz tanisinda duyarhilik, ozgiillik, pozitif
prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger (NPD) ve rifampisin direnci tespit
duyarliligini aragtirmislardir. Bununla beraber, Xpert MTB/RIF testindeki TAT diger
testler ile karsilastirilmistir. Xpert MTB/RIF testi ile 6rnekleri incelenen toplam 681
hasta analize dahil edilmistir. Pulmoner tiiberkiiloz tanisinda Xpert MTB/RIF testinin
duyarhlik, 6zgiilliik, PPD ve NPD 'i sirasiyla %79,5 (124/156), %100 (505/505),
%100 (124/124) ve %94 (505/537) saptanmustir. Rifampisin direnci tespitinde ise
sirastyla %57,1 (14/08), %100 (113/113), %100 (8/8) ve %94,9 (113/119)
saptanmistir. Ayakta tedavi merkezlerinde hekimler tarafindan Xpert MTB/RIF
testinin ortalama TAT sonuglar1 ve sonuglarin raporlanmasi sirasiyla 0 (0-1) ve 6 (3-
7) giin tespit edilmistir. Hastalarda Xpert MTB/RIF testi ile ilk degerlendirme
sonrasinda ortalama tedaviye baslama siiresi 7 (4-9) giin iken, Xpert MTB/RIF testi
uygulanmayan hastalarda bu siirenin 21 (7-33,5) giin oldugu bildirilmis. Xpert
MTB/RIF testi orta TB yiikii olan alanlarda rifampisin direncinin tespiti ve pulmoner
tiiberkiiloz tanisi i¢in kabul edilebilir duyarhilik ve miikemmel 6zgiilliikk gostermistir.
Ayrica, test daha kisa TAT ile anti-TB ilaglarin baslama siiresini kisaltmistir.

Onceki galigmalarda Xpert MTB/RIF testinin hizli ve yiiksek duyarlilia
sahip olmasi nedeniyle M.tuberculosis’in tanisinda kullanilabilecegini 6nermislerdir.
Ancak, bu caligmalarin ¢cogu smirli tibbi kaynaklara sahip diisiik gelirli tilkelerde
yapilmistir (94, 96).

Kwak ve ark. (105) ¢aligmalarini Giiney Kore'de 2011 yilinda tiiberkiilozun
yillik insidansmin  100/100.000 oldugu, kati ve sivi mikrobakteriyel kiiltiir
sistemlerinin yan1 sira bronkoskopi veya bilgisayarli tomografi gibi tibbi kaynaklara
kolayca ulasilabilen ii¢lincii basamak hastanelerde yapmuglardir. Calismada, akciger
tiiberkiilozu tanisinda Xpert MTB/RIF testinin duyarliligi, 6zgilliigii, PPV ve NPV
degerleri swrasiyla %79,5, %100, %100 ve %94 olarak saptanmig. RIF direnci
tespitinde duyarlilik %57,1, ama 06zgillik ve PPV 'nin her ikisi de %100
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saptanmistir. Xpert MTB/RIF testi TAT'min ARB yayma, mikobakteri kiiltiirii ve
sonuglarin raporlanma siiresine gore daha kisa oldugu saptanmastir.

Sonug¢ olarak caligmalarinda Xpert MTB/RIF testinin anti-TB ilaglara
baslanmasi i¢in gereken siireyi ortalama 14 giin kisalttigim1 saptamislardir. Xpert
MTB/RIF testi kullanilarak TB tespitindeki esik deger O6rnegin koloni sayisindan
etkilendigini belitmislerdir. (95).

Kwak ve ark. (104) tiiberkiiloz siiphesiyle gonderilen 681 6rnegin 156'sinda
kiiltiir altin standart kabul edilerek pulmoner TB tanis1 konmus. Semptomlara ve
radyografik bulgulara dayanarak pulmoner tiiberkiiloz tanis1 konan 59 hastada kiiltiir
negatif olarak saptanmistir. Pulmoner tiiberkiiloz vakalarmin yaklasik tigte biri
mikobakteriyel kiiltiir tarafindan tespit edilememis ve daha duyarli tani
yontemlerinin gerekli oldugu onerilmistir. Xpert MTB/RIF testi bakteriyolojik olarak
tan1 konulamayan 59 tiiberkiiloz siipheli 6rnegin 20'sinde pozitif sonu¢ vermistir.
Yazarlar bu bulgulara dayanarak mikobakteriyel kiiltiirlerin kullanildig1 bolgelerde
Xpert MTB/RIF testinin tiiberkiiloz tanisi i¢in licretsiz kullanilabilecegini 6nermistir.
Calismada, Xpert MTB/RIF testinin 6zgiillik ve PPV'nin herbiri %100 olarak
saptanmustir.

Coklu ilaca direcli tiiberkiiloz tespiti uzun bir tedavi siiresi gerektiginden
Onemlidir, ancak tedavi basari1 oranlar1 diisiiktiir. RIF direnci, ¢oklu ilaca direnci
temsili olarak gosterdiginden dolayi, Xpert MTB / RIF testi kullanilarak RIF
direncinin tespiti ¢oklu ilaca direcli tiiberkiiloz hastalarini taramak i¢in kullanilabilir
(106).

Kwak ve ark. (104) calismalarinda konvansiyonel DST'e gore 14 hastaya
CID-TB tanis1 konmus ve Xpert MTB/RIF testi kullanilarak 8'inin RIF-direncine
sahip oldugu gosterilmistir. Yukarida bahsedildigi gibi RIF direnci tespitindeki
diisiik duyarhilik, M. tuberculosis’in az ylikiine bagli olabilecegi diistiniilmtistiir.

Calismada drneklerin 5'inde Xpert MTB/RIF testi ile M.tuberculosis ve RIF
direnci saptanamamustir. Bu yiizden Xpert MTB/RIF testi ile alman negatif
sonuglarn  M.tuberculosis ve CID-TB'yi ekarte etmedigini bildirmislerdir.
Matematiksel olarak, RIF direnci i¢cin Xpert MTB/RIF testinin PPV degerinin CID-
TB prevalansina gore degistigini bildirmisler ve ¢alismada Giiney Kore'de CID-TB
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prevalansina bagl olarak RIF direnci PPV'sinin %70'ten az oldugunu agiklamislardir
(107, 108).

Xpert MTB/RIF testi yanlis pozitif sonuglar verebileceginden dolayr sadece
Xpert MTB/RIF test sonuglarina dayanilarak RIF direngli tiiberkiiloz hastalarina
uygun anti-tiiberkiiloz ilaclarinin se¢iminin zor oldugunu agiklamislardir(109).

Ancak ¢aligmalarinda RIF direnci i¢in Xpert MTB/RIF testinin duyarlilig1 ve
PPV'nin herbirinin %100 oldugunu belirtmislerdir. Ancak godzlemlerinde Xpert
MTB/RIF testi ile yanlis pozitif RIF direnci sayisinin daha diisiik olabilecegini, kesin
bir sonuca varabilmek igin daha fazla RIF direngli hasta sayisinin oldugu c¢alismalari
beklemek gerektigini bildirmislerdir. Ayni calismada beklendigi gibi MTB/RIF
testinin yayma, sivi ve kati kiiltiirlerlerden transport ve analiz siiresinin kisa olusu
nedeniyle, laboratuvardan sonuglarin raporlanmasi ve klinisyene bildirilme siirelerini
kisalttig1 bildirilmistir. Calismada Xpert MTB/RIF testinin anti-tiiberkiiloz tedavi
baslama siiresini 14 giin kisalttigini bildirmisler ancak ¢aligmanm yapildig1 merkezde
test sonuglari klinisyenler tarafindan 5,5 giin gecikmeli olarak degerlendirildiginden
takip sisteminin gelistirilmesi gerektigini bildirmislerdir. Sonug olarak orta diizeyde
tiiberkiiloz yiikii olan tilkelerde Xpert MTB/RIF testi kabul edilebilir duyarhilik ve
miikemmel 6zgiilliige sahip olmas1 nedeniyle tiiberkiiloz tanisinda ve RIF direncinin
saptanmasinda kullanilabilecegini bildirmislerdir. Buna ek olarak testin anti-
tiiberkiiloz tedavi baslama siiresini 6nemli dl¢lide kisalttigini bildirmislerdir (104).

Bizim ¢alismamizda MGIT 960 sistemi ile RIF direnci saptanmayan 50
ornegin hicbirinde Xpert MTB/RIF testi ile direng saptanmad1 ve 50 kontrol drnegin
higbirinde yanls pozitif RIF direnci goriilmedi ve bu sonuglar MGIT 960 kiiltiir test
sonugclari ile koreleydi.

Xpert, bir ylizyilh askin siiredir tiiberkiiloz tanisinda en heyecan verici
yeniliktir. Geleneksel teshislerin ne yazik ki yetersiz oldugu HIV ile iliskili TB ve
CID-TB siipheli iki &ncelikli insan niifusunda TB vaka tespitini anlamli derecede
artirma potansiyeli vardir. Bu 6nemli gruplarda 2 saat i¢inde tiiberkiiloz tanis1 konma
olasilig1 daha az 6liim ve daha az hastalik bulasini saglayacaktur.

Ancak, yazarlar Xpertin tiiberkiiloz ve RIF direnci tamisinda ¢igir agan bir
bulus olmadigini; kullanilabilirligini arttrmak i¢in 6zellikle mali ve altyapiyla ilgili

bazi sorunlarin asilmasi gerektigini bildirmektedir. Bu yeni teknolojinin tam
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potansiyelini gerceklestirmek icin giiglii saglik sistemlerinin gerekliligine dikkat
cekmislertir. Ayrica, Xpert'in TB teshisinde halen 6nemli bir ihtiya¢ olmaya devam
eden nokta analiz testi (point-of-care) olmadigini bildirmisler. Yazarlar tiiberkiiloz ve
CID-TB' nin hizl1 ve dogru tanisin1 koymak igin toplumsal diizeyde, ihtiyaglar1 olan
tim tan1 ve takip sistemlerine hastalarin ulasabildigi giiclii bir laboratuvar agina
sahip olan ve yiiksek nokta analiz testi dogruluguna sahip bir teste ihtiya¢ oldugunu
belirtmektedirler.

Bununla birlikte, yazarlar Xpert'in sadece bir testten daha fazlasi olup
tiiberkiiloz tanisinda izlenen yolu degistirdigini bildirmislerdir. Ulkelerin testin
yayginlastirilmas1 yoniinde kararlar almasini; klinisyenlerin test sonuclarina
glivenmesini; program yoneticilerinin, yeni bir teknolojinin uygulama zorluklarini
benimsemesini ve politikacilarin yeterli finansman ile yatirimda bulunmay: kabul
etmesini onermektedir (110).

Diinyada tiiberkiiloz on tanisi ile takip edilen hastalarin biiyiik cogunlugu
mutlaka mikroskopik inceleme yapilan bir merkezde degerlendirilmistir. Bu
merkezlerde tiiberkiiloz tanist konur, kayit altina alinip tedavi ve takip edilir.
Mikroskopi, diisiik duyarliligi ve en biiyiik problemlerden biri olan teknolojiye bagl
performanst nedeniyle tiim diinyadaki tiiberkiiloz hastaligi kotii kontrol oranlarinin
en onemli sorumlularmndan biridir. Xpert MTB/RIF testi hem tiiberkiiloz tanis1 hem
de RIF direncini saptamada bu boslugu kapatabilecek ilk teknolojik {iriinii
sunmustur. Xpert MTB/RIF testi hizli ila¢ direnci tespiti i¢in daha yaygin olarak
kullanilabilir ve secilmis guruplarda tiiberkiiloz tani bulgularin1 daha da
gliclendirebilir. Xpert MTB/RIF testinin pahali olmas1 kullanimini sinirlandirabilir
fakat tiim diinyada artan tiiberkiiloz tedavi masraflarindan dolay:1 tiiberkiilozlu
vakalarda hizli ilag direnci tespiti sayesine bu olumsuzluk g6z ardi edilebilir.

Tim diinyada halen yilda ortalama 2 milyon insanin tiiberkiiloz nedeniyle
hayatim1 kaybettigi ve bunlarm bir kisminin tanisal testlerle erken tani konarak
kurtarilabilecegi diisliniildiigiinde finansal kaygilarin asilmasi gereken bir problem
oldugu goriilmektedir. Tedavi edilebilir bir hastalik olan tiiberkiilozdan kaynaklanan
Olimlerin bliyiik bir kismi, saglik giderlerine ayrilan yetersiz biitge nedeniyle HIV
negatif ve genelde ila¢ duyarli vakalarda goriilmektedir. Diinyada Xpert MTB/RIF

testinin rutinde kullanimi i¢in belirli bir biit¢ce belirlenmesi lazim fakat mevcut
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finansal kriz nedeniyle diger 6nemli saglik problemlerine ayrilan finansal
kaynaklardan 6nem sirasina gore pay alabilmektedir (111).

Bu yeni teste kaynak olarak, zaten tiiberkiilozun morbidite ve mortalitesi
iizerine Onemli etki potansiyeline sahip Onleyici ¢aligmalar ve iyi tanimlanmig
tiiberkiiloz tam1 ve tedavi sistem kaynaklarindan kullanilmamalidir. TB kontrol
programlar1 ile milyonlarca hastanin 6liimden kurtuldugu gosterilmistir ama halen
tiilberkiilozun bulas ve insidans oranlar1 lzerindeki etkileriyle ilgili yeterli veri
bulunmamaktadir.

Global tiiberkiiloz oranlarin1 TB kontrol ¢abalarindan ziyade yoksulluk ve
sosyal faktorler belirlemektedir (112, 113).

Boyle yeni Xpert MTB/RIF testi gibi araclarin tiiberkiiloz takibinde ve
kontroliindeki etkinliklerinden dolay:r sosyoekonomik belirleyicilerin miidahaleleri
ile yeterli finansal kaynak saglanip yaygin kullanima girmesi gerektigi ydniinde
gorts birligi bulunmaktadir (111, 114-116).

Sonug olarak, her yil yaklasik 2 milyon insanin hayatini kaybetmesine neden
olan tiiberkiiloz hastaliginin etkili ve dogru tedavisi i¢in kisa siirede tan1 koyabilen ve
ilag direncini saptayabilen bir teste ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde tiiberkiiloz
tanisinda kullandigimiz yontemlerden mikroskopi yiiksek 6zgiillik degerlerine
ragmen duyarliligi diisiik olmas1 sebebiyle bu ihtiyaci karsilayamamaktadir. Halen
altin standart olarak kullanilan kiiltiir yontemleri ise yiiksek duyarlilik ve yiiksek
ozgiilliige ragmen sonug verme siiresi uzun oldugundan tan1 ve tedavide gecikmelere
neden olmaktadir ve bu nedenle sonug bekleme siirecinde hasta kayiplarina neden
olmaktadir. Gegtigimiz yillarda, Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tiiberkiiloz tanisinda
duyarlilig1 ve 6zgilliigii yiiksek, hizli sonu¢ veren, uygulamasi kolay ve pahali
olmayan yontemlerin gelistirilebilmesi amaciyla FIND (Foundation for Innovative
New Diagnostics) isimli bir kurulusun olusumunu saglamistir. Bu kurulusun bir
iiniversite (University of Medicine and Dentistry of New Jersey) ve bir 6zel sirketin
(Cepheid) is birligi sonucunda “Xpert MTB/RIF” isimli test gelistirilmistir. Bu
yontem ile drnekte M.tuberculosis varligl ve ayni zamanda rifampin direnci olup
olmadig1 iki saat igerisinde saptanabilmektedir Testin en belirgin olumsuz yoni
pahali bir yontem olmasidir. Fakat DSO 2010 yili sonunda, yayimlanan ¢alisma

sonuglarint da dikkate alarak, bu yontemin tiiberkiilozun endemik oldugu diisiik
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gelirli lilkelerde (6zellikle Afrika tlkeleri) licte bir fiyatina satilarak rutin tiiberkiiloz
kontrol programlar1 kapsamina alinmasi konusunda tavsiye niteliginde bir karar
almistir. Xpert MTB/RIF testinin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar tiim hiziyla devam
etmektedir. ileriki yillarda daha yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerine ulasacag:
ongoriilen bu testin tiiberkiiloz tanis1 ve ilag duyarliligi tespitinde konvansiyonel
yontemlerle beraber rutin kullanima girecegi ve bu sayede tiim diinyada tiiberkiiloz

nedenli morbidite ve mortalite oranlarinda diisiis saglanacagi diistiniilmektedir.
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