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OZET

Bu ¢alismada Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
direk mikroskopi ve kultir islemleri icin gonderilen 758 klinik érnek alinmistir. Bu
ornekler EZN boyama yontemi, Auramin-O boyama yontemi, BACTEC MGIT sivi
besiyeri kilttr sistemi ve Lowenstein-Jensen kati besiyeri kultir yontemi ile
calistimis; aside direncli basilleri saptamada bu testlerin etkinligi arastiriimistir.
Calismada fluorokrom yontem olarak tek bir aparat ile 1stk mikroskobuna
uygulanabilen LED-FM kullaniimistir. incelenen 758 klinik 6rnegin 102’si (%13.4)
kultdr pozitif olarak degerlendirilmis ve bunun 50’si (%49) EZN ile, 66’s1 (%64.7)
Auramin-O ile pozitif olarak tespit edilmistir. EZN yontemi ile pozitif olarak
bulunan 1 6rnek, Auramin-O ile pozitif bulunan 24 6rnek kiltir negatif olarak
belirlenmistir. Boyama yontemlerinin kiltir yontemleri referans test alinarak yapilan
karsilastirilmada, EZN boyama yontemi igin duyarlilik, 6zgullik, pozitif prediktif
deger ve negatif prediktif deger sirasiyla %49.02, %99.85, %98.08, % 92.64 olarak
saptanmistir. Auramin-O icin duyarhhk, 6zgullik, pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif deger sirasiyla %64.7, %96.3, %73.33, % 94.6 olarak saptanmistir.
Calhismada LED-FM yonteminin EZN yontemine gore sensitivitesi yuksek, spesifitesi
dusiik olarak degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak LED-FM, yiksek sensitivitesinden
dolayi is yiki fazla olan laboratuvarlarda EZN’ye alternatif olarak kullanilabilir ve
aside direncli basil stiphesi olan preparatlarin EZN ile dogrulanmasi gerekir.

Anahtar sozcukler: Erlich-Ziehl-Neelsen, Auramin-O, LED-FM, MGIT, Lowenstein-

Jensen.



ABSTRACT

A total of 758 clinical samples which were sent to Dicle University Faculty of
Medicine, Microbiology Laboratory for direct microscopy and culture were included
in this study. EZN staining method, Auramine - O staining method, MGIT broth
culture system and Lowenstein -Jensen agar culture method were conducted and the
activity of these tests were investigated for detection of acid-fast bacilli. LED-FM
applicable to a single apparatus with the light microscope was used as a
fluorochrome method in this study. Of examined 758 clinical samples, 102 ( 13.4%)
samples were evaluated as cultures positive and of those samples 50 (49%) samples
were found to be positive by EZN, 66 (64.7%) were positive by Auramine-O. One
EZN positive sample and 24 Auramine-O positive sample were found to be culture
negative. In comparison of both staining methods with the culture method which was
taken as a reference test method, sensitivity, specificity, positive predictive value and
negative predictive value for EZN staining method were found to be 49.02 %,
99.85% , 98.08%, and 92.64 %, respectively. Sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value for Auramine-O was found to be 64.7
%, 96.3 %, 73.33 %, 94.6 %, respectively. In this study sensitivity of LED - FM
method was higher and specificity was lower than EZN staining method. As a result,
LED-FM can be used as an alternative to EZN for its higher sensitivity in laboratory
with high workload and the smears with suspicion of acid-fast bacilli should be

confirmed with EZN staining method.

Key words: Erlich - Ziehl —Neelsen, Auramine -O, LED - FM, MGIT , Lowenstein -

Jensen
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1.GIRIS VE AMAC

Tilberkuloz tani ve tedavi yontemlerindeki ilerlemelere karsin, bugln de
bitiin dinyada, 6zellikle gelismekte olan tlkelerde, yaygin olarak bulunan insanlik
tarihinin en eski ve en ¢ok korkulan hastaliklarindan biridir(1,2). Tiberkuloz dunya
capinda 6nemli bir halk saghgi sorunudur. Tiberkiloz kolay bulasan ve potansiyel
6lumcdl bir hastalik oldugundan, ¢abuk tani konmasi ve hizli bir sekilde tedavi
edilmesi énemlidir(3,4).

Tedavi edilebilir bir hastalik olan tlberkiloz, anti-tiberkiloz ilaglarin
kullanima girmesinin ve BCG asi uygulamalarinin bagslatilmasinin  izerinden
yaklasik 50 yil gecmis olmasina ragmen, ginimizde gelismis ve gelismekte olan
ulkelerde, dzellikle savaslar ve i¢ siyasi karisikliklar sebebi ile saglik kontrol ve
korunma yapilanmalari zaafa ugramis tlkelerde yeniden énem kazanan hastaliklar
arasindaki yerini korumaktadir.

insanlik tarihi kadar eski bir tarihi olan tiiberkiiloz ya da verem hakkinda ilk
bilgiler milattan 3000 yil 6nce Nil nehri kenarindaki Dra Abu - EI Naga isimli
kasabada yasamis olan ve kanli balgam cikararak 0len bir gen¢ kizdan
ogrenilmistir(5). Milattan 1000 yil 6nce yasamis olan rahip Nesperehan’in
mumyasinda pott absesi denilen vertebra tlberkilozu goéraldugu ispat edilmisti(5,6).
Gunumuzden 2500 yil 6nce Bodrum’un Karsisindaki Kos adasinda yasamis olan
Hippocrates’in kitabinda vereme ait bilgilerin yazildigi gérilmustir(6). Tiberkiloz
hastah@inin ozelliklerini ilk kez Fransiz askeri hekimi Jean Willemin saptamistir.
Arastiric  tiberkilozun bir mikroorganizma ile bulasan bir hastalik oldugunu
gostermistir. 1765 yilinda ‘Tlberkilozun nedeni ve 6zellikleri ile insandan tavsana
bulastirilmasi’ adindaki eserinde deney sonuglarini yayinlamistir(5). Tuberkiloz
basilini ilk kez 1882 yilinda Robert Koch isimli bir kasaba doktoru, esinin hediye
ettigi bir mikroskopla gdéstermistir. Koch ayrica 1890°da old tiberkdlin ile hastaligin
6zel immdanite ve alerjisini ortaya koymustur. 1921 yilinda Calmette ve Guerin
tiberkiloz asisi olan BCG’yi (Bacillus Calmette Guerin) gelistirmislerdir(1,2,5,7).

Diinya Saglik Orgitii (DSO) 1993 yilinda tiberkiiloz konusunda acil durum
ilan ederek tim dunya ulkelerine "Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisini®

Onermistir. Bu stratejinin yaygin sekilde uygulanmasi ile son yillarda tlberkiiloz



insidansinda gortlen artis durdurulmus olmasina ragmen belirlenen hedeflere heniiz
ulasilamamistir(8).

Diinya Saglik Orgiitii 2011 yilinda yayinladigi tiberkilozla ilgili raporunda
her yil yaklasik 8.7 milyon yeni vaka goruldigund, bunun yani sira 1.4 milyon
Kisinin de hayatini kaybettigini ve 6len hastalarin 430.000’inin ayni zamanda AIDS
hastasi olduklarini bildirmistir. 2011 yilinda toplam 5,8 milyon hastaya tani
konulmus ve tedavi verilmistir. Bu vakalarin % 90’ninin gelismis ve gelismekte olan
ulkelerde goraldigu belirtilmistir. Dlnya saglik 6rgatd verilerine gore tlkemizin de
icinde yer aldigi DSO Avrupa Bélgesi’nde 2009 yili tiiberkiiloz insidansi ortalamasi
yiiz binde 47 olarak bildirilmistir. DSO tahminlerine gore Tirkiye’de 2010 il
tiberkiloz insidansi yiz binde 28, tliberkiloz prevalansi yiiz binde 24’tir(9).

Tilberkuloz tanisinda altin standart tani yontemi mikobakterial kaltirdar.
Fakat kdltur islemi zaman alan pahali bir yontemdir. Bu nedenle sinirh kaynaklara
sahip Ulkelerdeki pulmoner tuberkiilozdan stphe edilen hastalar balgam yayma
mikroskobisi yontemi ile arastiriimaktadir. Ornegin direk bakisi hastaligin erken
tanisi icin ¢cok énemlidir. Bu yontemin duyarlihgl daha disuk oldugundan, alternatif
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tuberkilozda kontrol mekanizmasinin en énemli ayadi vakalarin hizli sekilde
belirlenmesidir. Vaka tespitinde en Onemli metod balgam preparatlarinin
mikroskobik incelenmesi olup , bu basillerin floresan boyama yontemi ile boyanip
floresan mikroskop ile incelendiginde gercek pozitifligin arttigi, zaman agisindan
EZN yontemine gore daha hizhi oldugu ve artik gelismis ulkelerde floresan
mikroskop yonteminin tercih edildigi bildirilmektedir(9).

Floresan mikroskopa alternatif olarak gelistirilen Light Emitting Diode
mikroskobi ~ yonteminin  ise,  konvansiyonel  mikroskobik  yontemlerle
karsilastirildiginda biraz pahali olmasiyla beraber, karanlik oda gereksiniminin
olmamasi, hassasiyetinin yilksek olmasi nedeniyle; Diinya Saglik Orgitii Floresan
Mikroskop yerine Light Emitting Diode Floresan Mikroskobun tercih edilmesini
onermektedir(9).

Tuberkiloz, kolay bulasan potansiyel élimcul bir hastalik oldugundan ¢abuk
tani konmasi ve hizli bir sekilde tedavi edilmesi 6nemlidir. LED FM ile 6rnek

incelenmesi EZN ile incelemeye gore 4 kat daha kisa siirede tamamlanmaktadir(4).



Ayrica LED FM’in karanhk alan gerektirmemesi ve tek bir aparat ile 151k
mikroskobisine uygulanabilir olmasi normal floresan mikroskobisine gore avantajli
yonleridir.

Bu calismada tiiberkiiloz suphesi olan hastalarda kaltir altin standart kabul
edilerek; EZN ve LED FM yontemi ile thc basili varligini arastirip, bu iki yontemin

ozgulluguni ve duyarliligini karsilastirmayr amacladik.



2. GENEL BILGILER

Mycobacterium cinsi (genus), Eubacteria Ust aleminin (superregnum),
Firmicutes boliminin (divisio), Actinomycetes sinifinin (classis), Mycobacteria
takimindan (ordo), Mycobacteriaceae ailesine (familia) dahil olup bu ailedeki tek
cinstir. Yiksek oranda G+C (%62-70) icermeleri ile mikolik asit iceren diger
bakterilere, Nocardia (%60-90), Rhodococcus (%59-69), ve Corynebacteriumlara
(%51-59) benzerler(10).

Mycobakteriumlar Ureme, boyanma ve yapisal bazi o6zellikleri ile diger
bakterilerden farklilik gosterirler. Bakteriyolojik 6zellikler ve DNA benzerlikleri
yonunden birbirleri ile yakindan iliskili olan tlrler ‘kompleks’ bashigi altinda
gruplandirilir ve tanimlanirlar (M. tuberculosis kompleks, M. avium kompleks vb.).
M. tuberculosis kompleks icinde yer alan tirler M. tuberculosis, M. bovis, M.
bovis’in alttirt olan M. bovis BCG, M. africanum, M. microti’dir. Bu tirler disinda
kalan mikobakteriler ise Mycobacteria other than tuberculosis (MOTT) olarak
adlandirimistir(11,12,13,14).

2. 1. Morfoloji

Mikobakteriler hafif kivrik veya diiz comak seklinde, 0.2-0.6 um eninde, 1-10
um boyunda ince basillerdir. Hareketsiz, sporsuz ve kapsulsuzdurler. Aerob ortamda
ureyebilen mikroorganizmalardir. Bu cins icerisinde yer alan bakteriler morfolojik
olarak birbirlerinden ayrilmazlar. Mikobakteriler, sitoplazma, plazma membrani ve
bunlari ¢evreleyen dallanmis ve uzun zincirli mikolik asitlerden olusan lipitge zengin
hicre duvarindan olusmuslardir. Lipitten zengin hiicre duvarlari diger bakterileri
boyamada kullanilan anilin boyalarin gecisine izin vermez. Anilin boyalarin hiicre
duvarindan gecebilmesi icin fenol veya 1si ile birlikte fenol uygulanir. Hicre
duvarina nifuz eden boyanin uzaklastiriimasinda ise sadece alkol kullanimi yetersiz
olup asit-alkol uygulanir. Asit kullanimina ragmen ilk boya hiicre duvarinda kalir.
Asit alkole gosterdikleri direng 6zelliklerinden dolayi aside direncli bakteriler olarak
da adlandirihrlar(11,15,16,17,18,19).

Gram yontemi ile kolayca boyanmamalarina ragmen mikobakteriler
genellikle gram pozitif kabul edilirler(3). Hicre duvarinin temel yapisi tipik gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarina benzer, temel yapi peptidoglikandir.



M. tuberculosis bilinen bakteriler arasinda en kompleks yapili hiicre duvarina
sahiptir. Mikobakterilerin hticre duvari U¢ tabakadan olusmustur. Plazma zarinin
tzerinde bulunan en i¢ tabaka peptidoglikandan (mirein) olusmustur. Bu tabaka kisa
peptid zincirleri, capraz baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirleri icerir ve
hiicrenin sert yapisini saglar. Peptidoglikan tabakasinin tzerinde bulunan ikinci
tabaka arabinogalaktan tabakasi olup hticre duvari kitlesinin %35'ini yapar ve
peptidoglikan tabakasina fosfodiester koprileriyle baghdir. Arabinogalaktanlarin yan
zincirindeki u¢ arabinaz birimlerine mikolik asit diye adlandirilan, uzun zincirli bir
grup yag asiti kovalent olarak baglanir. Bu asitler hiicre duvari kalinh§indan ve
biylk oranda da hiicrenin aside direncli olmasindan sorumludur. Mikolik asitler,
trehaloz gibi bir sekere baglanarak kord faktor olusturabilirler. En dis tabaka ise bir
grup hetorojen peptidoglikolipidler ve/veya fenolik glikolipidden olusmustur ve
mikozidler olarak adlandirilirlar. Hiicre duvarinda bulunan ve duvar agirhginin
%60'in1 yapan lipidlerin ¢ogu uzun zincirli yag asitlerinden olusmaktadir. Bu lipidler
tiberkllostearik asit, mikoserik asit ve mikolik asitleri icerirler(11,15,19).

Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi Sekil 1'de gosterilmistir.
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Sekil 1. Mikobakteri hiicre duvar yapisi
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Mycobacterium tuberculosis kompleksinde yer alan virlilan suslar sivi
besiyerinde karakteristik olarak ip veya demet seklinde yilankavi kord olusturarak

urerler. Kord faktori bir glikolipidtir ve mikolik asitler trehaloz gibi sekerlere



baglanarak kord faktori olustururlar. Mycobacterium tuberculosis kompleksinde yer
alan ve virilan olmayan suslar ile mycobacterium tuberculosis kompleks disi suslarin
kord faktor olusturmasi, Uredigi besiyerlerinin icerigine ve kultir kosullarina
baglidir(20).

2. 2. Ureme Ozellikleri

Mikobakteriler zorunlu aerob olup en iyi 37°C’de Urerler. Bazi tirler en iyi
30-34 °C’de durerler. Optimum Ph’nin 6.4-7 arasinda olmasi gerekmektedir.
Bulunduklari ortamda %5-10 CO2’ye ve %0.5 gliserole gereksinim duyarlar.

M. tuberculosis’ in tremesi yavas olup replikasyon suresi yaklasik 15- 20
saattir. Mikobakteriler Greme hizlarina gore kabaca hizli ve yavas ureyenler olarak
ikiye ayrilabilirler. Yavas ureyenler ideal ortamlarda gorinebilir koloni
olusturabilmesi icin yedi gunden fazla stireye gereksinim duyarlar. Hizli Greyenler
icin bu sure yedi ginden kisadir. Yavas Ureyenler grubuna dahil olan tirler, kati
besiyerinde pigment olusturma Ozellikleri degerlendirilerek (¢ alt gruba ayrilir;
pigment olusturmayanlar (nonfotokromojenler), hem karanlikta hem de aydinlikta
pigment olusturanlar (skotokromojenler), karanlikta Gredikleri surece pigment
olusturmayip, sadece 1siga maruz  kaldiginda  pigment  olusturanlar
(fotokromojenler)(13). ilk kez 1959°da Ernest Runyon M.tuberculosis ve bovis
disinda, klinik orneklerden izole edilen diger mikobakteriler icin bir gruplama
yapmistir.  Bu siniflamada her grup degisik tirleri icermektedir. Runyon
gruplandirmasinda pigmentasyon, koloni morfolojisi ve Ureme hizi temel
alinmistir(21).

Grup 1: Sadece 1sikta sari-portakal rengi pigment olusturan fotokromojenik
mikobakteriler (M.kansasii, M.marinum, M.simiae),

Grup Il: Karanhkta portakal rengi veya kirmizi pigment olusturan
skotokromojenik mikobakteriler (M.scrofoleceum, M.xenopi, M.gordonae),

Grup I11: Nonfotokromojenik, yavas ureyen, S tipi ve krem rengi kolonileri
olan mikobakteriler (M.avium-intracellula),

Grup 1V: 25 ve 37 °C’de Uremeleri icin bir haftadan daha az bir slreye
gereksinim duyan cabuk treyen mikobakteriler (M.fortuitum-chelonae kompleks)
icermektedir(21).



Yillar sonra butin mikobakteri turlerinin Runyon gruplamasina uymadiginin
farkina varilmis ve bunlarin disinda birgok yeni tir tanimlanmistir. Ornegin
M.avium-intracellulare’nin bazi izolatlari yiksek oranda pigment olusturduklari ve
M.szulgai’nin 25 °C’de fotokromojenik, 37 °C’de skotokromojenik olduklari fark
edilmistir. Bu farkliliklar nedeniyle artik butiin mikobakterilerin tir dizeyinde
tanimlanmalari tavsiye edilmektedir ve Runyon gruplandirmasi laboratuvarlarda
kullantimustir.

Runyon gruplandirmasindaki diger mikobakteriler ‘atipik mikobakteriler’
olarak adlandiriimissa da son yillarda bu tirlerin atipik olmadiklari kabul edilmis ve
bu grup igin “‘MOTT (Mycobacteria other than tuberculosis)’ veya ‘non-tuberculosis
mycobacteria’ terimleri kullanilmistir. Ancak bu terimlerin de mikobakteri tirlerini
tanimlamada yetersiz kaldigi goralmastar. Klinik acidan énemli cesitli mikobakteri
tirlerinin ~ olusturdugu infeksiyonlarin  tedavileri  farkh  oldugu icin tim
mikobakterilerin tir adlari ile belirtilmeleri gerekmektedir. Klinik mikrobiyoloji
yonunden mikobakterilerin daha uygun siniflandiriimasi Wollinski tarafindan 1979
yilinda yapilmis, Woods ve Washington tarafindan yeniden dizenlenmistir. Tablo 1

M.tuberculosis disindaki mikobakterileri gostermektedir(1,22).



Tablo 1: M.tuberculosis disindaki mikobakteriler(22)

GRUP TUR

Insanlarda patojen olan | M. leprae

tarler

insanlarda potansiyel | M.avium-intracellulare, M. kansasii

patojen olan tarler M. fortuitum-chelonae kompleks,M. xenopi
Insanlarda nadiren | M. gordonae, M. asiaticum, M. terrae-triviale kompleks,
hastalik olusturan | M. gastri, M. noncromogenicum,

saprofit mikobakteriler

Yavas Ureyenler (>7 | M. paratuberculosis
gain)
M. flavescens
Orta surede ureyenler (7-
10 gun)

M. termoresistibile, M. smegmatis, M. vaccae

Cabuk dreyenler (<7 | M. parafortuitum kompleks, M. phlei
guin)

2. 3. Klinik Degeri Olan Mikobakteri Turleri

M. tuberculosis kompleks

Bu kompleks iginde; M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis’in alttiri olan M.
bovis BCG, M. africanum, ve M. microti turleri yer alir. Genotipik 6zelliklerinin
birbirlerine cok yakin olmasi (> %95 DNA-DNA homolojisi) , insandan izole
edildiklerinde her zaman patojen kabul edilip, tedavi gerektirmeleri bu tirlerin ayni
kompleks i¢ine dahil edilmelerinin sebebidir(11,12). Tedavileri hemen hemen ayni
olan ve her zaman tedavi edilmesi gereken bu tirlerin identifikasyonunu kompleks
duzeyinde vermek, Kklinik laboratuvarlarin isini kolaylastirmis ve hastalarin
tedavisine vakit kaybedilmeden gecilmesini saglamistir.

M. tuberculosis pigment olusturmayan, sivi besiyerinde kord faktor olusturan,
niasin pozitif (M. simiae, bazi M. bovis tirleri, M. marinum ve M. chelonea niasin

olusturabilir), nitratlari nitritlere indirgeyebilen, tiyofen-2-karboksilik asid hidrazid



(TCH)’de treyebilen, katalaz testi pozitif (INH direncli tlrler disinda) ve 68 °C’de
bu 6zelligini yitiren, p-nitro-asetilamino-hidroksi propiyofenon (NAP) iceren sivi
besiyerinde Uremesi inhibe olan mikobakteri tiridar(12,16,23).

M. bovis nitratlari nitritlere indirgeyemeyen, ¢ogu niasin negatif olan,
pirazinamidaz uretemeyen, TCH’de Gremesi inhibe olan, yumurta ve gliserin icerikli
kati besiyerlerinde Uremeleri guclesen bir tirdar. M. bovis tlrinin olusturdugu
infeksiyon, klinik olarak M. tuberculosis tlrinin etken oldugu infeksiyondan
ayrilamaz. infeksiyonun bulasmasinda siklikla siit Griinleri rol oynar ve bu nedenle
baslangi¢ lezyonlari akcigerden ¢ok servikal ve intestinal lenf nodullerinde olusur.
Pastorize sit kullanimi ve tiberkulin reaksiyonu gosteren sigirlarin kesilmesi nedeni
ile Amerika’da M. bovis tirlerine bagli infeksiyonlar nadirdir(12,13,24).

M. tuberculosis zorunlu aerop bir bakteri oldugundan iyi oksijenlenen organ
ve dokulara yerlesip ¢ogalma ve hastalik olusturma egilimindedir. Bu nedenle
tlberkiloz en fazla akcigerlerde, daha sonra sirasiyla seréz zarlar (plevra, meninks,
periton), bobrek, eklem-kemikler, lenf bezleri, larenks, genital sistem (testis,
epididim, ovaryum,uterus), barsak ve diger organlarda gorullr. Parsiyel oksijen
basinci dusik olan karaciger, dalak, mide ve pankreas gibi organlarda infeksiyona
(disseminasyon disinda) seyrek rastlanir (14,15,25,26).

Hasta kisilerin hapsirmasi, 6kstrmesi ile havaya yayilan ve havada asil kalan
1-5um c¢apindaki damlacik cekirdekleri ile M. tuberculosis tasinir. Duyarli Kisilerin
bu damlacik cekirdeklerini inhale etmesi ile infeksiyon meydana gelir. Alveollere
ulasan damlacik cekirdekleri ile tasinan M. tuberculosis, konagin ilk savunma
mekanizmasini yenip hayatta kalmayi basarir ise; akciger parankiminde pnémoni
odagi (Ghon odagi), komsu hiler lenf bezinde grantlomat6z inflamasyon ve bu iki
olusum arasindaki lenfanjit ile karakterize primer kompleksin (Ranke kompleksi)
meydana gelmesine neden olur. Primer infeksiyon da denilen bu stre¢ hiicresel
immin yanit gelisimiyle durdurulur ise, hastalik olusmadan olay sonlanir. Eger
konagin immun yaniti yetersiz kalirsa primer odak ve ilgili lenf bezindeki
inflamasyon ilerler, primer tlberkiloz meydana gelir. Bakteriler immdin sistem
hicreleri tarafindan tamamen yok edilemeyip yillarca canliligini koruyarak sessiz
(dormant) kalirlar (11,14,15,16,23,25).



Primer infeksiyon sirasinda kazedz bir odagin damara agilmasi veya erken
hematojen yayilim esnasinda buyik damar intimasina yerlesen basillerin kana
karismasi ile milier tlberkiloz gelisir. Daha ¢ok 0-4 yas arasi ¢ocuklarda, primer
infeksiyonun erken komplikasyonu seklinde ortaya ¢ikar. Milier tiiberkilozu, bir kag
hafta icinde gelisen tuberkiloz menenjit izleyebilir. Milier tiberkuloz, ileri yaslarda
da ortaya cikabilir. Eski bir tlberkuloz lezyonunun aktive olup kan damarina
acilmasi, lezyon bulunan bir organa yapilan cerrahi girisime bagh olarak inaktif
haldeki basillerin kana karismasi gibi ¢ok degisik nedenlerle milier tuberkiiloz
gelisebilir. Ancak cocuklara gore eriskinlerde milier tuberkiloz daha az gorular
(14,15,16,23,25).

Reinfeksiyon tlberkilozu iki sekilde ortaya c¢ikar: Endojen reinfeksiyon ve
ekzojen reinfeksiyon. Endojen reinfeksiyon tiberkilozu, sikhikla primer infeksiyon
sirasinda lenfohematojen yolla akcigerin apikal-subapikal bdlgelerine yerlesen
(Simon odag1) ve cogalmadan burada canlihgini strdiren dormant basillerinin,
hayatin herhangi bir doneminde hiicresel immin yanitta meydana gelen supresyon
nedeniyle aktif hale gecmesi ile meydana gelir. Ekzojen reinfeksiyon ise énceden
primer infeksiyon gecirmis kisinin, basil yayan aktif tiiberkulozlu bir hastadan ¢ok
sayida virulan basil almasi ile meydana gelir (14,15,16,25).

M. avium-intracellulare kompleks (MAI)

Yavas ureyen, nonfotokromojen grubta bulunan MAI kompleksi, M. avium ve
M. intracellulare tirlerini ihtiva eder. MAI suslari dogada su, toprak basta olmak
Uzere diger cevresel kaynaklarda bol miktarda bulunmaktadir (12,13).

M. avium ve M. intracellulare tirleri biyokimyasal deneylerde nispeten
nonreaktif davranirlar; niasin, semikantitatif katalaz, nitrat rediktaz, Tween 80
hidrolizi, %5 NaCl toleransi ve lreaz deneyleri negatif olup 1siya direncli katalaz
deneyi ise pozitiftir. Bu kompleks iginde yer alan bu iki turd klasik fenotipik
yontemler ile ayirt etmek mimkin degildir (12).

MAI, gelismis Ulkelerde en sik hastalik etkeni olan MOTT turudar. AIDS
hastalarinda bu bakterilerin cesitli ve yaygin infeksiyonlari goéralebilir. AIDS
olmayan hastalarda M. avium izole edilmesinin bir infeksiyondan ¢ok kolonizasyon
olarak degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (12,17,18,24).

M. haemophilum
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Yavas ureyen, nonfotokromojen gruba dahildir. Biyokimyasal deneylerde nonreaktif
Ozellik gosterir, sadece pirazinamidaz deneyi pozitif sonug verir.

Besiyerinde tremeleri icin hemin ve ferrik amonyum sitrata ihtiya¢ duyarlar.
Optimal treme 1silar1 30 °C olup tGremeleri igin 10 hafta veya daha fazla inkiibasyona
gereksinimleri vardir. Mikroaerofilik ortamlarda daha iyi ve hizli Greyebilirler
(11,15,25,27).

Transplant, lenfoma, AIDS hastalari gibi immin sistemi baski altinda olan
kisilerde M. haemophilum infeksiyonlari gelisebilir. En fazla gortlen klinik form deri
ve yumusak doku infeksiyonlaridir (15).

M. malmoense

ilk vaka Malmé’de tespit edildigi icin M. malmoense ismi verilmistir. L-J
besiyerinde zayif bir Ureme gosterir, 8-12 hafta kadar inklbasyon siresine
gereksinim duyar. Tween 80 hidrolizi ve pirazinamidaz deneyleri pozitiftir
(11,12,27).

M. malmoense infeksiyonlari genellikle, daha 6nceden akciger hastaligi olan
veya immin yetmezligi olan kisilerde gorultr. Akciger tutulumu en sik rastlanilan
formu olmakla beraber, lenfadenit ve tenosinovit olgulari da bildirilmistir (11,12).

M. shimoidei

Yavas ureyen, nonfotokromojen gruba dahil olan M. shimoidei turd, ilk olarak
1975 yillinda bir Japon hastadan izole edilerek bildirilmistir. Tween 80 hidrolizi ve
pirazinamidaz deneyleri pozitiftir. Bildirilen az sayida M. shimoidei olgusunda,
klinik olarak tiiberkiiloza benzer kaviter bir hastalik tablosundan bahsedilmektedir
(27,28).

M. genavense

Yavas Ureyen ve nonfotokromojen gruba dahildir. Semikantitatif ve isiya
direngli katalaz, tireaz, Tween 80 hidrolizi, pirazinamidaz deneyleri pozitiftir (11).

M. celatum

Yavas ureyen, nonfotokromojen gruba dahildir. Middlebrook 7H10 agardaki
kolonileri polimorfik goérinimdedir. Mikroskop altinda hafifce blkik aside direncli
bakteri, bazen kokobasil seklinde goértlur. Optimal Greme sicakhigi 37 °C’dir. 3
gunlik ve 14 gunluk arilstlfataz, 1siya direncli katalaz, pirazinamidaz ve tellirit
rediktaz deneyleri pozitiftir (12,27).
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M. ulcerans

M. ulcerans yavas Ureyen, pigment olusturmayan, biyokimyasal 6zellikleri
kismen nonreaktif olmakla beraber sadece i1siya direncli katalaz deneyi pozitif olan
bir tirddr. Optimal treme sicakligi 33 °C olup 37 °C’de Ureyemezler (12,15,27). M.
ulcerans, Afrika ve Avustralya gibi tropik iklimlerde, genelllikle alt ekstremitelerde
ulserdz infeksiyonlara neden olurlar (11,12,15).

M. terrae kompleks

Yavas Ureyen, nonfotokromojen gruba dahildir. Semikantitatif ve isiya
direncli katalaz, Tween 80 hidroliz deneyleri pozitiftir. M. terrae, M.
nonchromogenicum ve M. triviale tirleri nadiren hastalik etkeni olduklari ve
fenotipik Ozellikleri bakimindan birbirlerine benzediklerinden ayni kompleks iginde
toplanmiglardir (11,27).

M. heidelbergense

ilk kez tekrarlayan servikal lenfadenitli bir cocuktan iki kez arka arkaya izole
edilmis, daha sonra balgam, mide suyu ve idrardan da Uretilmistir. Yavas Ureyen,
nonfotokromojen gruba dahil olan bu tdr, primer izolasyonu esnasinda L-J
besiyerinde reyemez, sadece BACTEC 7H12 besiyerinde Urer. 25 °C’nin altinda ve
45 °C’nin Ustiindeki sicakliklarda Greyemez, optimal treme sicakligi olan 35°C’de 3-
4 haftada Ustl puruzsiz kubbevari koloniler olusturarak drer. M. heidelbergense
trdndn diger bir ozelligi major ilaclardan streptomisin, etambutol, izoniazid,
rifampisine duyarli olmasidir. Niasin, nitrat reduktaz, % 5 NaCl toleransi,
semikantitatif katalaz, asit fosfataz, 3 gunlik arilsiilfataz deneyleri negatif sonug
verirken isiya direncli katalaz, Tween 80 hidrolizi, tireaz ve pirazinamidaz deneyleri
pozitiftir (11,29).

M. branderi

22-45 °C sicaklk arasinda yavas Ureyen, nonfotokromojenik bir tirdir. Bu
tire ait oldugu saptanan ondort izolatin timi solunum yollarindan dretilmis ve
patojen kabul edilmistir (11).

M. conspicuum
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Yavas Ureyen, nonfotokromojen gruba dahil edilmistir. immiin yetmezlikli
hastalarda yaygin infeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir. L-J besiyerinde 22 °C
ve 31 °C’de urer, ancak 37 °C’de tGremez. Tween 80 hidrolizi, 1siya direncli katalaz,
14 glnlik arilsulfataz deneyleri ile hidroksilamin hidroklorir ve TCH varliginda
ureme pozitiftir (11,30).

M. kansagii

Yavas (reyen, fotokromojen, potansiyel patojen oldugu kabul edilen bir
tirddr. Bazen sularda izole edilebilmekle beraber dogal rezervuari tam olarak
bilinmemektedir. M. kansasii nitrat rediiktaz, i1siya direncli katalaz aktivitesi yaninda
3 ginde Tween 80 hidroliz deneyi pozitif sonu¢ veren bir bakteridir
(11,12,13,15,25,27).

M. kansasii ¢cogunlukla kaviter akciger infeksiyonuna yol agmakla beraber,
nadiren cilt, yumusak doku, kas ve kemik dokusu infeksiyonlarina neden olabilir.
AIDS’li hastalarda nadiren yaygin infeksiyonlara yol agabilir (11,12,13,15,17,24).

M. marinum

Yavas Ureyen ve fotokromojen bir tirddr. M. marinum, zedelenen deri
bolgesinin kontamine tuzlu veya tatli su ile temasi sonucu deri infeksiyonlarina yol
acar (11,13,15,17,25).

M. marinum’un ilk izolasyonda optimal Ureme sicakhgi 30-32 °C’dir. 37
°C’de ¢ok az Ureme gosterir veya gostermez. M. marinum’un bazi suslari niasin
uretebilir. Nitratlari nitritlere indirgeyemez, Tween 80 hidrolizi, Ureaz, pirazinamidaz
deneyleri ise pozitiftir (12,15,27).

M. simiae

Yavas Ureyen, fotokromojen gruba dahildir. Semikantitatif katalaz, isiya
direncli katalaz, treaz, pirazinamidaz, tellurit rediiktaz deneyleri pozitiftir. Ayrica
suslarin %63-85"i niasin pozitif sonu¢ vermektedir. israil’de 1975-1981 vyillari
arasinda 287 kisiden 399 M. simiae susu izole edilmis, fakat bunlar hastalik etkeni
olarak kabul edilmemistir. M. simiae’nin daha ©once akciger hastaligi gecirmis
insanlarin akcigerlerinde gecici veya uzun sireli kolonizasyon yaptiklarina karar
verilmistir (11,15,27,31).

M. asiaticum
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Fotokromojen ve 22 °C’de (reyebilen bir tirdur. Semikantitatif ve 1siya
direncgli katalaz, Tween 80 hidroliz deneyleri pozitiftir. M. asiaticum nadir
gorilmekle beraber, gorulduginde cogunlukla hastalik etkenidir. M. asiaticum’un
Ozellikle, ©Onceden gecirilmis hastaliklarin neden oldugu hasarli veya drenaji
bozulmus akciger dokusunda sekonder olarak yerlestigi saptanmistir (12,17,27).

M. intermedium

M. intermedium, yavas ureyen, fotokromojen gruba dahildir. Kronik
obstruktif bronsitli bir hastanin balgamindan l¢ kez arka arkaya izole edilmis bir
tirddr. Filogenetik olarak yavas treyen ve hizli Greyen mikobakteriler arasinda bir
yerde bulundugundan M. intermedium ismi verilmistir. 22, 31, 37 ve 41 °C’de
ureyebilir, 45 °C’de Ureyemez. Tween 80 hidrolizi, Greaz, 14 gunlik arilsiilfataz,
semikantitatif katalaz, i1siya direncli katalaz ve B-galaktozidaz pozitiftir (11,32).

M. scrofulaceum

M. scrofulaceum ismi servikal lenf bezlerinin mikobakteriyel infeksiyonu
anlamina gelen scrofula’dan kaynaklanmaktadir. Yavas treyen, skotokromojen gruba
dahildir. Tween 80 hidrolizi negatif, nitratlari nitritlere indirgeyemezken,
semikantitatif ve isiya direncli katalaz deneyleri pozitiftir. Genellikle 18 ay-7 yas
cocuklarda lenfadenit etkeni olarak izole edilen mikobakteridir (11,12,13,15,17,27).

M. szulgai

M. szulgai’nin 25 °C’de fotokromojen, 37 °C’de skotokromojen olmasi tipik
bir dzelligidir. Diger 6nemli bir 6zelligi cok kuvvetli nitrat rediiktaz pozitifligidir. M.
szulgai klinik olarak akciger tiberkilozundan ayirt edilemeyen kronik bir tablo
olusturur. Hastalar daha ¢ok orta yasl beyaz erkeklerdir. Ayrica M. szulgai’ye bagh
bursit, tenosinovit, osteomyelit, lenfadenit olgulari ve deri lezyonlari bildirilmistir
(12,13,15,17,27).

M. xenopi

Yavas Ureyen, skotokromojen gruba dahildir. Besiyerlerinde optimal Greme
sicakligl 42 °C olmakla beraber 37 °C’de zayif da olsa Urer. 42 °C’de yapilan 14
gunlik arilsulfataz ve 1siya direncli katalaz deneyleri pozitif sonuc verir. Bulas
kaynagi genellikle su kaynaklaridir. Renal transplant hastalari, periton dializli
hastalar, AIDS hastalari gibi immin yetmezlikli kisilerde infeksiyon olusturur.
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Bagisikhik sistemi normal olan hastalarda nadiren de olsa akciger disi infeksiyonlar
olusturabilir (12,13,15,27).

M. triplex

Yuksek performansli sivi kromatografisinde (HPLC) (¢ tepe olusturdugundan
bu ture M. triplex ismi verilmistir. M. triplex, 25 ve 42 °C’de Gremeyen, L-J ve 7H10
besiyerlerinde her zaman pigmentsiz koloniler olusturan ve mikroskopta aside
direncgli boyanmis kokobasil veya kisa comaklar seklinde goriinen tirdur. Niasin,
Tween 80 hidrolizi, 3 ginlik aril silfataz, % 5 NaCl toleransi negatiftir.
Semikantitatif katalaz, istya direncli katalaz, nitrat rediiktaz ve Ureaz deneyleri her
zaman pozitiftir.

Streptomisin, izoniazid, rifampisin, kanamisin ve kapreomisine direngli,
etambutol ve etionamide genellikle duyarhdir (33).

M. interjectum

Filogenetik agacta hizli ve yavas Ureyen mikobakteriler arasinda bir yerde
bulunduklarindan bu ture M. interjectum ismi verilmistir. M.interjectum L-J
besiyerinde 3-4 haftada skotokromojenik, 1-2 mm c¢apinda koloniler olusturur.
Sadece 31-37 °C’de (rer, 22 °C ve 41 °C’de Ureyemez. Niasin, nitrat rediktaz,
Tween 80 hidrolizi, B-esteraz negatiftir. Pirazinamidaz, Ureaz, semikantitatif ve isiya
direncli katalaz deneyleri ise pozitiftir. M. interjectum diyareli bir AIDS hastasindan
ve kronik lenfadenitli cocuklardan elde edilmistir (11).

M. fortuitum-chelonae kompleks

Hizli Greyen mikobakterilerdir. Bu kompleks iki gruptan olusmaktadir:

a. M. fortuitum spp. grup
-M. fortuitum
-M. peregrinum
-M. fortuitum biovar I11

b. M. chelonae spp. grup
-M. chelonae
-M. abscessus
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Her iki grupta yer alan suslar da cilt, ciltalti, kemik dokusu infeksiyonlarina
yol agmakta ancak tedavide kullanilabilecek antibiyotiklere duyarliliklari farklilik
gostermektedir. M. fortuitum grubunda yer alan tirler siprofloksasin ve amikasine
duyarl iken M. chelonae grubu direnclidir. Ayrica iki grup icinde yer alan tirlerin de
antibiyotiklere duyarliliklar birbirinden farklidir (12,34,35).

M. fortuitum spp. grubu su, toprak ve tozlardan izole edilmistir. Ancak M.
chelonae spp. grubun ¢evredeki dagilimi tam olarak bilinmemektedir (13).

M. leprae

Lepra (Hansen hastaligi), M. leprae’nin neden oldugu kronik graniilomat6z
bir hastaliktir. Diinya Saghk Orgitii, dinya genelinde leprali hasta sayisinin 11
milyon oldugunu tahmin etmektedir (11,13,18).

M. leprae kiltirde Uremez. Laboratuvar tani, genellikle burun
strtntilerinden veya deri biyopsilerinden hazirlanan preparatlarda aside direngli
bakteri gortilmesi ile konur. Burun salgilari ile hastaligin bulasmasi, deri lezyonlari

ile direkt temasa gore daha 6nemlidir (11,13,18).

2. 4. Antijenik Yapi

M. tuberculosis’in yapisinda bulunan protein, lipid ve polisakkaritlerin timi
immunojeniktir. Bu komponentler immiunosupresyon, makrofaj aktivasyonu,
granilom olusturma, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi ¢ok
farkl etkilere sahiptir. Mikobakterilerin neden oldugu infeksiyonlarda esas olarak
hicresel immdin sistem rol oynadigindan proteinler, anahtar immdinojenler olarak
kabul edilirler.

Old tiiberkiilin (OT): ilk kez Koch tarafindan elde edilen OT’in infekte
bireylerde, basille karsilasmamis olanlara gore daha cabuk ve belirgin reaksiyon
olusturdugu goralmus ve tuberklloz infeksiyonu tanisinda intradermal olarak
kullanilmaya baslanmistir. Ttberkiloz basillerinin kaba bir ekstrakti olan OT’nin,
aktif tuberkiloproteinlere ek olarak, besiyerine ait maddeler ve baska komponentler
icermesi nedeniyle saflastiriimasina gerek duyulmus ve PPD gelistirilmistir.

Saflastirilmis protein derivesi (Purified Protein Derivative: PPD): ik kez
Seibert ve Glenn tarafindan tanimlanan, sentetik besiyerinde hazirlanmis OT’nin

kollodyon membranlardan suzilmesi ve amonyum silfat ile ¢oktirilmesi sonucu
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elde edilmis, kismen daha saf bir drindur. Tam olarak saflastirilamamis olmasi ve
diger mikobakteri tdrleri ile olusan infeksiyonlarda capraz reaksiyonlara sik
rastlanmasi gibi olumsuzluklara ragmen PPD, immdinodiagnostik 6nemini hala
korumaktadir. PPD deneyi Kisinin tiberkiloz etkeni bakteriler ile Kkarsilasip
karsilasmadigini gosterir, aktif tiberkilozlu olup olmadigini dogrulamaz (15,25)

2. 5. Virulans Faktorleri

Mycobacterium tuberculosis viriilansinda rol oynayan kesin bir faktor
simdiye kadar gosterilememis olmasina ragmen kord faktor ve silfatidler gibi bazi
immunoreaktif komponentlerin virtlanstan sorumlu olabilecedi ortaya konabilmistir.
Bakterinin bilinen histolitik enzimler, endo veya ekzotoksinleri yoktur. Ancak hiicre
duvarinda bulunan bazi yapilarin toksik oldugu gecmiste yapilan calismalarla
gosterilebilmistir (1).

Polisakkaritler (arabinogalaktan ve arabinomannan); duyarli deney
hayvanlarinda anaflaktik tipte asiri duyarlilik reaksiyonlarina neden olurlar.
Gecikmis tip asiri duyarhihk reaksiyonlarinda rolleri yoktur. Konak hicre
makrofajindan TNF-a salinimini arttirirlar. Notrofillerin damardan dokuya gegmesini
ve yangisal tepkimenin olusmasini saglarlar (1).

Fosfatidil inositol mannosid (PIM); Lipid yapisinda olup, esas itibariyle
hapteniktir. Capraz koruyucu immunitede roltiniin olabilecedi saniimaktadir (1).

Muramil dipeptid(MDP); tek basina etkisi olmadigi halde trehaloz
dimikolatla birlesince immdin sistemi stimule eder ve antitimor aktivite ortaya ¢ikar
(1).

Wax D; peptidoglikolipid yapida olup Freund’s adjuvaninin etkisini artirici
0zellige sahiptir. BCG asisinin, belli timorlerde gerileme gosteren immunoterapik
etkisinde roll vardir (1).

Kord faktor (trehaloz 6’-6’-dimikolat); tlberkiloz basillerine kime
olusturma kabiliyeti kazandirdigi gibi adjuvan etkiyi de iceren ¢ok sayida ozellige
sahiptir. Alternatif kompleman yolunu aktif eder. Polimorfonlkleer (PNL) I6kosit
gocunu onler. Grantlom olusumunda rol oynar. Anti timér 6zelligi de vardir. Konak
hiicre membranina tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasara yol acar.

Farelerde karakteristik bir toksisiteye sahiptir (1).
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Sulfatidler (sulfolipidler); sdlfur iceren glikolipidler. Makrofajlarda,
fagozom-lizozom flizyonunu engeller ve bakteriyi lizozomal enzimlerin etkisinden
korur. Tek basina etkili olmadigi halde, kord faktorlerle birlikte verildiginde kord
faktorin toksik etkisini arttirir (1).

Fosfatidler; epitelyum hucrelerinin dev htcrelere doénismesine neden
olur(l).

2. 6. Patogenez

Tuberkuloz iki asamal bir hastaliktir. Birinci asamada TB akcigerlere gelir,
bunun sonucunda tlberkiloz infeksiyonu gelisirse primer tiberkiloz hastaligi
meydana gelir. Primer tliberkiloz infeksiyonunun genelde sessiz seyretmesi ve latent
doneme girmesi veya primer tuberkiloz hastaliginin iyilesmesinden sonra bireyin
yeniden hastalandigl ikinci asama da postprimer tlberkiloz olarak kabul
edilmektedir (36).

TB hava yolu ile konaga geger ve alveollere ulasir. Alveollere ulasan TB
fagositozla yok edilebilir. Bdylece basillere karsi bir immdiin yanit kazanilarak
infeksiyon kontrol altina alinabilir veya primer infeksiyonu takiben ¢ogalan basiller
primer tuberkiiloza neden olabilir (37).

Primer infeksiyon sirasinda dormant hale gecen basiller yillar sonra
cogalmaya baslayabilir ve reaktivasyonla sekonder tlberkiiloza neden olabilir.
Primer infeksiyon, latent donemden sonra herhangi bir yasta aktiflesebilmekte ve en
sik akcigerin Ust bolgelerinde olmak (izere diger organlarda sekonder tiiberkiiloza
neden olabilmektedir. Konagin basillere karsi olusturdugu immdanolojik yanitlar
(hticresel immun yanit ve gecikmis tip asiri duyarlilik reaksiyonu) hastaligin tipini
belirlemektedir. Akciger tuberkilozunun immunopatogenezi, ilk infeksiyondan
kavite olusumuna kadar evrelendirilmektedir (37).

Baslangi¢ evresi; TB’ nin alveole inhalasyonu ile ilk evre baslar ve lezyon

bolgesinde alveoler makrofajlar toplanarak inflamatuvar bir yanit gelisir. Alveoler
makrofajlar tarafindan fagosite edilen basilin virtlans 0Ozelliklerine ve alveoler
makrofajlarin mikrobisidal glictine bagli olarak basiller sindirilir veya zayif alveoler

makrofajlarda basiller cogalarak infeksiyonu baslatir. Genetik bozukluk ve kazanilan

immun yetersizlikler mikobakteriyel infeksiyonlara duyarlilik yaratmaktadir (37).
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Basillerin cogalma evresi; alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilen ve

sindirilemeyen basiller cogalarak makrofajlari parcalar ve alveoler boslugu gecerler.
Makrofajlardan salinan kemotaktik faktorler dolasimdaki monositlerin lezyon
bolgesine toplanmasini saglayarak granulom olusumunu baslatir. Alveoler bosluga
gecen basilleri yeni makrofajlar fagosite etseler bile hentiz aktive edilmedikleri ve
hicresel immun yanit gelismedigi icin cogalmalarina engel olamazlar ve lenfo-
hematojen yolla tim viicuda yayilarak yeni grantilomlar olustururlar (37).

Enfeksiyonun kontrol evresi; TB’ nin inhalasyonundan sonraki 2-6 hafta

icinde, etkene karsi 6zgul hicresel immin yanit gelisir. Lezyon bdlgesinde ¢ogalan
basillerin tuberkilin benzeri proteinleri, doku hasari yapan gecikmis tip asiri
duyarhihik reaksiyonuna yol acar. Gecikmis tip asiri duyarlilik yaniti, tuberkdlin testi
pozitifligine ve tlberkilozda goriilen kazeifikasyon, likeifikasyon ve kavitasyona
neden olur. Konagin bu yaniti, basil iceren makrofajlar ile gevre dokulari harap
ederek, inaktif makrofajlar icerisindeki basillerin ¢cogalmasini durdurur ve graniilom
merkezinde kazedz nekroz dokular olusturur. Makrofaj ve polimorf nlveli I6kosit
kaynakl hidrolitik enzimler ile toksik oksijen radikallerinin etkisiyle doku harabiyeti
artar. Olusan kaze0z nekroz ortaminda basiller, anoksik kosullar nedeniyle
cogalamazlar ve yillarca hatta yasam boyu dormant halde kalirlar. Primer infeksiyon
ve primer odaklarin (Ghon odagi) olustugu bu evrede tuberkdlin testi pozitiftir (37).
Hucresel immin yanit ile gecikmis tip asiri duyarlilik reaksiyonu arasindaki
etkilesim evresinde ise; granulomlarda kazedz odagin etrafinda toplanan aktif
makrofajlar, kazedz odaklardan kagan basilleri fagosite ederek hizla sindirirler. Aktif
makrofajlarin yakaladigi basiller cogalmayi surdurirse, gecikmis tip asiri duyarlilik
yaniti tekrarlanarak doku harabiyeti artar. Eger kazedz odak erimezse, hicresel
immun yanit tarafindan primer infeksiyonun ilerlemesi durdurulur. Akciger ve lenfo-
hematojen yolla vicudun diger bolgelerine ulasan basillerin olusturduklar kiguk
kaze6z odaklar makrofajlar tarafindan temizlenir. Blyik kaze6z odaklar ise bir
fibroz kapsille cevrilerek izole edilir (tiiberkilloma). immun sistemi baskilanmis
kisilerde olusan kazetz odaklardan kagan basiller, inaktif veya disik aktivitedeki
makrofajlar tarafindan fagosite edilir, fakat sindirilemezler. Bu makrofajlarin basil
cogalmasini durdurabilmesi icin, gecikmis tip asiri duyarhilik yanitinin tekrarlanmasi

gerekir. Bu yanit tekrarlandikca kazedz nekrozlar genisler ve primer tlberkiloz

19



olusur. Lenfo-hematojen yolla basiller akcigerden viicudun diger kisimlarina yayilir
ve pulmoner ven duvarinda olusan kaze6z odagin acilmasi ile miliyer ve dissemine
tiberklloz gelisir (37).

Kavite olusum evresi; hiucresel immin yaniti primer tiberkilozu kontrol

edemeyen kisilerde, primer tuberkiiloz endojen reaktivasyonla veya ekzojen
reinfeksiyonla ilerleyerek yillar sonra gelisen kaviter lezyonlar olusur. Primer
tiberkllozun ilerlemesi, makrofajlardan salinan hidrolitik enzimlerin protein ve
lipitleri hidrolize etmesi ile graniilom ortasindaki kazeumun erimesi, likeifikasyon ve
kavitasyon ile sonuclanir. Basiller, hiicre disinda erimis materyal icinde ¢ogalarak
eriyikle birlikte akcigerin diger bolgelerine yayilirlar (37).

2.7. immun yanit

Tuberkiloz, hicresel immun yanitla kontrol edilebilen bir hicre ici
infeksiyonudur. Hucresel immdanite; makrofaj, dentritik hticre, sitokin ve T lenfosit
ile saglanir. Mikobakteriler dogrudan alveoler makrofaj ve lenf bezi dentritik
hlcrelere penetre olurlar. M.tuberculosis hiicre duvarinda bulunan AraLAM
(arabinan terminalinde mannoz olmayan lipoarabinomannan), makrofaj, monosit,
notrofil ve T lenfositlerin kemotaksisinde gorev alan kemokinlerin (IL-8, MCP- 1)
Uretilmesini saglar. Tlberkilozda hiicresel immin yanit, M.tuberculosis’ e ait
antijenlerin makrofajlarin veya dentritik hiicrelerin MHC I-11 veya CD1 molekdilleri
uzerinden T lenfositlere sunulmasiyla baslar (37).

Aktive olan T hicreler diger hicreleri aktive yada suprese ederek bagisik
yaniti diizenlerler. En 6nemli korunma mekanizmasi, uyarilan yardimci T hucrelerin
makrofajlari aktive ederek hiicre i¢i mikobakterileri dldirme etkinligini artirmasidir.
Sitotoksik T hiicreleri iclerinde basil tasiyan zayif bakterisidal kapasiteli makrofajlar
oldurdr, bu da intraseluler basillerin dogrudan dogruya harap olmasina neden olur.
Aci§a cikan basiller, aktive olmus ve oldirme kapasiteleri fazla makrofajlar
tarafindan yutulur ve oldurulir. Hedef hicrelerin asiri  olddrilmesi  doku
harabiyetine, hiicre ici bakterilerin aciga ¢ikmasi bakterilerin hematojen ve lenfojen
yolla yayilimina yol acar. Yardimci T hicrelerden salinan lenfokinler
immunoregulator ve immdinopatolojik etkilerle klinik belirtilere yol acarlar. Antijen

dozunun yiksekligi T helper2 (Th2) sitokin yapimini artirirken, disiik doz antijen
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Th1 sitokinlerini uyarir. IL-2 diger T hucrelerini uyarirken IF- y makrofajlar uyarir.
Uyarilmis makrofajlarin salgilamis oldugu bircok aktif molekil (reaktif oksijen
metabolitleri, proteazlar, monokinler gibi) cevre dokularda harabiyete yol acabilir
(38).

Aktive makrofajlar, reaktif oksijen drlnleri, lizozomal enzimler ve diger
faktorleri Ureten fagosite edici hicreler olduklari igin tuberkuldeki basilleri yok
edebilirler (39).

Gecikmis tip asiri duyarhilik reaksiyonu, konagin antijenlere karsi ¢ikardigi
inflamatuar bir yanit olup, yavas meydana gelmekte ve uzun siire devam etmektedir.
Bu reaksiyon konakginin doku hasari yapan bir yaniti olup, icinde tiiberkiloz basili
cogalan inaktif makrofajlari ve bu arada komsu dokulari harap eden bir siire¢ olarak
degerlendirilebilir (37).

Konakta, infeksiyonun baslamasindan sonra 2-6 hafta iginde hucresel immun
yanit ve lezyon bolgesinde aktif alveoler makrofajlar ile lenfositler (CD4+TH ve
CD8+Tc) toplanarak granilom olusur. Granilom olusumunda, M.tuberculosis
lipitlerinin uyarimiyla infekte makrofajlar tarafindan salinan kemokinlerin (IL-
8,MCP- 1) rolu vardir. Granilom olusumu ile alveoler makrofajlar tarafindan
fagosite edilen ve elimine edilemeyen mikobakterilerin ¢cogalmasi ve infeksiyonun
ilerlemesi durdurulur. Tuberkiloz infeksiyonuna karsi gelisen bu konakgi yaniti,
basilin baslangicta ¢ogalmasini ve yayilmasini sinirlar. Konagin bu etkinliginin
basarisi basilin virulans faktorlerine (kord faktoru) ve sayisina gore degismektedir.
Granulom icinde uzun sitre canh kalabilen basiller, hucresel immin yanit
baskilandigi zaman aktive olmaktadir. Grantilom kazedz nekroz ile sonuglanir (37).

Konakta olusan hiicresel immunite ve gecikmis tip asiri duyarlilik yanitlari,
tiberklloz basillerinin ¢ogalmasini esit diizeylerde inhibe ederler. Bunu hiicresel
immun yanit, fagosite ettikleri basilleri 6ldtrmeleri icin makrofajlari aktive ederek,
gecikmis tip asiri duyarlilik ise basil iceren aktive olmamis makrofajlari ve komsu
dokulari harap edip basillerin Gremesi icin uygun hiicre ici ortami ortadan kaldirarak
saglar (37).

2. 8. Tuberkulozun Laboratuvar Tanisi
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Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin kararina gore bir hastaya kesin tiiberkiiloz
tanisi  konabilmesi icin uygun sekilde alinan Kklinik 06rnegin laboratuvara
gonderilmesi, ekim yapilan besiyerlerinde Uretilmesi ve tanimlanmasi gerekir.

Bu amagla laboratuvarda gorevlendirilecek personel ve cevrenin guvenligi
icin asagidaki hususlara riayet edilmesi gereklidir.

Bunlar;

1. Personelin PPD deri testi bilinmeli, negatif ise BCG asisi yapilmahdir.
Yilda bir toraks grafisi ¢cekilmeli ve fizik muayenesi yapiimahdir.

2. Personel tliberkiloz hakkinda bilgilendirilmeli

3. Canli tuberkiloz basili ile ilgili tim islemler Class Il mikrobiyolojik
emniyet kabininde yapiimalidir.

4. Personel koruyucu ekipmanlarla donanimli olarak calismahdir.

a. Sadece calisma alaninda kullanabilecegi koruyucu 6nlik giymelidir.

b. Mutlaka eldiven kullanmahdir.

c. Hepa filtreli (N95 standartlarinda) maske takarak calisiimahdir.

d.Olasi sigramalardan korunmak amaci ile gozlik veya yiz sperligi kullanilmahdir.

5. Calisma alani gerektiginde ve islemler tamamlandiginda 10-50 Kat
sulandiriimis  TSE belgesine sahip sodyum hipoklorid soltisyonu ile silinmelidir.

6. Ayrica islem sonrasinda ortam ultraviyole 15i1d1 ile dezenfekte edilmelidir.

7. Tlberkiloz Laboratuvarinin enfekte atiklari otoklavlanarak atilmalidir.

8. Calisma esnasinda odanin kapisi kapal olmalidir (Negatif basincli odalar
onerilir)

9. Tuberkiloz ile ilgili materyal, tzerinde tehlikeli biyolojik materyal isareti
bulunan ic-ice gecmis U¢ kap sistemi ile gonderilmelidir.

Tilberkuloz hastaliginin  tanisi  klinik, histopatolojik, immdnolojik ve
mikrobiyolojik olarak konulmaktadir. Tiberkiloz kesin tanisi ise mikrobiyolojik
olarak Kklinik orneklerde tuberkiloz basilinin gosterilmesi ile konur. Mikroskobik
inceleme, kdltir ve molekller testler mikrobiyolojik tanida kullanilan
yontemlerdir(40,41). Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin tani ve tedaviye katkisi;
mikobakterinin saptanmasi ve identifikasyonu, tur tayini ve dretilen basilin ilag
duyarlihidinin saptanmasiyla olur(1). Bu siireg; incelenmesi istenen Kklinik 6rnegin

hastadan uygun sekilde elde edilip, laboratuvarda homojenize ve dekontamine

22



edildikten sonra mikroskobik incelemesinin yapilmasi, kaltarinin yapilarak
tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi ile sonuglanir. Centers
for Disease Control (CDC) bu islemlerin 6rnek laboratuvara kabul edildikten sonra

28 gin icinde sonuc¢lanmasini 6nermektedir(42).

2. 8. 1. Klinik 6rneklerin alinmasi ve laboratuvara génderilmesi

Tuberkuloz tanisi igin klinik érneklerin alinma, laboratuvara gonderilme ve
islenmesinde belirli kurallar vardir. Ornekler temiz, steril, sizdirmaz, burgulu
kapakli, dayanikli ve tek kullanimhk kaplar icine yeterli miktarda alinmahdir. ilk
ornekler antimikrobiyal tedavi baslamadan 6nce alinmalidir(43). Kontaminant
bakteri ve mantarlarin Uremesinden kaginmak icin alinan ornekler olasi en Kisa
zamanda laboratuvara gonderilmeli ve islenmelidir(44,45).

Pulmoner 6rnekler igcinde balgam, indiklenmis balgam, bronkoalveoler lavaj
(BAL), bronsial fircalama, transtrakeal aspirat, aclik mide suyu 6rnekleri sayilabilir.
Birbirini izleyen 3 ayri ginde 5-10 ml sabah balgami alinmasi tercih edilir.
Biriktirilmis balgam &rnekleri, ylksek kontaminasyon riski nedeniyle kabul
edilmemelidir. Pulmoner tlberkilozun tanisinda Oksurtkle cikarilan  veya
indiklenmis balgam en 6nemli 6rnektir(3). Hasta balgam cikaramazsa indiiklenmis
balgam o6rnegi alinabilir, sulu oldugu icin reddedilme riskine karsi indiiklenmis
balgam oldugu istek kagidina belirtilmelidir. BAL invaziv bir 6rnektir, kullanilan
bronkoskobun musluk suyu ile kontaminasyonu ve bronkoskopi yapilan daha dnceki
hastalardan capraz kontaminasyonu onlemek igin dikkatli olunmalidir. Ornek en az 5
ml alinmahdir(3,46). Aclik mide suyu, tiberkiloz oldugu radyolojik olarak
kanitlanmis balgami negatif olan hastalarda; bebek ve kigcik cocuklarda; norolojik
hastaliklar, koma hali gibi durumlar nedeniyle balgam cikaramayan ya da balgamini
yutan hastalarda, baska yontemlerle pulmoner 6rnek alinamiyorsa tercih edilebilir.
Birbirini takip eden 3 giin boyunca, sabah a¢ karnina, tercihen yatagindan kalkmadan
once alinmalidir(46).

Ekstrapulmoner 6rnekler; idrar, steril vicut sivilar, abse Ornekleri ve
aspirasyon sivilari, kan-kemik iligi, diski ve doku ornekleridir. idrar ornekleri
birbirini izleyen en az 3 giin, sabah idrart alinmalidir. Ornek miktari en az 40 ml

olmali, yirmi dort saat biriktirilen idrarlar kabul edilmemelidir. Steril vicut sivilari;
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beyin omurilik sivisi (BOS), plevral, perikardiyal, peritoneal veya sinovyal sivilardir
ve en az 5 ml olmahdir. Abse rnekleri ve aspirasyon sivilari aseptik kosullarda ve
mimkun oldugu kadar ¢ok materyal aspire edilmelidir. Kutandz lezyonlarda optimal
ureme 1sisi daha disik olan mikobakterilerden biri (M.haemophilum, M.marinum,
M.ulcerans) enfeksiyon ajani olabileceginden, ikinci bir kiltir seti 30°C’de inkiibe
edilmelidir. Doku 6rnekleri, steril bir kap icine eger miimkinse en az bir gram olacak
sekilde alinmahidir. Kan-kemik iligi drneklerinin, MYCO/FLYTIC siseleri (Becton
Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD) veya BacT/ALERT MB kan besiyeri
(bioMerieux SA, Lyon, France) gibi alternatif besiyeri kullanilarak tuberkiloz
kiltarleri yapilabilmektedir. BACTEC 460TB sisteminde kan ve kemik iligi kultri
icin standardize edilmis olan BACTEC 13A sisesi gunumuzde artik
kullaniimamaktadir. BACTEC 460TB (12B siselerinde) sisteminde mikobakteriler
icin inhibitor etki gosteren polipropilen glikol komponenti bulunmaktadir.
Mikobakterilerin tGremesi Uzerine benzer etki, Septi-Chek AFB sivi besiyeri ve
MGIT sivi besiyerinde de bildirilmistir. Diski drnekleri M.tuberculosis tanisinda ¢ok
tercih edilen bir 6rnek degildir. Sadece AIDS’li hastalarda M.avium kompleks
tanisinda yararl olabilecedi belirtilmistir; tercih edildiginde de en az bir gram
olmahdir(3).

2. 8. 2. Orneklerin islenmesi

Tuberkuloz basillerinin izolasyonu icin alinan klinik drneklerin icerebilecegi
I6kosit, eritrosit, doku gibi organik kalintilar sindirmek ve kontaminasyona neden
olabilecek bakteri ve mantarlari ortan kaldirmak amaciyla homojenizasyon /
dekontaminasyon islemi uygulanir. Daha sonra oOrnekteki bakteri yogunlugunu
arttirmak icin  santriflj  edilerek  konsantrasyon islemi  uygulanir(46).
Dekontaminasyon islemi, florali bolgelerden gelen, kontamine oldugu duslndlen
balgam, BAL, MAS gibi 6rneklere uygulanir. Aseptik olarak alinan plevra sivisi,
BOS qgibi steril vicut sivilari veya doku orneklerinde genellikle dekontaminasyon
islemi gerekmez, sadece konsantrasyon isleminden gecirilir(3).

Yapilan kultirlerde hi¢ kontaminasyon olmamasi veya c¢ok dusuk (<%?2)

kontaminasyon oranlari, 6n islem kosullarinin cok sert oldugunu ve sadece
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bakterileri degil ayni zamanda mikobakterileri de elimine ettigini gosterirken; %5’i
gecen kontaminasyon oranlari, asiri kontaminasyon olarak tanimlanir(3).

Dekontaminasyon islemlerinde 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, sulfurik asit yontemi gibi farkh yontemlerden de
yararlanilabilinir(3,40,43,45).

NALC-NaOH yonteminde NALC mukolitik, NaOH dekontaminant ve Na-
sitrat Kklinik ornekte bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC’In
inaktive olmasini 6nlemek amaciyla kullanilir(43). Yontemde Ornek miktari kadar
NALC-NaOH tlpe eklenir ve vortekslenir, karisim 15-20 dakika oda isisinda
bekletilir, daha uzun slren islem, kontaminant mikroorganizmalarla beraber
mikobakterileri de 6ldlrecegi igin kiltiirde Uretme sansini azaltir. Bu slregte, karisim
bir karistiricida hafif dondurulerek veya birkac kez elle ¢alkalanarak homojenizasyon
kolaylastirilir(3). Daha sonra karisima fosfat tamponu ilave edilerek
dekontaminasyon islemi durdurulur. Karisim sogutmali santrifijde 15-20 dakika
3000Xg’de santrifiij edilerek konsantrasyon islemi gerceklestirilir. Ustteki sivi
dezenfektan bulunan bir atik kabina bosaltildiktan sonra tekrar fosfat tamponu ilave
edilerek sediment tekrar stispanse edilir. TUm islemler biyolojik emniyet kabininde
yapiimalidir. Dekontaminasyon ve konsantrasyon islemlerinden gecirilmis ornekler
daha sonra mikroskobik inceleme, kaltir ve molekiler testler igin
kullanilabilir(3,45,47).

2. 8. 3. Mikroskobik inceleme

Tuberkilozun tanisinda direkt mikroskobik inceleme hala en ucuz, hizli ve ilk
basvurulan yontem olmaya devam etmektedir. Mikroskobik olarak ARB
saptanabilmesi icin balgam 6rneginin 1 ml’ sinde en az 5000-10000 bakteri
bulunmasi gerekmektedir. Duyarlihgi disuk olmakla birlikte, bir klinik 6rnekte aside
direncli bakteri gorilmesi, antimikobakteriyel tedaviye baslanmasi icin yeterli
Ozgullukte bir kriterdir. Mikroskobik incelemenin duyarliligi genelde %22-80
arasinda bildirilmektedir. Duyarliligi  etkileyen 6nemli faktorler arasinda;

laboratuvara gelen 6rnek miktari, test edilen 6rnegin tipi, yaymanin kalinhgi, boyama
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yontemleri ve okuyucunun deneyimi gibi faktorler sayilabilir. En yuksek yayma
pozitiflik orani solunum o6rneklerinde saptanir. Boyama islemi esnasinda lamlarin
capraz kontaminasyonu ve TDM ile kontamine suyun kullaniimasi yanlis pozitif
sonuclara neden olur, mikroskobi i¢in kullanilan immersiyon yagindan da ARB
gecisi olabilir(3,43,48).

Aside direngli boyanma 6zelligi, mikobakterilerle 6zdeslesmis bir ozelliktir;
bugline dek tanimlanan mikobakterilerin tamami aside direncli boyanmaktadir. Bu
Ozellik kullanilarak baslica iki tip boyama teknigi gelistirilmistir; bunlar karbol
fuksin boyama ve florokrom boyama teknigidir(49).

Erlich Ziehl- Neelsen (EZN) yontemi ve Kinyoun yontemi, karbol fuksin
boyama tekniklerindendir. En yaygin kullanilan ydntem Erlich Ziehl- Neelsen
yontemidir (sicak karbol fuksin boyama) Bu yontemde karbol fuksin ile isitilarak
boyanan preparata %3’luk asit-alkol karisimi ile dekolarizasyon islemi uygulanir ve
sonra zit bir boya (metilen mavisi, brillant yesili) ile ilk asamada rengini kaybetmis
hicreler mavi renge boyanir. Boyanan preparat immersiyon objektifi (1000X
biylatme) ile incelendiginde diger hicreler ve bakteriler mavi gorindrken,
mikobakteriler mavi zemin Uzerinde kirmiziya boyanmis olarak ortaya c¢ikar.
Inceleme sonunda yaymada gozlenen ARB sayisi kantitatif olarak rapor edilir (Tablo
2). Yaymanin negatif olarak rapor edilmesinden ©nce, en az 300 alan
incelenmelidir(3,40).

Tablo 2. ARB pozitif preparatin degerlendirilmesi

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

Supheli (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

Kinyoun boyama yontemi; EZN yontemine benzer, fakat kullanilan karbol
fuksin ve fenol konsantrasyonu arttirilarak, 1sitma islemini gereksiz kilan modifiye
bir boyama yontemidir (soguk karbol fuksin boyama) (50).

26




Florokrom boyamada (Auramin O, Auramine-rhodamine ) ise ana ilke fenollu
fuksin yerine floresan boyalarin kullaniimasidir. Floresan boyalar, mikobakterilerin
lipitten zengin hicre duvarina baglanarak, gortunidr hale gelmesini saglar(43).
Auramin O’nun yapisi da karbol fuksine benzer, mikobakteri duvarina baglandiktan
sonra asit alkol karisimi ile buradan ayrilmaz(48). ARB’ler floresan mikroskobunda
sarimsi-turuncu renkte floresan verirler. Bu boyama yonteminde, daha kicuk bir
biylitme ile daha genis bir alan taranarak daha hizli ve daha duyarli inceleme
yapilabilir. Bu nedenle 6zellikle is yuki fazla laboratuvarlarda tercih edilebilir(43).
Bu yontemin duyarliliginin yiiksek olmasina karsin 6zgullugi dustktar. Bu nedenle
pozitif yaymalarin, karbol fuksin boyama yontemi ile dogrulanmasi 6nerilir(3,43).

Direk balgam d&rneginden hazirlanan yaymanin konvansiyonel 1sik
mikroskobunda incelenmesi kisitli kaynaklari olan laboratuvarlarda tlberkiloz igin
en yaygin teshis yontemidir. Laboratuvarlarin bircogu EZN boyali preparatlari
incelemek igin  konvansiyonel stk mikroskobunu kullanirlar. Bu yOntem
tiberkllozun yaygin oldugu alanlarda yiksek derecede spesifiktir fakat sensitivitesi
degiskendir(%20-80). Sensitivitesi extrapulmoner tiberkiloz ve HIV ile enfekte
tiberkuloz hastalarinda 6nemli derecede azalir. Floresan mikroskobisi konvansiyonel
ZN mikroskobisinden daha duyarhdir ve daha az zaman alir. Floresan mikroskobisi
pahali civa buhar 151k kaynaklari, diizenli mikroskop bakim ihtiyaci ve karanlik oda
gerektirmesinden  kaynaklanan  pahalihgindan  dolayr  gereken  Onemi
kazanamamistir(9).

Son yillarda LED teknoloji gelistirilmistir ve floresan mikroskobun faydalari
iliskili harcamalari olmadan saglanabilmistir. LED teknolojinin ilk faydasi mevcut
floresan mikroskoplar LED stk kaynagina cevrildiginde gorialmastir. Ciddi
arastirma ve gelismeler kisith kaynak durumlarinda kullanilmasi amacglanan ucuz,
gucli LED mikroskoplari ve LED baglantilarinin gelistirilmesi ile sonuglanmistir(9).

Konvansiyonel civa buhari floresan mikroskoplari ile kiyaslandiginda LED
mikroskoplari daha ucuz, daha az is gucu gerektirirler, cekirdeklerinin yart 6mri ¢ok
uzundur ve kirthp bozulduklarinda potansiyel toksik Grtin salinim riskleri yoktur.
LED floresan mikroskoplarinin karanlik oda olmadan da iyi performans gosterdikleri
rapor edilmistir. Bu 6zellikler LED mikroskobunu kisitli kaynak durumlarinda tercih
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edilir kilar ve konvansiyonel floresan mikroskobunun ¢ok ihtiya¢ duyulan faydalarini
(artmis duyarhlik ve efikasite) da saglar(9).

2009’da  LED  mikroskobisi icin kanit tabani DSO tarafindan
degerlendirilmistir. Burda hem dogrulugu hem de yeni tlberkiloz teshislerinin
hasta/toplum sagligina etkileri uygun standartlarla degerlendirilmistir. Sonuglar LED
mikroskobisinin uluslararasi referanslarla esit dogrulugunu, konvansiyonel ZN
mikroskobisinden gelismis  sensitivitesini ve LED mikroskobisinin  hem
konvansiyonel floresan hem de ZN mikroskobisine gore kalite, uygulama ve fiyat
avantajlarini gostermistir(9).

Bu bulgulara dayanarak, DSO konvansiyonel floresan mikroskobisinin yerini
LED mikroskobisinin almasini ve LED mikroskobisinin konvansiyonel ZN

mikroskobuna alternatif kullaniimasini 6nermistir(9).

2. 8. 4. Kultar yontemleri

Tilberkuloz tanisinda kultlr yoéntemleri halen altin standart olarak kabul
edilmektedir. Aside direncli basillerin kilttrde dretilebilmesi icin 6rnegin her
mililitresinde 10-100 canh basil olmasi yeterlidir. Ancak, mikobakterilerin ikiye
bolinmesi icin gereken sire yaklasik 16-18 saat kadardir ve izole edilmeleri igin 7-
21 giin gibi uzun bir sire gerekir. Ureme olmadi§ina karar vermeden once besiyeri
35-37 °C’de, 6-8 hafta inkibe edilmelidir. Kiltir yontemi ge¢ sonug¢ vermesine
ragmen, bakterilerin canhihginin  dogrudan gosterilmesine, tir duzeyinde
tanimlamaya ve ilag duyarlihk testlerinin yapilarak hastalarin dogru tedavi
alabilmesine olanak saglamaktadir(44,51).

2. 8. 5. Besiyerleri

Mikobakterilerin izole edilmeleri ve c¢esitli 0zelliklerinin incelenmesi
amaciyla kullanilan besiyerleri kati ve sivi olmak Gzere iki tiptir. Kati 0zellikteki
besiyerlerini ise yumurta bazli ve agar bazli olmak (zere iki bélimde incelemek
mimkunddr. Yumurta bazh besiyerleri arasinda bugin en yaygin kullanilani
Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeridir. Ancak Petragnani ve American Trudeau Society
gibi  besiyerleri de farkli durumlarda tercih edilebilen yumurta bazli

besiyerlerindendir. Ozellikle primer izolasyonda LJ besiyerinin tercih edilme
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nedenleri arasinda, tipik koloni morfolojisi olusturmalari ve ekonomik olmalari gibi
nedenler sayilabilir(3).

Yumurta bazl besiyerlerinin opak gérinimli olmasina karsin, agar temelli
besiyerleri seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan besiyerleri 10-12 giin sonra mikroskop
altinda incelenirse, olusan kolonileri gérmek mumkunddr. Middlebrook 7H10 ve
Middlebrook 7H11 en cok tercih edilen agar bazli besiyerleridir(3).

Kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin tremesini etkin bir sekilde
engellemek amaciyla selektif besiyerleri olan, L-J Gruft, Mycobactosel LJ,
Mitchison selektif 7H11 de kullanilabilir. Primer izolasyonda besiyerlerinden en az
birisinin selektif olmasi 6nerilir(3).

Mikobakterilerin izolasyonunda kullanilan sivi besiyerleri kati besiyerlerine
gore belirgin olarak daha kisa siirede (7-14 gun) sonu¢ verirler. Ancak koloni
morfolojilerinin gorilememesi dezavantajlaridir. Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween
albumin besiyerleri en sik kullanilan sivi besiyerleridir.

Bunun yaninda modifiye sivi bazli besiyerlerini kullanan ticari hizh kaltir
sistemleri M.tuberculosis’in izolasyonunda, tir tayininde ve duyarhlik testlerinde
yaygin olarak kullaniimaktadir(3). Mikobakterilerin izolasyon sansini arttirmak icin,
primer izolasyonda sivi besiyerlerine ilave olarak bir de kati besiyeri kullaniimasi
Onerilmektedir(52).

2. 8. 6. Hizh kaltur sistemleri

Gunumuzde bircok laboratuvarda, konvansiyonel besiyerlerinin yanisira
tlberkuloz basillerinin izolasyon suresinin ¢ok daha kisa ve izolasyon oraninin gok
daha yiksek oldugu hizh kaltir sistemleri rutin inceleme amaciyla kullaniimaktadir.
Cogunda sivi besiyeri kullaniimakla birlikte, bifazik ve kati besiyerlerinin
kullanildigi sistemler de mevcuttur ve bu sistemlerde gaz basincindaki degisiklikler,
CO2 olusumu ve oksijen kullanimi fluorometrik veya kolorimetrik olarak 6lculir.
BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Sparks, MD), BACTEC MGIT 960 (BD
Biosciences, Sparks, MD), VersaTREK (ESP Culture System I1) (Trek Diagnostics,
Inc., Ohio), BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France) mikobakterilerin tanisi
icin gelistirilmis ticari, otomatize kiltlr sistemlerinden bazilaridir(44,45).

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

BACTEC 460 TB sistemi hizli kiltur sistemleri iginde yer alan uzun yillardir
basari ile kullanilan yari otomatize, radyometrik, sivi bazli ticari bir ktltir sistemidir;
sistemde izolasyonun yanisira, Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBC) ile
tiberklloz disi mikobakterilerin (TDM) ayrimi yapilabilmekte ve MTBC suslarinin
antitliberkiloz ilaglara duyarlihgi test edilebilmektedir. BACTEC 12B (Middlebrook
7H12) ve Bactec 13A (Middlebrook 7H13) olmak Uzere iki tip besiyeri iceren bu
sistem; besiyerlerinde bulunan C14 isaretli palmitik asitin kullanilmasi ve metabolize
edilmesi sonucu olusan 14CO2 nin 0-999 sayisal degerleri arasinda treme indeksi
(GI) olarak olgilmesi prensibi ile c¢ahismaktadir. Ekim isleminden 0nce
kontaminasyonu engellemek amaciyla besiyerlerine polimiksin B, azlosilin,
nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA) iceren antibiyotik karisimi
ilave edilmelidir. Ekim vyapilan 12B siselerin inklbasyonlari etlvlerde
gerceklestirilir. Ekim yapildiktan sonra ilk iki hafta, haftada ¢ kez; sonraki alti hafta
boyunca haftada bir kez olacak sekilde etlivden cikarilip BACTEC 460 cihazina
yerlestirilerek Gl degerleri olculir. Cihazda bulunan okuma ignesi her sisenin
kaucuk kapagindan siseye girip olusan 14CO2 ’in Ol¢imuni yapar ve siseden
ciktiktan sonra kor derecesine kadar gelip sogur ve sonra ikinci bir siseye girer.
Sistem basari ile kullanilmakla beraber; bu okuma sirasinda ¢apraz kontaminasyon
riski vardir. Besiyerlerinin radyoaktif madde icermesi ve bunlarin ortadan
kaldiriimasinda yasanan sikintilar, ekim sirasinda enjektor kullaniimasi gerektigi icin
potansiyel igne batma riski ve yari otomatize olmasi sistemin diger dezavantajlaridir
(44,45,53).

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

BACTEC MGIT 960 sistemi, kultur tuplerinin inkiibasyonunun cihaz iginde
gerceklestigi ve Ureme kontrollinin otomatik olarak yapildigi, radyometrik olmayan
tam otomatize bir ticari hizli kulttr sistemidir (3).

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan ttplerde (BBL MGIT 7ml tip),
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene duyarl rutenyum metal
kompleksi iceren silikon bulunur. Klinik 6rnekler ekilmeden ©nce besiyerlerine

OADC ve PANTA ilave edilir. Kullanilan besiyerlerinde herhangi bir treme
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olmadiginda oksijen varhgina bagh olarak silikon tabakaya gonderilen UV 1sinina
karsi floresans olusmazken; mikobakteri veya diger mikroorganizmalar Grediginde
oksijenin kullaniimasi sonucunda UV 1sinina karsi floresans olusmakta ve olusan
floresans miktari Greme birimi (growth unit) olarak degerlendirilmektedir. Sistemin
olmadigi durumlarda manuel kullanima uygun, UV 1s1g1 altinda makroskobik olarak
degerlendirme yapilabilen BBL MGIT 4ml tlp besiyerleri mevcuttur. Kan disindaki
diger tim Klinik 6rnekler icin kullanilabilmektedir. Fazla sayida 6rnegi ayni anda
kontrol edebilen BACTEC MGIT 960 (960 6rnek), genellikle yiksek kapasite ile
calisan laboratuvarlarda tercin edilmekle birlikte; daha dusik kapasiteli
laboratuvarlarda manuel besiyerleri 6nerilmektedir(3,54).

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

VersaTREK, seltloz slinger ve Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren bir
sistemdir. Sistemde mikroorganizmalarin Gremesi sonucu olusan gaz basincindaki
degisiklikler olculerek degerlendirme yapilir. Bilgisayar destekli bir sistemdir ve
besiyerinde olusan gaz basincindaki degisiklik grafiksel olarak gdérantalenir.
Besiyerlerine ekim yapilmadan 6nce, mikobakterilerin tremesini destekleyen OADC
ve kontaminasyonu engellemek amaciyla antibiyotik karisimi ilave edilir(45).

BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France)

MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor iceren ve olusan
CO2 duzeyini Olcerek remeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar destegi
bulunan sistemde besiyerleri surekli kontrol altindadir(45).

Bactec 9000 MB (BD, Sparks, MD)

Bactec 9000 MB serisi, besiyerlerindeki oksijen kullaniminin floresans ile
belirlendigi bir kan kaltur sistemidir. Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyerlerine
ekimden 6nce PANTA ilave edilir. Sistemde balgam ve diger solunum yolu 6rnekleri
icin Myco/F sputa, kan ve diger steril viicut bolgelerinden alinan 6rnekler igin
MycoF/lytic besiyeri kullanilir(44).

2.8.7. identifikasyon testleri
Kiltur islemleri sonucunda izole edilen mikobakterilerin tiir diizeyine kadar
tanimlanabilmesi, halk sagligi ve hastalarin dogru antimikobakteriyel tedavileri igin

gerekli olmaktadir.

31



Mikobakterilerin tanimlanmasi konvansiyonel biyokimyasal yéntemler,
BACTEC NAP testi, molekuler yontemler veya kromatografik analiz yontemleri ile
yapilabilir.

Mycobacterium tuberculosis’in sivi besiyerinde ¢ogunlukla “serpentin cord’’
olusturmasi ayirimda yararlanilabilen bir 6zelliktir.

Ureme 6zelliklerinin incelenmesi

Mycobacterium tuberculosis; LJ besiyerinde veya Middlebrook agarda 37
°C’de 14-28 gilinlik inkubasyondan sonra pigmentsiz, dizensiz, kuru, krem renkli
koloniler olusturur. Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda 5-10 glnlik
inklibasyondan sonra olusan mikrokoloniler mikroskop altinda incelendiginde
“yilankavi kordon” gérunumu izlenir. Tuberkiloz basilleri yavas dreyen,
nonkromojen koloniler yapar(43).

Konvansiyonel biyokimyasal yontemler

Niasin testi: Butin mikobakteriler niasin ribonukleotid Gretir. Ancak
M.tuberculosis niasini nikotinamid adenin dinlikleotide (NAD) donustirecek enzime
sahip degildir. Besiyerinde biriken niasin bu test ile gosterilir.

Nitrat reduksiyonu testi: Mycobacterium tuberculosis gibi bazi mikobakteriler

nitrorediiktaz enzimi Ureterek nitratlari nitritlere indirgeyebilirler. Bu test
nitrorediktaz enziminin varligini arastirir.

Katalaz testi: Bazi mikobakterilerde bulunan katalaz, hidrojen peroksidi
(H202) su ve oksijene ayristiran hiicre ici bir enzimdir. Semikantitatif katalaz test ile
olusan hava kabarciklarinin yiksekligi olcilerek katalaz enzimi miktari hakkinda
fikir edinilebilir. Hava kabarciginin olmamasi negatif sonu¢ olarak degerlendirilir.
Mycobacterium tuberculosis ve bazi diger mikobakterilerdeki katalaz enzimleri ise
68°C’de 20 dakika isitildiginda inaktive olur. Isiya stabil katalaz testi bu 6zelligi
arastiran bir testtir.

TCH (Thiophene-2-Carboxylic Acid Hydrazide; T2H) ile Uremenin inhibe

Edilmesi: Mycobacterium tuberculosis ve diger yavas reyen_mikobakterilerin ¢cogu

10 pg/ml TCH konsantrasyonuna direnclidir. Bu test 6zellikle 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.
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Mycobacterium tuberculosis’in  prazinamidaz testinin pozitif olmasi bu tiri
M.bovis’ten ayirir. PZA direnci olan M.tuberculosis suslarinda ise test sonucu
negatiftir(3,43).

BACTEC NAP testi

M. tuberculosis kompleks suslarini inhibe eden, ancak MOTT tlrlerini inhibe
etmeyen, bdylelikle sinirh bir identifikasyon saglayan bazi kimyasal maddeler
kullaniimaktadir; p-nitrobenzoat, hidroksilamin hidroklorir, 8-azaguanin, nitroksolin
ve NAP bunlardan bazilaridir. NAP, kloramfenikol sentezinde bir ara Griindir ve
kloramfenikole gdre M. tuberculosis kokenine dort kat daha etkilidir. BACTEC
460TB sisteminde kullanilan bu yontem ile identifikasyon 3-5 gun iginde
saglanmaktadir (12,13,23,27).

TBc ID testi (BD MGIT TBc Identification Test; Becton Dickinson,
Diagnostic Systems, Sparks, MD):

TBc ID testi, yayma sonuclari pozitif kultirlerin MGIT tiplerinden alinan
MTBC’nin kalitatif tespiti icin kullanilan kromatografik immuno hizli bir testtir (TB
Ag MPT64 Hizli Testi). Bu test M.tuberculosis kompleks’e 6zgu mikobakteriyel bir
antijen olan MPT64’U tespit eder. Pozitif sivi besiyerinden test cihazina 100 pL
eklendiginde, MPT64 antijeni, test stripindeki partikullere konjuge olmus MPT64
antikorlarina baglanir. Antijen-konjugat kompleksi, test stripi zerinden reaksiyon
alanina ilerler ve membrana uygulanmis ikinci bir 6zel MPT64 antikoru tarafindan
yakalanir. Uygulanan sivi besiyerinde MPT64 antijeni varsa, etiketli koloidal altin
partikilleri tarafindan bir renk reaksiyonu gergeklesir ve pembe-kirmizi renklerde
ikinci bir ¢izgi olarak goralur(52,55,56).
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2.8.8. Molekduler yontemler
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Kltirde treyen mikobakterilerin kisa siirede tir dizeyinde tanimlanmasini
saglamak amaciyla cesitli molekiler tani sistemleri gelistirilmistir. 16S rRNA, 23S
rRNA, hsp65, 16S-23S rRNA ara bolgesi, IS 6110 gibi gen bolgeleri amplifikasyon
yontemleri ile cogaltildiktan sonra; prob hibridizasyon, DNA dizi analizi, DNA
Microarray, RFLP, spoligotyping yontemleri ile mikobakteriler cins ve tir diizeyinde
tanimlanabilmektedir. Ayrica bazi ticari molekuler sistemler ile tur dizeyinde
tanimlama ile birlikte antimikobakteriyel ila¢ direnci de saptanabilmektedir
(11,12,15,27).

2.8.9. Duyarllik Test Yontemleri

Mycobacterium tuberculosis kompleks’in antituberkiloz ilaclara karsi
duyarlihgini belirlemede en guvenilir ve en hizli yéntemi bulmak amaciyla ¢ok
sayida duyarlilik test yontemi gelistirilmistir. Bunlar arasinda proporsiyon yontemini
temel alan, kultire dayali klasik testler en yaygin kullanilan testlerdir. Proporsiyon
yonteminde kati besiyeri olarak siklikla yumurta bazli besiyerlerinden LJ, agar bazl
besiyerlerinden Middlebrook 7H10 kullaniimaktadir. Modifiye Middlebrook 7H9
sivi  besiyerinin kullanildigi antimikobakteriyel duyarlilik test ydntemlerinden
BACTEC 460TB ve BACTEC MGIT 960 gibi hizli ticari sistemler de yaygin olarak
kullaniimaktadir. Middlebrook 7H10’un kullanildi§i agar proporsiyon yontemi ile
BACTEC 460TB ve BACTEC MGIT 960 yontemleri CLSI tarafindan onerilen
yontemlerdir. LJ’ nin kullanildigi proporsiyon yéntemi ise ekonomik olmasi nedeni
ile DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan énerilmektedir(43,57,58).

Tuberkuloz basillerinin duyarlilik testi direkt veya indirekt yodntemle
yapilabilir. Direkt testte, yayma pozitif islenmis hasta 6rnegi direkt olarak
antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine ekilir. indirekt testte ise, primer izolasyon
besiyerinde Ureyen mikroorganizmanin saf kiltiirii test edilir. Indirekt test,
standardizasyonun daha iyi saglanabilmesi nedeni ile 6nerilen yontemdir(43,57).

Mikobakterilerin duyarlilik testi icin CLSI her hastadan izole edilen ilk
M.tuberculosis izolatinin primer antituberkiiloz ilaclara (Rifampisin [RIF],
izoniyazid [INH], etambutol [EMB], pirazinamid [PZA], streptomisin [SM]) karsi
duyarhliginin test edilmesi gerektigini belirtmektedir. Uc ayhk tedavi sonrasinda
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klltdr negatifligi saglanamamasi durumunda veya tedaviye yanit alinamadigina dair
klinik kanit bulunmasi durumunda, duyarlilik testi tekrarlanmalidir(3).

Agar proporsiyon yontemi ile duyarhlik testi

Yavas Ureyen mikobakterilerin duyarlilik testi igin agar proporsiyon yéntemi
1960’larin basinda G. Canetti tarafindan gelistirilmistir. Yontem A.B.D.’de modifiye
ve standardize edilmistir ve yillardan beri hem A.B.D.’de hem de birgok Avrupa
ulkesinde M.tuberculosis kompleksinin pirazinamid disindaki tim ilaglara karsi
duyarhihk testinde standart yontem olarak kullaniimaktadir. Pirazinamid (PZA)
duyarhilik testi icin referans yontem BACTEC 460TB yontemidir(3,45,57).

Proporsiyon yonteminde prensip; belli bir ila¢ konsantrasyonunda (Kritik
Konsantrasyon) direncli olan organizmalarin oraninin belirlenmesini saglar. Test
edilecek bakteri susu ilach ve ilagsiz kati besiyerlerine ekim yapilarak inkibe edilir.
llach besiyerinde iireyen kolonilerin sayisi, kontrol besiyerindeki kolonilerin sayisi
ile karstlastirilir. Belli ilaca direncli basillerin orani hesaplanip, test edilen
popllasyona yizdesi olarak belirtilir. Bu oran %1’e (Kritik Proporsiyon) esit veya
daha yuksek ise test edilen sus ilaca karsi direncli olarak rapor edilir. CLSI, kati
besiyeri olarak Middlebrook 7H10 besiyerinin kullanildigi proporsiyon test
yontemini (Agar Proporsiyon Yontemi) referans yontem olarak kabul etmektedir
(57).

BACTEC 460TB sistemi ile duyarlilik testi

BACTEC 460TB sistemi tum primer ve ¢ogu sekonder ilaglarin test edilmesi
icin kullanilabilir. Primer ilaglar BACTEC 460TB cihazinda 12B besiyerinde
kullaniimak tzere gelistirilmis BACTEC SIRE kitinde liyofilize toz halinde
mevcuttur (3,45,53).

Mikobakteriler 14C palmitik asit iceren BACTEC 12B besiyerinde kolaylikla
urerler. Bu bilesigin metabolize edilmesi sonucunda 14CO2 olusur. Boylece Gireme
veya Uremenin onlenmesi, Uremeye bagimli CO2 uretimindeki degisikliklerin
olctlmesi ile anlasilir(3,45,53).

indirekt duyarlilik test yonteminde inokulum hazirlanirken 6rnek olarak
BACTEC 12B besiyeri, diger sivi besiyerleri veya bir kati besiyerinde tUremis saf
kaltur kullanilabilmektedir. Test edilecek olan kiltirler, antibiyotik (S,I,R,E) igeren
ve icermeyen (kontrol) BACTEC 12B (Middlebrook 7H12) siselerine ekilir ve
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37°C’de inkube edilir. Kontrol sisesine ekilen mikroorganizma sayisi ilag igeren
siseye gbre 100 kat azdir. Kontrol ve ilagch siselerin ginlik GI farklari
karsilastirilarak yorumlanir(43,45,53). Yontemde, laboratuvarin kapasitesi ve
calisma sekline gore gunlik (haftanin 7 glnl) veya hafta ici (hafta sonu dahil
olmayan iki ayri program vardir. Gunluk programda siseler hergin yaklasik ayni
saatte (+2 saat) ve en az 4 gun okutulur. Hafta sonu dahil olmayan programda test
Cuma gunt yaptlir, pazartesiden itibaren hergiin yaklasik ayni saatte (+2 saat) ve en
az 3 gin okutulur. Kontrol sisesinin Gl degeri pazartesi okumasinda 30’u gecmis ise
muhtemelen inokulum ¢ok yogun olmustur; test tekrar edilmelidir. Sali glini kontrol
sisesinin GI degeri 30’u gecmis ise, carsamba glni de okutulduktan sonra sonuglar
yorumlanir; pazartesi gunine ait GI deQeri hafta sonu birikmis olan degeri ifade
ettigi icin dikkate alinmaz. Her iki programda da kontrol sisesinin GI degeri 14 gin
icinde 30’a ulasmaz ise test tekrar edilmelidir(43,45,53).

Kontrol sisesinin Gl degeri 30’u astiginda, kontrol ve antibiyotik iceren
siselerin bir giin 6nceki Gl degeri ile farklari (AGI) hesap edilerek sonuglar
yorumlanir. Kontrol sisesinin AGI’i, antibiyotikli sisenin AGI’den buyuk ise test
edilen sus o antibiyotige duyarh; kiglk ise direnclidir. Antibiyotik iceren sisenin Gl
degeri 500°U gecer ve bir sonraki giin de 500’0n Uzerinde kalirsa, kontaminasyon
olmadigindan emin olunduktan sonra, AGI degerine bakmaksizin o antibiyotige
direncli olarak yorumlanir(43,45,53).

BACTEC MGIT 960 sistemi ile duyarhlik testi

MGIT 1995°te mikobakterilerin klinik oOrneklerden saptanmasi amaciyla
kullanima girmistir. Her MGIT tiupu modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri icerir
ve tabaninda floresans absorbe edici bir oksijen sensori (rutenyum pentahidrat
emdirilmis silikon kaucuk) bulunur. Floresans bilesik, besiyerinde ¢6ziinen oksijen
varhgina duyarlidir. indikatoriin floresansi oksijen varhginda absorbe edilir, fakat
aktif olarak solunum yapan mikroorganizmalar ¢ozinmus oksijeni kullandikca
floresans artar. Floresans bir 365 nm UV transiluminator kullanilarak saptanir.
BACTEC MGIT 960 Sisteminde primer ve sekonder ila¢ duyarhliklar test
edilebilir(3,45,54).

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti kulttrde izole edilen M.tuberculosis’i test

etmek icin 4-13 ginde sonlanan nonradyometrik bir duyarlilik testidir. Kullanilan
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besiyerleri BBL MGIT 7 ml MGIT tup mikobakterilerin tremesini ve saptanmasini
saglayan modifiye Middlebrook 7H9 besiyerini igerir. Kati besiyerinde veya MGIT
tipinde Gremis saf kiltirden inokulum hazirlanabilir.

Dort adet antibiyotikli (S,I,R,E) ve bir adet kontrol tiipii hazirlanir. Uretici
firma onerilerine gore test yapildiktan sonra AST (antibiyotik duyarlilik testi) set
tastyicisina uygun sirayla (K, S, I, R, E) yerlestirilir. Bundan sonra artik inkiibasyon
da, Ureme kontroli de cihaz tarafindan otomatik olarak gerceklestirilir.
Kontaminasyon kontroll icin de kanli agara ekim yapilir (3,43,45,54). Antibiyotik
iceren tupiin floresansi kontrol tipunun floresansi ile karsilastirilir. Antibiyotik
iceren tlp ve Ureme kontrol tupu arasindaki relatif treme orani, bilgisayar yazilhm
algoritmalari tarafindan yorumlanir; sonuclar veri rapor formlarinda otomatik olarak
listelenir (3,43,45,54).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda ttiberkiloz on tanili, her biri farkl hastadan alinan gesitli klinik
ornekler, mikobakteriyolojik inceleme amaciyla, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmistir. Calismaya 758 hasta 6rnegi dahil
edilmistir. Gonderilen Kklinik 6rnekler rutin islemlerden gecirilerek cesitli mikroskop
ve kultlr yontemleri ile incelenmis ve anti tiberkiloid ilaglara duyarlilik deneyleri
uygulanmistir.

Temiz, steril, sizdirmaz burgulu kapakli, dayanikli ve tek kullanimlik kaplar
icinde yeterli miktarlarda gonderilen Klinik érnekler laboratuvarimizca calisiimak
Uzere kabul edilmistir. Kaplarin Gzerine 6rnegin kimden, ne zaman alindigi ve
ornegin tipi yazilmis olmalidir. ilk 6rnekler antimikrobiyal tedavi baglanmadan 6nce
alinmis olmali ve en kisa zamanda laboratuvara ulastirilmahdir. Sayet 6rnek
bekleyecekse 2-8 °C’de 3 gin bekletilmelidir.

Laboratuvarimiza balgam, BAL, post bronkoskopik balgam, mide aclik sivisi,
ekstrapulmoner Orneklerden ise; idrar,abse icerigi, steril vicut sivilari ( plevral,
perikardiyal, peritoneal sivilar ve beyin omurilik sivisi) ve doku gibi ¢esitli 6rnekler
gonderilmistir.

Tilberkioz etkeni bakterilerin izolasyonu icin klinik oOrneklere l6kosit,
eritrosit, vicut sivilari ve doku gibi organik kalintilardan arindirmak amaci ile
homojenizasyon/dekontaminasyon ve ornekteki bakteri yogunlugunu artirmak icin
konsantrasyon islemi uygulanmistir. Homojenizasyon-dekontaminasyon- isleminde

NaOH (%3-4) yontemi uygulanmistir.
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Klinik 0orneklerin  homojenizasyon ve dekontaminasyonunda kullanilan
%4’luk NaOH ve nétralizasyonda kullanilan fosfat tamponu asagidaki sekilde
hazirlanmistir(59,60).

%4’1ik NaOH soliisyonu
NaOH 40 ¢
Distile su 1000 ml

Fosfat tamponu (pH 6.8, 0.067 M stok soliisyon)

Cozelti 1- Na2HPO4 (anhidrdz) 9474
Distile su 1000 mi

Cozelti 2- KH2PO4 9.07¢
Distile su 1000 ml

Bir ve iki no’lu cozeltilerden Karistirilarak, kullanilacak fosfat tamponu
hazirlanmistir. pH dikkatlice kontrol edilmis, disuk pH degeri elde edildiginde 1
no’lu ¢ozeltiden, yuksek pH degeri elde edildiginde 2 no’lu ¢ozeltiden ilave edilerek,
ph 6.8’e ayarlanmistir. Hazirlanan fosfat tamponu 121 °C’de otoklavda 15 dk steril

edilmistir.

3.1. YOontem:

» Klinik 6rnek 50 ml’lik polipropilen, dibi konik, burgulu kapakli steril
tiplere (Falkon tlpul) aktarilmis ve Gzerine klinik 6rnegin miktari kadar NaOH
soliisyonu ilave edildi. Ornek 10 ml’den fazla ise en purilan, mukoid ve kanli
kismindan 10 ml alindi. Mukoid olmayan 6rnekler santrifujde gevrildikten sonra elde
edilen sediment dekontamine edildi.

« Ornek + NaOH karisimini iceren tiipler 30 saniyeyi gecmeyecek sekilde
vortekslendi. Tupler oda 1sisinda ara sira elle ¢alkanarak 15 dakika bekletildi, bu siire
astimadi.

» Dekontaminasyon islemini takiben yapilacak her islemde asepsi-antisepsi

kurallarina uyuldu.
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e Sire tamamlandiginda nétralizasyon amaci ile Falkon tipinin 50 ml —
isaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, karisim el yardimi ile
alt-Ust edildi ve dekontaminasyon islemi durduruldu.

» Fosfat tamponu ilave edilmis tipler, bakteri yogunlugunu artirmak icin
3000 x g’de 15-20 dakika santrifuj edildi.

* Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon isleminden sonra elde
edilen suspansiyondan bir 6ze dolusu alinarak temiz bir lam (zerine 1-2x2-3 cm
capinda bir alana surekli dairesel hareketlerle yayildi. Direk mikroskobik inceleme
icin her 6rnekten 2 ayri lam Uzerine yayma islemi yapilarak preperatlar hazirlanip,
lamlar oda 1sisinda kurumaya birakildi.

* Sipernatant, icinde 1/10-1/50 dilue edilmis sodyum hipoklorid bulunan bir
kaba bosaltildi.

 Sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, resispanse
islemi uygulandi ve kullanilan kilttr yontemine uygun olarak besiyerine ekildi.

* Normalde steril oldugu dusunulen BOS ve vicut sivilari gibi drneklere
dekontaminasyon islemi uygulanmadigindan. bu érnekler santriftlj edildikten sonra
besiyerlerine ekimleri yapildi. Ancak 6rnek alimi ve transportu esnasinda asepsi
antisepsi kurallarina uyulmamis ise bu Orneklere de dekontaminasyon islemi

uygulandi.

3.1.1. Erlich - Ziehl — Neelsen boyama yontemi

Bizim ¢alismamizda hazir EZN boyama seti kullanildi. Set igerigi ;
Ziehl-Neelsen Karbol Fuksin ¢ozeltisi
Asit-Alkol karisimi
Metilen mavisi ¢ozeltisi ‘nden olusmaktadir.

Calisma prosedir(;
Onceden hazirlanmis olan yayma preparat U¢ kez atesten gegirilerek fikse
edildi.
Tum lam yuzeyi karbol fuksin ile kaplandi.
Lamin altindan ates tutarak boyayi kaynatmadan buhari ¢ikana dek 5 dakika
boyunca isitildi. Boya kenarlarindan akip veya kuruyarak eksildiginde

boyama siresince boya eklendi.
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Daha sonra lam sogumaya birakildi ve ardindan distk debili su ile yikandi.
Yaymanin tzeri % 3’lik asit-alkol ¢Ozeltisi ile tamamen kaplandi ve lam
yuzeyindeki renk giderilinceye kadar en fazla 3 dakika olacak sekilde
beklendi.

Lam su ile iyice yikandi ve izerinde kalan fazla su lamdan akitildi.

Lam Gzeri zit boya olan metilen mavisi ile kaplandi ve 1 dakika beklendi.
Lamlar tzerinde boya kalmayacak sekilde tekrar su ile yikandi ve (zerinde
kalan fazla su akitild.

Lamlar havada kurutuldu.

Lamlar 100’1tk immersiyon objektifi ile incelendi. EZN boyasi ile boyanmis
yaymalarda mikobakteriler parlak pembe, diger mikroorganizmalar mavi olarak
boyandilar. Parlak pembe olarak boyanan basillerin goruldigi ornek icin sonug
‘ARB (+)’ olarak verildi. Bir 6rnegin ‘ARB (-)‘oldugunu sodyleyebilmek icin en az
300 objektif alani tarandi ve basillerin gorilmemesi halinde negatif olarak

raporlandi. Sonuglar tablo 2’ye goére degerlendirildi.
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Sekil 2. ARB basillerinin 15tk mikroskobu ile gorinimd

3.1.2. Auramin O floresan boyama yontemi
Bizim calismamizda hazir ticari QBC F.A.S.T.™ Auramin O boya Kkiti
kullanildi.
Kit icerigi sunlardan olusmaktadir;
Auramin O boyasi (<%10 Fenol ve Auramin-O)

Boya giderici (>%99 etanol ve <%0.5 hidroklorik asit)

Calisma prosedurd;
Onceden hazirlanmis olan yayma preparat iic kez atesten gegcirilerek fikse
edildi.
15-25 °C’de saklanmis olan boyalar iyice calkalandi.
Tum lam yizeyi Auramin O boyasi ile kaplandi ve 1 dakika beklendi.
Ardindan distile su ile yikandi.
Yikama sonrasi Uzerine hazir asit alkol solisyonu dokilerek 1 dakika
beklendi.
Distile su ile butln preparatlar iyice yikandi ve Uzerlerinde kalan fazla su
giderildi.
Tum preparatlar oda 1sisinda kendiliginden kurumaya birakildi.
Kuruyan preparatlar 40x ve 100x luk objektif ile QBS ParaLens LED
floresan mikroskop ile incelendi. Auramin-O ile boyanan preparatlar LED
floresan mikroskobunda 40x buyttme ile incelenerek alan taramasi yapildi.
Bu sekilde bulunan bakteriler immersiyonlu objektif ile incelendi.
Karanlik zemin Gzerinde parlak yesil-sari renkte gortlen basiller ARB olarak
kabul edildi.
Tablo 2’ye gore degerlendirme yapildi.
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Sekil 3. ARB basillerinin LED-FM ile gérinimu

3.1.3. Lowenstein- Jensen kati kultir yontemi

Calismamizda BBL™ LoJwenstein-Jensen hazir kati besiyeri kullanildi.
Homojenizasyon — dekontaminasyon — konsantrasyon islemi sonunda elde edilen
stispansiyondan 0.5 ml alinarak Lowenstein-Jensen besiyerine ekimi yapildi. EKim
yapilan besiyerleri 37°C’de kapa@i kapali sekilde bir gece yatik birakildiktan sonra
ertesi gln kapagi gevsetilerek 24 saat boyunca dik olarak bekletildi.daha sonra
kapagi sikica kapatildi ve sekiz hafta boyunca besiyerleri haftada bir kez kontrol

edilerek Gremenin olup olmadigi incelendi.

Sekil 4. L-J besiyerinde mycobacterium Uremesi

3.1.4. BACTEC MGIT 960 sivi kultur sistemi
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Bu calismada Modifiye Middlebrook 7H9 ve floresan indikatorii baglanmis
silikon iceren hazir MGIT tipleri (BBL™MGIT™) kullanildi.
MGIT 960 tipd, 7.0 ml modifiye 7H9 sivi (broth) bazi igerir. 1000 ml saflastiriimis
su basina yaklasik formil asagidakileri icerir:
Modifiye Middlebrook 7H9 sivi bazi 5.9 g
Kasein pepton 1.25 g
Tupun altinda, silikon icine yerlestirilmis floresan bir sensér mevcuttur.
Besiyerine herhangi bir ekleme yapmaya hazir hale gelinceye kadar, kapaklari kapali
tutuldu. Kapagr mumkin oldugunca kisa bir siire agik birakmaya 6zen gosterildi. Bu
besiyeri OADC (oleic asid-albumin-dextroz-katalaz) ile zenginlestirilmistir.
Antimikrobiyal olarak PANTA kullaniimistir.
BBL MGIT PANTA sisesi, antimikrobiyal ajanlarin liyofilize karisimini icerir.
Liyofilize PANTA Sisesi igin Yaklasik Formali:

POIMIKSIN B ..o 6,000 Unite
Trimethoprim ..o 600 ug
AMFOLeriSin B ..o 600 ug
AZIOSIIN (e 600 g
NalidiksiK aSit .......ccocevveiiiiiieiie e 2,400 ug

PANTA’nIn sivilastiriimasi;

MGIT PANTA, 15.0 ml MGIT c¢ogaltma destegi ile sivilastirilip, tamamen
cozlnlnceye kadar karistirildi. Her bir MGIT tipine bu zenginlestirmeden 0.8 ml
eklendi. Sivilastirlan PANTA’y! iceren zenginlestirme, 6rnedin ekiminden Once
MGIT besiyerine eklendi. PANTA/zenginlestirme karisimi, érnegin ekiminden sonra
eklenmemelidir.

MGIT besiyerinin ekilmesi

MGIT tlpleri 6rnek numarasi ile etiketlendi.

Her bir MGIT tupune 0.8 ml MGIT c¢ogaltma deste§i/PANTA aseptik olarak

eklendi (Ayarlanabilir bir pipetorin kullaniimasi Onerilir).

Bir steril pipet veya bir transfer pipeti kullanarak iyi karistiritimis, islemden

gecirilmis/konsantre edilmis drnegin 0.5 ml’ye kadar miktari uygun sekilde
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etiketlenmis MGIT tipune eklendi. Her bir 6rnek icin ayri bir pipet veya
pipet ucu kullanildi.
Tupin kapag! hemen tekrar sikica kapatildi ve tlp birkag kez ters cevrilerek
karistirildi.
Tipler ve kapaklari mikobakterisid dezenfektanla silindi.
Tum bu islemler biyoguvenlik kabininde gahisildi.

Inkiibasyon

Inkiibasyon Sicakligi:

Etiketlenen butin MGIT (7 ml) tlpleri, her bir tip tarandiktan sonra BACTEC

MGIT 960 cihazina girildi. inkiibasyon sirasinda kapagin sikica kapali tutulmasi ve

tipin calkalanmamasi 6nemlidir. Bu, besiyerindeki oksijen gradyaninin muhafaza
edilmesine yardimci olacaktir. Cihaz 37°C+1°C sicaklii muhafaza eder.
M.tuberculosis icin optimum ¢ogalma sicakligi 37°C oldugundan, sicakligin 37°C’ye
yakin olmasi saglandi.

Inkiibasyon uzunlugu:

MGIT tipleri, cihazin bunlari pozitif olarak gdstermesine kadar inkibe edildi.
Maksimum alti (6) hafta sonunda, ¢ogalma olmamasi halinde cihaz tupleri negatif
olarak isaretlediginden bunlar negatif olarak rapor edildi.

Pozitif kalttrlerin degerlendirilmesi

Bir MGIT tipu pozitif olarak belirlendikten sonra, yayma hazirlandi ve karbol
fuksin boyasi ile boyandi.

Temiz bir lam kullanildi.

Pozitif érnek tlpd vorteks uygulanarak karistirildi ve ardindan steril bir pipet
kullanilarak lam UGzerine 1-2 damla koyuldu ve kugcik bir alana yayildi
(yaklasik 1 % x 1 cm).

Yayma havada kendiliginden kurumak Gzere bekletildi.

Birkac kez alev tizerinden gecirerek yayma sabitlendi.

Yayma Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile boyandi. Yayma havada
kendiliginden kurumak tzere bekletildi.

Boyanmis ve tamamen kurutulmus yaymayi disiik biyttmeli objektif altinda
inceleyerek boyali bakteriler gortlmeye calisildi. Ayrintili inceleme icin

immersiyon objektifine gegildi.
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MGIT tipunde pozitiflik veren drnekte ilk giin basil gorilmemesi halinde , ¢

gun Gst Uste ayni sekilde preparat hazirland;

(-)ARB basil........ ARB remedi seklinde rapor edildi.

(+)ARB beasil........ Mycobacterium tuberculosis tiplendirme kard testi
yapildi.

Kard test:

Her bir o6rnek icgin tek kullanimhk hazir stripler halinde bulunur. Test,
mikobakteri tirtine karsi antikor iceren kontrol cizgisinden (C) ve MPT64 antijenine
karsi spesifik monoklonal antikor igeren ¢gizgiden (T) olusmaktadir.

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

oda sicakligina getirildi.

Oda sicakligina gelen strip kullanmadan hemen 6nce acildi ve diiz bir zemine

yerlestirildi.

Pozitif MGIT tlpla 10-15 sn vortexlendi ve 100 pl alinip steril bir pipetle

diizgiince 6rnek kuyucuguna yerlestirildi.

15 dk bekletildi (maksimum 60 dakika).

Daha sonra sekil 5’teki gibi degerlendirildi.

M.tuberculosis tanimlanmasi igin tek kullanimlik hazir strip

M.tuberculosis negatif /MOTT pozitif
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M.tuberculosis pozitif

Sekil 5. M.tuberculosis tanimlanmasinda kullanilan kard test yorumlanmasi

Sekil 5’te goraldugi gibi sadece kontrol cizgisinin belirginlesmesi bu
bakterinin M.tuberculosis olmadigini, MOTT basili oldugunu dustndirdi. Sadece T
cizgisinin belirginlesmesi ise kard testin calismadigini gosterdi, gecersiz olarak
degerlendirildi.

Kontaminasyonun saptanmasi:

Kontamine edici bakterilerin gogalmasi pozitif floresanlikla sonuglandigindan
bitiin floresan pozitif MGIT tipleri gorsel olarak tirbidite acisindan incelendi ve bir
ARB yaymasi hazirlandi.

Kontaminasyonun varligi asagidaki yontemle teyit edildi:

Bir yayma hazirlandi ve Ziehl-Neelsen boyasi ile boyandi. Yayma Uzerinde

aside direngli olmayan diger bakterilerin veya mantar elemanlarinin varligi

bize kontaminasyonu disundurdu.

Kanli agara pasaj yapildi. Kltiirler 35°C + 1°C’de inkiibe edildi ve 24-48

saat sonunda incelendi. Kontamine edici ¢ogalma géruldiginde, yine gram

ve ZN boyasi ile dogrulandi.

Kontaminasyon, besleme sivisindan negatif ARB yaymasi ile

dogrulandiginda, 6rnek kontamine olarak degerlendirildi.

Kontamine MGIT Tiplerinin Yeniden islenmesi: Kontamine MGIT tipleri,

tekrar dekontamine ve konsantre edilip yeni MGIT tiplerine ekimleri yapilarak

cihaza yerlestirildi.
3.2. Sonuglarin istatistiksel Analizi

Calismamizda elde edilen veriler metodolojik arastirma yontemleri ile
degerlendirilmis olup duyarhhk, 6zgullik, pozitif prediktif deger, negatif prediktif
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deger, yanhs pozitiflik orani, yanhs negatiflik orani ve dogruluk orani analizleri
yaptmistir.

Tablo 3. Sonuglarin karsilastiriimasi

Tarama testi Altin standart test Altin standart test Toplam
pozitif negatif

Pozitif X Y X+Y

Negatif Z W Z+W

Toplam X+Z Y+W X+Y+Z+W

A) Sensitivite (Duyarhhk): Bir testin uygulandigi toplulukta gercekten hasta
olanlari saptayabilme guctdur(61).
Duyarlilik = X/(X+2)

B) Spesifite (Ozgullik): Testin tarama yapilan toplulukta incelenen hastalik
acisindan saglam kisileri saptayabilme glcldur(61)
Ozgullik = W/(Y+W)

C) Pozitif prediktif deger (Gercek pozitiflik): Testin uygulandigi toplulukta
pozitif sonucu olanlarin gercekte hasta olma olasihgidir(62)
Pozitif prediktif deger = X/(X+Y)

D) Negatif prediktif deger (Gercek negatiflik): Testin uygulandigi toplulukta
negatif sonucu olanlarin gergekte hasta olmama olasihgidir(62)
Negatif prediktif deger = W/(Z+W)

E) Yanlis pozitiflik orani: Testin gercek saglamlar icinden hatali olarak hasta

dedigi olgulardir (62).
Yanlis pozitiflik hizi = 1-[W/(Y+W)]
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F) Yanhs negatiflik orani: Testin gercek hastalar iginden hatali olarak saglam
dedigi olgulardir (62).
Yanlhs negatiflik hizi = 1-[X/(X+2Z)]

G) Dogruluk: Gergekte testin hasta ve saglam olarak toplam dogru tani oranina
denir (62).
Dogruluk = (X+W)/(X+Y+Z+W)

4. BULGULAR

Bu calismaya Dicle Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
tiberklloz yoninden incelenmesi igin gonderilen 758 cesitli hasta drnekleri dahil
edildi. Gonderilen klinik 6rnekler direk mikroskobi (EZN ve Auramin O) ve kiltir
(Léwenstein-Jensen ve Bactec MGIT) yoninden karsilastirmali olarak incelendi.
Calismaya dahil edilen 758 hastanin 308’1 (%41) kadin, 450°si (%59) erkekti.

M 1. Erkek
W 2. Kadin

Sekil 6.TUm hastalarin cinsiyete gore dagilimi

Calismada; 9’u mide aclik sivisi (MAS), 10’u doku materyali, 23’0 abse, 9’u
beyin omurilik sivisi (BOS), 36°sI idrar, 5’i peritoneal lavaj sivisi, 29’u plevral mayi,
35’1 postbronkoskopik balgam, 69’u bronkoalveolar lavaj ve 533’0 balgam olmak
lzere toplam 758 hasta 6rnegi degerlendirildi(Tablo 4).

Tablo 4. Klinik érneklerin dagilimi
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Klinik 6rnek Incelenen 6rnek sayisi

Balgam 533
Bronkoalveolar lavaj 69
Postbronkoskopik balgam 35
Doku 10
Beyinomurilik sivisi 9

Abse 23
Mide aglik sivisi 9

idrar 36
Plevra 29
Peritoneal lavaj sivisi 5

Dicle Universitesi Tip Fakiltesi  Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilen 758 hasta 6rneginin incelenmesi sonucunda 758 6rnekten 51°i (%6.7)
EZN Dboyama yontemi ile, 90’1 (%11.8) Auramin O boyama yontemi ile, 96’si
(%12.6) BACTEC MGIT 960 sivi kultir sistemi ile ve 87 tanesi de (%11.4)
Lowenstein —Jensen kati besiyeri kiltur sisteminde ARB acisindan pozitif bulundu.

incelenen 533 balgam &rneklerinin timi EZN ve Auramin-O boyama
yontemi ile boyanmis olup; 43’0 (%8) EZN boyama yoéntemi ile,75’i (%14)
Auramin-O boyama yontemi ile; 69 BAL o&rneginin 3’0 (%4.3) EZN boyama
yontemi, 6’s1 (%8.6) Auramin-O boyama yontemi ile; 35 postbronkoskopik balgam
orneginin 1’i (%2.8) EZN boyama ydntemi, 1’1 (%2.8) Auramin-O boyama yontemi
ile; 9 mide aclik sivisi 6rneginin 1’i (%11) sadece EZN boyama yontemi ile; 10 doku
orneginin 1’i (%10) sadece Auramin-O boyama yontemi ile; 23 abse ¢rneginin 1’i
(%4.3) EZN boyama yontemi, 2’si (%8.6) Auramin-O boyama yontemi ile; 36 idrar
orneginin 3’0 (%8.3) sadece Auramin-O boyama yontemi ile ve 29 plevra érneginin
2’si (%6.8) EZN boyama yontemi, 2’si (%6.8) Auramin-O boyama yontemi ile aside
direncli bakteriler agisindan pozitif bulunmustur. Beyin omurilik sivisi ve periton
orneklerinde ise her iki yontemle ayri boyanan preparatlarda aside direncli bakteri
goralmemistir.

Butlin klinik 6rnekler g6z onlne alindiginda 758 6rnegin, EZN boyama

yontemi ile 51’1 (%6.7), Auramin-O boyama yontemi ile 90’1 (%11.8) aside direncli
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bakteriler yonunden pozitif bulunmustur. Preparat sonuclari ile ilgili bulgular Tablo

5’te belirtilmistir.

Tablo 5. incelenen klinik 6rneklerin preparat sonuglari

Klinik 6rnek EZN(+) Auramin-O(+)
Sayli % Sayi %
Balgam n =533 43 8 75 14
Postbronkoskopik  n =35 1 2.8 1 2.8
balgam
Bronkoalveolar n =69 3 4.3 6 8.6
lavaj
Mide aglik sivisi n=9 1 11 - -
Doku n =10 - - 1 10
Abse n=23 1 4.3 2 8.6
BOS n=9 - - - -
idrar n =36 - - 3 8.3
Periton n=5 - - - -
Plevra n=29 2 6.8 2 6.8
Toplam 758 51 6.7 90 11.8

Mikobakteriyolojik inceleme amaciyla laboratuvara gonderilen Kklinik

orneklerin Lowenstein-Jensen ve Bactec MGIT 960 besiyerinde kalttrh yaptimistir.
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Gonderilen drneklerden; 533 balgam drneginin 77°sinin (%214.4) mikobakteriyolojik
kaltard pozitif  bulunmustur. Kultird pozitif 77 balgam 6rneginin 13’0 (%2.4)
sadece Bactec MGIT besiyerinde, 3’0 (%0.5) sadece Lowenstein-Jensen besiyerinde,
61’i (%11.4) hem Bactec MGIT 960 besiyerinde, hem de Lowenstein-Jensen
besiyerinde uretilmistir.

69 bronkoalveolar lavaj 6rneginin 9’u (%13) kiltirde Ureme gostermistir. Bu
orneklerin 1’i (%1.4) sadece Léwenstein-Jensen besiyerinde, 8’i (%11.5) hem Bactec
MGIT 960 besiyerinde hem LoOwenstein-Jensen besiyerinde Gretilmistir. Sadece
Bactec MGIT 960 besiyerinde tGreme gosteren drnek belirlenmemistir.

35  postbronkoskopik balgam &rneginin  7’si (%20) kdlturde reme
gostermistir. Bu orneklerin 1’i (%2.8) sadece Bactec MGIT 960 besiyerinde, 6’sl
(%17.1) hem Bactec MGIT 960 besiyerinde hem LoOwenstein-Jensen besiyerinde
uretilmistir.  Sadece Lowenstein-Jensen besiyerinde  lreme gosteren 0Ornek
belirlenmemistir.

9 mide aclik sivisi 6rneginin 1’inde (%11.1) treme belirlenmis ve bu 6rnek
hem Bactec MGIT 960 besiyerinde hem Lowenstein-Jensen besiyerinde Gremistir.

23 abse Orneginin 3’Unde (%13) Ureme belirlenmis ve bu o6rnekler hem
Bactec MGIT 960 besiyerinde hem LOwenstein-Jensen besiyerinde Ureme
gostermistir.

36 idrar drneginden 2’si (%5.5) Loéwenstein-Jensen besiyerinde Gremistir.

10 doku 6rneginin 1’i (%10) Bactec MGIT 960 besiyerinde Gremistir.

29 plevral mayi 6rneginin 2’sinde (%6.8) Ureme gozlenmis, bu érneklerin
hem Bactec MGIT 960 besiyerinde hem LoOwenstein-Jensen besiyerinde Uremesi
olmustur.

Sonug olarak 102 kiltir (+) ornegin 15’i (%14) sadece Bactec MGIT 960
besiyerinde, 6’s1 (%5.8) sadece Lowenstein-Jensen besiyerinde, 81°i (%79.4) ise hem
Bactec MGIT 960 besiyerinde hem de LOwenstein-Jensen besiyerinde Ureme
gostermistir(Tablo 6).

758 klinik 6rnekten kiltur pozitif olarak tanimlanan 102 mikobakteri susuna
kard test uygulanmis ve bu suslar M.tuberculosis kompleks ve MOTT basilleri olarak
tanimlanmistir.102 mikobakteri susunun 91’1 (%89.2) M.tuberculosis kompleks,
11’1 (%10.7) MOTT basili olarak tanimlanmistir. MOTT basillerinin 8’i sadece
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MGIT besiyerinde, 3’U de sadece LJ besiyerinde Greme gostermistir. Kultur pozitif
MOTT olarak degerlendirilen 11 6rnekten 3’0 sadece Auramin-O ile, 2’si hem
Auramin-O ile hem de EZN yontemi ile pozitif olarak bulunmustur. Diger 6 6rnek

ise herhangi bir mikroskopi yontemi ile saptanamamistir.

Tablo 6. Kdltir pozitifligi yoninden Bactec MGIT 960 ve LoOwenstein-Jensen

besiyerinden alinan sonuglarin karsilastiriimasi

Sadece Bactec Sadece L-J Bactec MGIT Toplam
MGIT 960 960+ L-J
Balgam 13 3 61 77
Bronkoalveolar - 1 8 9
lavaj
Postbronkoskopik 1 - 6 7
balgam
Mide aglhik sivisi - - 1 1
Abse - - 3 3
idrar - 2 - 2
Doku 1 - - 1
Plevral mayi - - 2 2
Toplam 15(%14) 6(%05.8) 81(%79.4) 102

EZN ve Auramin O boyama yontemleri, preparatlarin boyanma sureleri ve
mikroskopta incelenme sireleri bakimindan karsilastirildi ve bir seferde 10 preparat
boyandiginda EZN icin boyama siresi ortalama 10 dakika, Auramin O boyama

yontemi icin ise ortalama 3 dakika olarak hesaplandi. EZN ile boyanan preparatlar
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1Stk mikroskobunda ortalama 3.8 dakikada incelenirken, Auramin O ile boyanan
preparatlar LED floresan mikroskop ile ortalama 1.7 dakikada incelendi.

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji  Laboratuvari’nda
calistlan 758 hasta 6rneginden BACTEC MGIT 960 sivi kultir sisteminde tespit
edilen 96 (%12.6) pozitif kultirin 49°u (%6.4) EZN boyama yontemi ile pozitif
bulundu. EZN boyama yontemi ile pozitif saptanan 2 klinik 6rnegin ise BACTEC
MGIT 960 sivi kiltir sisteminde tGremedigi tespit edildi. 660 hasta érneQi ise her iki
yontemde de negatif bulundu (Tablo 7).

Tablo 7. BACTEC MGIT 960 ve EZN sonuclarinin karsilastiriimasi

BACTECMGIT BACTECMGIT Toplam

960 (+) 960 (-)
EZN (+) 49 2 51
EZN (-) 47 660 707
Toplam 96 662 758
Duyarlilik : %51.04 Yanlhis pozitiflik hizi: %0.3
Ozgulluk : %99.7 Yanhs negatiflik hizi: %49
Pozitif prediktif deger : %96.08 Dogruluk: %93

Negatif prediktif deger : %93.35

Laboratuvarimizda ¢alisilan 758 hasta 6rneginden BACTEC MGIT 960 sivi
kaltur sisteminde tespit edilen 96 (%12.6) pozitif kalturin 65’i (%8.5) Auramin-O
boyama yontemi ile pozitif bulundu. Auramin-O boyama yoéntemi ile pozitif
saptanan 24 Kklinik érnegin ise BACTEC MGIT 960 sivi kulttr sisteminde tremedigi
tespit edildi. 637 hasta drnegi ise her iki yéntemde de negatif bulundu (Tablo 8).
Tablo 8. BACTEC MGIT 960 ve Auramin-O sonuglarinin karsilastiriimasi
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BACTECMGIT

BACTECMGIT Toplam

960 (+) 960 (-)
Auramin-O (+) 65 35 90
Auramin-O (-) 31 637 668
Toplam 96 662 758

Duyarlilik : %67.71

Ozgillik : %94.79

Pozitif prediktif deger : %65
Negatif prediktif deger : %95.36

Yanls pozitiflik hizi: %3.7
Yanlis negatiflik hizi: %32.2
Dogruluk: %92.61

Laboratuvarimizda calisilan 758 hasta érneginden Ldwenstein-Jensen Kkati

besiyeri kiltir sisteminde (remesi tespit edilen 87(%11.4)  kultlrin 47’si (%6.2)

EZN boyama yontemi ile pozitif bulundu. EZN boyama yontemi ile pozitif saptanan

4 ornegin ise Lowenstein-Jensen kati besiyeri kiltlr sisteminde tremedigi tespit

edildi. 667 hasta 6rnegi ise her iki yontemde de negatif bulundu (Tablo 9).

Tablo 9. L-J ve EZN sonuclarinin karsilastiriimasi

Lowenstein Lowenstein — Toplam
Jensen (+) Jensen (-)
EZN (+) 47 4 51
EZN (-) 40 667 707
Toplam 87 671 758

Duyarlilik : %54.02
Ozgiillik : %99.4

Yanhs pozitiflik hizi: %5
Yanlhis negatiflik hizi: %45.9
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Pozitif prediktif deger : %92.16 Dogruluk: %94.1
Negatif prediktif deger : %94.34

Cahisilan 758 hasta 6rneginden  Lowenstein-Jensen kati besiyeri kaltor
sisteminde tespit edilen 87 (%11.4) pozitif kalturin 59°u (%7.7) Auramin-O
boyama yontemi ile pozitif bulundu. Auramin-O boyama yontemi ile pozitif
saptanan 31 klinik 6rnegin ise LOowenstein-Jensen kati besiyeri kultir sisteminde
uremedigi tespit edildi. 640 hasta 6rnegi ise her iki yontemde de negatif bulundu
(Tablo 10).

Tablo 10. L-J ve Auramin-O sonuglarinin karsilastiriimasi

Loéwenstein — Lowenstein — Toplam

Jensen (+) Jensen (-)
Auramin-O (+) 59 31 90
Auramin-O (-) 28 640 668
Toplam 87 671 758
Duyarlilik : %67.82 Yanhs pozitiflik hizi: %4.6
Ozgulluk : %95.38 Yanlis negatiflik hizi: %32.1
Pozitif prediktif deger : %65.56 Dogruluk: %92.2

Negatif prediktif deger : %95.81

Sonug olarak ¢alismamizda incelenen 758 6rneg@in 102’sinde kultlr pozitifligi
saptanmistir. EZN boyama yontemi ile, kiltur pozitif 102 6rnegin 50’sinde (%49),
kultir negatif 656 drnegin ise 1’inde (%0.1) ARB gorilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. EZN boyama ydntemiyle kiiltir sonuclarinin karsilastiriimasi

Kdaltir (+) Kdalttr (-) Toplam

n % n % n %
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EZN (+) 50 (%49) 1 (%0.1) 51 (%6.7)
EZN (-) 52 (%51) 655  (%99.9) 707 (%93.3)

Toplam 102 (%100) 656  (%100) 758  (%100)

Auramin-O boyama yontemiyle, kiltiur pozitif orneklerin % 64.7’sinde
(66/102), kadltir  negatif ~ Orneklerin  ise  %3.6’sinda  (24/656) ARB
saptanmistir(Tablo12).

Tablo 12. Auramin-O boyama yontemiyle kulttr sonuclarinin karsilastiriimasi

Kaltar (+) Kdalttr (-) Toplam

n % n % n %
Auramin-O (+) 66  (%64.7) 24 (%3.7) 90 (%11.9)
Auramin-O (-) 36  (%35.3) 632  (%96.3) 668  (%88.1)
Toplam 102  (%100) 656  (%100) 758 (%100)

incelenen tiim 6rneklerde her iki boyama yontemine ait sonuclar birlikte
degerlendirildiginde duyarlihik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerler, yanhs
pozitiflik ve negatiflik degerleri Tablo 13’te gosterilmistir.
Tablo 13. EZN ve Auramin-O boyama ydntemlerinin duyarhilik, 6zgillik, pozitif ve

negatif belirleyicilik degerleri

EZN(%0) Auramin-O(%o)
Duyarlilk 49 64.71
Ozgulluk 99.85 96.34
Pozitif prediktif deger 98.04 73.33
Negatif prediktif degeri 92.64 94.61

57



Yanlis pozitiflik hizi 0.1 3.6
Yanlis negatiflik hizi 50.9 35.2
Dogruluk 93 92

Boyama yontemlerinin ortak sonuclari ile kiltir yontemlerinin ortak
sonuclari degerlendirildiginde kultiirde Gremesi saptanan 102 6rnegin 70 tanesi
boyama yontemlerinin herhangi birisi ile de pozitif olarak saptandi. Boyama
yontemleri ile pozitif saptanan 25 6rnegin ise kultirde Uremedigi belirlendi. 631
klinik 6rnek ise her iki yontemde de negatif olarak belirlendi(Tablo 14).

Tablo 14. Kiltur ve boyama yontemlerinin ortak sonuglarinin karsilastiriimasi

Kdaltir (+) Kdalttr (-) Toplam
Direk 70 25 95
mikroskopi(+)
Direk 32 631 663
mikroskopi (-)
Toplam 102 656 758
Duyarlilik : 68.63 Yanhs pozitiflik hizi : 3.8
Ozgulluk £ 96.19 Yanhs negatiflik hizi: 31.3
Pozitif prediktif deger : 73.68 Dogruluk 1924

Negatif prediktif deger: 95.17
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5. TARTISMA

Akciger tuberkilozunun tanisi bakteriyolojiktir; bazi durumlarda tani
histopatolojik yontemlerle de konulabilir. Hastaligin tanisinda asido resistan
bakterilere yonelik 6zel boyama yontemleri sensitivite tartismalarina ragmen, 120
yili askin streden beri bugun hala en hizli ve en ekonomik yontem olarak
kullaniimaktadir. Tanida ¢igir acacagi umudu ile 1990°l yillarin basindan itibaren
rutin kullanilmaya baslanan molekuler teknikler beklentileri karsilayamamis, klasik
kaltar yontemleri altin standart olarak yerini korumaya devam etmistir. Tanida
kullanilan molekiiler biyolojik tekniklerin pahaliligi bir dezavantajdir.

Tuberkllozun tanisinda molekiler yontemler oldukga hizli olmalar ve
tanimlama araliginin genisligi ile, kullanim alani bulmustur. Etkenin saptanmasi,
uretilen bakteri tarindn tiplendirilmesi, antimikrobiyal ilaclara direncli olup
olmadiklarinin arastirtimasi PCR yo6ntemi ile mimkun olabilir. Fakat PCR’In;
yalanci pozitif ve negatiflik gosterebilmesi, deneyimli personel, hassas ¢alisma, uzun
stre, Ozel laboratuvar alt yapisi, ekipman ve yiksek maliyet gerektirmesi, is
yogunlugunun fazla olmasi, sonuclarin deneyimli Kisiler tarafindan yorumlanmasini
gerektirmesinden dolayi rutinde pek kullanimi yoktur. Tiberkiloz tanisinda EZN
boyama ile direk mikroskobik inceleme ve geleneksel kultir yontemleri (
Lovenstein-Jensen, Middle brook 7H9, 7H10, 7H11, 7H12) hala en sik tercih edilen

yontemlerdir.

59



Direk mikroskobik inceleme, klinik drneklerde aside direncli basil saptanmasi
amactyla kullanilan en basit, ucuz ve hizli yéntemdir.Calismayi yapan Kisinin
tecriibesi, materyalin tirt ve yayma kalinhgi gibi faktorler mikroskobik inceleme
sonuclarini etkileyebilmektedir. Klinik rneklerde aside direncli bakteri gortlmesi
ornegin mililitresinde en az 5000 basil oldugu anlamina gelmektedir(63).

Tuberkuloz etkeni mikroorganizmalarin etrafinda balmumu tabakasi
bulunmasi, bunlarin normal boyama yontemleriyle boyanma olanadini ortadan
kaldirmaktadir.Bu nedenle tberkiloz etkenleri karbol fuksin boyama yontemleri ile
boyanmaktadir. Boya icerisine fenol konur, alttan hafifce isitilarak balmumu tabakasi
yumusatilir. Bdylece boyayr kolayca alir, asit alkolle karsilastiginda boyayi
birakmaz. Bu preparatlar 1sitk mikroskobunda kolayca incelenirken, bu boyama
yontemlerine alternatif fluorokrom ( auramin O, auramine rhodamine ) boyama
yontemleri de kullaniimaya baslanmistir. Fluorokrom boyama yontemiyle hazirlanan
preparatlar floresan mikroskobunda incelenebilmektedir.

Fluorokrom boyamada ana ilke fenollii fuksin yerine floresans boyalarin
kullaniimasidir. Bu boyama yontemlerinde, daha kiicuk bir blyitme ile daha genis
bir alan taranabilir ve preperatin taranmasi igin gereken zaman azalir. Bu nedenle
Ozellikle zaman problemi olan ve fazla sayida hasta 6rneginin islendigi
laboratuvarlarda fluorokrom boyama yontemleri tercih edilmektedir.

Son 10 yildir balgam 6rnekleri EZN boyama yaninda floresan mikroskop
teknigi ile de incelenmektedir. Floresan mikroskop teknigi EZN ile
karsilastirildiginda daha duyarli oldugu ve zaman agisindan da daha kazancli oldugu
belirtilmektedir. Vakalarin goraldigu Ulkelerin az gelismisligi g6z 06nlne
alindiginda, kompleks mikroskop ve lamba 15191 gibi sistemlerin kullaniimasi, 6zel
karanlik oda gerektirmesi gibi maliyetli harcamalar ve zorluklar, engel teskil
etmektedir(4).

Konvansiyonel 1sitk mikroskoplari hizli ve spesifik olmasina ragmen
sensitivitenin distk olmasi, FM tekniginin 1sik mikroskobuna yakin spesifikligi,
buna ragmen preparat taramada yiksek sensitivite gostermesi bir avantaj olarak
goralebilir.

Tuberkiloz basilinin varliginin belirlenmesine yonelik bir ¢ok laboratuvar

testi mevcut olup bu testlerin etkinlikleri karsilastirmali olarak arastiriimakta ve en
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dogru sonucu en kisa sirede verebilecek testler belirlenmeye calisiimaktadir. Bu
amac dogrultusunda bilim insanlarinin yaptiklari bazi calismalarla elde ettikleri bir
takim bilgiler asagida verilmistir.

Tarhan ve ark. (64) yaptiklar calismada 311 balgam 6érneginden 103’0nin
(9%33.1) kiltirde tGreme gosterdigini belirtmisler, kultlr pozitif 89 (%86.4) 6rnegi
EZN boyama yontemi ile de pozitif bulduklarini ifade etmislerdir. Kiltur pozitifligi
tespit edilen 14 (%13.6) balgam o6rnegini ise EZN yontemi ile negatif bulmuslar.
EZN yontemiyle tespit ettikleri 8 (%3.8) pozitif balgam 6rneginin ise kiltiirde Greme
gostermedigini belirtmislerdir. 200 (%64.3) balgam Orneginin ise kiltir ve EZN
yontemlerinin her ikisinde de negatif oldugunu ifade etmislerdir. Bu sonuglar
dogrultusunda kaltur testini referans aldiklarinda EZN icin spesifite %96.2,
sensitivite %86.4 olarak bulunmustur. Ayni c¢alismada Auramine-Rhodamine
boyama yontemini de kullanmislar ve kiltirde treme gosteren 103 6rnekten sadece
77’sinde (%74.8) pozitiflik tespit ettiklerini, 26’sinin (%25.2) negatif oldugunu
saptamislardir. Kiltirde Greme saptanmayan 24 (%11.5) 6rnegin ise Auramine-
Rhodamine boyama yonteminde pozitif gérildigind, 184 (%59.1) érnegin ise her iki
yontemde de negatif oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuclara gore kultlri referans test
kabul ederek Auramine-Rhodamine boyama yontemi icin spesifiteyi %88.5,
sensitiviteyi ise %74.8 olarak bulmuslardir.

Yildiran ve ark. (65) 27519 klinik 6rnegin yayma ve kultir sonuglarini
degerlendirmisler ve 1702 (% 6.2) ornegi klltir acgisindan pozitif bulmuslardir.
Kiltdr pozitif 1221 (% 71.8) 6rnegin yayma preparatlarinin da pozitif oldugunu
belirtmigslerdir. Kiltura referans yontem alarak EZN boyama yontemi icin duyarlilik,
0zgullik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degeri sirasiyla % 71.8, % 98.8,
% 79.6 ve % 98.2 olarak bildirilmistir.

Uzun ve Kasimoglu (66) yaptiklari calismada 346 klinik ornegi; EZN,
Auramine-Rhodamine ve kultir yoninden karsilastirmislar ve galismalarina dahil
ettikleri 346 klinik 6rnekten 48 (%13.8) tanesinin kultlrinl pozitif bulmuslar. EZN
boyama yontemiyle 24 (%6.9) pozitiflik, fluorokrom boyama yoéntemiyle ise 26
(%67.5) pozitiflik tespit ettiklerini bildirmislerdir. Fluorokrom boyama yontemi icin
sensitiviteyi %50, spesifiteyi %99.3, pozitif prediktif degeri %92.3, negatif prediktif
degeri %92.5, EZN boyama yoéntemi icin ise sensitiviteyi %41.6, spesifiteyi %98.9,

61



pozitif prediktif degeri %86.9, negatif prediktif degeri %91.3 olarak bulmuslardir.

Ozekinci (67) 340 klinik ornekle yaptigi arastirmada kiltiirii referans yontem
alarak sensitiviteyi; EZN boyama yontemi icin % 38.2, Fluorokrom boyama yontemi
icin % 52.9, spesifiteyi; EZN boyama yontemi icin % 99, Fluorokrom boyama
yontemi icin % 100, pozitif prediktif degeri; EZN boyama yontemi icin % 81,
Fluorokrom boyama yodntemi icin % 100, negatif prediktif degeri EZN boyama
yontemi icin % 93.5, Fluorokrom boyama yontemi icin % 95 olarak bildirmistir. 340
Klinik ornekten izole edilen 34(% 10) mikobakteri susunun 2’sini (%5.9) MOTT
basili olarak, 32’sini de (%94.1) M.tuberculosis kompleks olarak tanimlamistir.

Demirol (68) 291 drnekle yaptigi calismada kultlr yontemini referans alarak
Auramin-Rhodamine icin sensitiviteyi%?94.7, spesifiteyi %98, pozitif prediktif degeri
%78.2, negatif prediktif degeri %99.6 olarak bulmustur. EZN boyama ydntemi igin
ise sensitiviteyi %68.4, spesifiteyi %99.6, pozitif prediktif degeri %92.8, negatif
prediktif degeri %97.7 olarak bulmustur. Kiltirde Greme oranini %6.5 olarak tespit
etmistir.

Durupinar ve ark. (69) 383 klinik 6rnek dahil ettikleri calismada, kultur
referans yontem olmak Uzere sensitiviteyi EZN boyama yontemi icin % 57.1,
Fluorokrom boyama yontemi icin % 73.6, spesifiteyi; EZN boyama ydntemi igin %
99.6, Fluorokrom boyama yontemi icin % 97.6 olarak bildirmislerdir.

Githui ve ark. (70) 1480 klinik 6rnek dahil ettikleri ¢alismalarinda kilturd
altin standart olarak degerlendirmisler ve 6zgullugu Fluorokrom boyama igin % 97,
EZN boyama icin ise % 96 olarak bulmuslar, sensitiviteyi ise Fluorokrom boyama
icin % 80, EZN boyama igin ise % 65 olarak bulmuslardir.

Ndugga ve ark. (71) calismalarina dahil ettikleri 993 klinik drnegin 554’ inlin
(% 56) kultirinde pozitiflik belirlediklerini, 332 (% 59.9) 6rnekte EZN boyama
yontemiyle pozitiflik saptadiklarint ve 440 (% 77.6) Ornekte de floresan yontem
kullanarak pozitiflik tespit ettiklerini belirtmislerdir. Sonu¢ olarak EZN boyama
yontemi icin spesifiteyi % 98.2, Fluorokrom boyama yontemi icin ise % 98.4 olarak
belirlemislerdir.

Cuevas ve ark. (4) 4 az gelismis Ulkede 2445 hasta materyalini EZN ve LED-
FM ile de@erlendirerek sensitivite ve spesifitesini saptamislar, her hasta i¢in 1, 2

veya 3 balgam 6rnegi almislar ve ayni zamanda mikobakteriyel kultirlerini de
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yapmislar. 2445 materyalin 529°u (%21.6) kiltur pozitif, 1826°s1 (%74.6) kuiltir
negatif olarak degerlendirilirken, 90’ inin (%3.7) kultlr sonucu gecersiz sayilimistir. 2
preparat deg@erlendirildiginde sensitiviteyi LED-FM yontemi ve EZN ydntemi icin
sirastyla; %72.8 ve %65.8, spesifiteyi; %90.9 ve %98 olarak bulmuslardir. 3 preparat
degerlendirildiginde ise sensitiviteyi LED-FM yontemi ve EZN yontemi igin
sirastyla; %77 ve %70.5, spesifiteyi; %88.1 ve %96.5 olarak bulmuslardir.
Tuberkiloz preparatlarinin incelenmesinde LED-FM y6nteminin sensitivitesini EZN
yontemine gore yuksek olarak bulmalarina ragmen spesifitesini daha disik
bulmuglardir.

Uganda’da Albert ve ark. (72) tarafindan yapilan bir ¢alismada tiberkiloz
tanisinda EZN boyama yonteminin yani sira 3 farkl sirket tarafindan tretilen LED
FM’in tdberkiloz tanisindaki performanslari karsilastiriimistir. Bu c¢alismada
Ozellikle 3 farkh firma tarafindan tretilen (Primostar™, Frean AFTER®, Lumin™)
LED FM mikroskoplarinin EZN ve rutin FM ile ttberkiiloz tanisinda sensitivitesi ve
spesifitesi karsilastiriimistir. Toplam 193 6rnek incelenmis olup bunlarin 53’0 kaltar
pozitif, 127’si kultlr negatif olarak bulunmus ve 13 6rnekte ise MOTT basilleri izole
edilmistir. Ozellikle non tiiberkiiloz olarak tanimlanan 13 érnegin 2’sinde LED FM
mikroskobu ile pozitif etkenler tesbit edilirken, EZN yontemi ile bu 1’e dismustur.
LED FM metodu ile tiberkiloz tanisinda %5.6-%9.4 arasinda (3 mikroskop icin)
sensitivitesinin EZN’ye gore daha yiksek bulundugu calismada bu sonuclar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. U¢ LED floresan mikroskop yoéntemi
arasinda sensitivite agisindan anlamh bir fark gérilmemistir. Yine ayni calismada
harcanan zaman agisindan EZN yonteminin LED-FM yontemine gore 2 kat daha
uzun zaman aldigi belirtilmistir.

Minion ve ark. (73) LED-FM’i tlberkiloz belirlenmesinde 6zel bir ortama
gereksinim duymamasi, distik maliyeti, uzun lamba 0mrd, toksik komponentlerinin
olmamasi agisindan konvansiyonel FM‘e goére daha kullanishi oldugu sonucuna
varmislardir. Ayrica okumadaki dogru sonucu bulmadaki hassasiyet Gstunlugini
LED-FM’in laboratuvara kazandirdigi ayri bir pozitiflik olarak degerlendirmislerdir.

Bonnet ve ark. (74) yaptiklari bir ¢calismada 497 hastadan topladiklari 1394
Ornek Gzerinde cahsmislardir. NaOCI ile muamele edilen yaymalar LED-FM
(%24.9) ile incelenmis, direk LED-FM (%20.6) ve direk EZN (%20.3) ile bulunan
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pozitiflige gore anlamli derecede ylksek bulunmustur. Sensitiviteyi NaOCI ile
muamele edilmis yaymalarda LED-FM ile %78.5, direk LED-FM ile %73.2, direk
EZN ile %72 olarak bulmuslar. Spesifiteyi NaOCI ile muamele edilmis yaymalarda
LED-FM ile %87.8, direk LED-FM ile %96.7, direk EZN ile %95.9 olarak
bulmuglardir.

Lehman ve ark. (75) calismaya 300 Ornek dahil etmisler. EZN ile negatif
bulunan 17 6rnegi, LED floresan mikroskop ile pozitif bulmuslar ve kultir pozitifligi
ile dogrulamiglar. LED floresan mikroskop ile 100 (%33.3) ornek, EZN ile 83
(%27.7) orneQi pozitif olarak bulmuslardir. LED-FM’in sensitivitesini EZN
yontemine gore daha yulksek olarak degerlendirmislerdir.

Shenai ve ark. (76) yaptiklari bir calismada LED-FM ve EZN mikroskopi
yontemini Kkarsilastirmislar ve referans standart olarak mycobacterial kultlrl
kullanmiglardir. Calismaya 1358 pulmoner ve 917 extrapulmoner Ornek dahil
edilmistir. Pulmoner 6rnekler icin LED floresan mikroskopinin sensitivitesi %78.3,
spesifitesi %92; extrapulmoner ornekler icin sensitivitesi %34, spesifitesi %88.8
olarak bulunmustur. Her bir yayma incelenmesi icin gereken siireyi EZN mikroskopi
ile 2.48 dakika, LED-FM ile 1.41 dakika olarak hesaplamislardir. Ayrica Auramin-O
ile boyanma siresini yaklasik 20 dakika olarak hesaplamislardir. LED-FM’in
EZN’ye gore anlamli faydalarinin olmasina ragmen uygulama ve kurulum
gucluklerinin performansinin gelismesini engelledigini savunmuslardir.

Verweij ve ark. (77) Zambia’da yaptiklari bir ¢alismada 100 hastadan 271
hasta O6rnegi toplamislar. Referans metod olarak MGIT kultlr sistemini ele
almiglardir. Tim hastalar ele alindiginda sensitivite Auramin-O icin %57.1, EZN
icin %28.6 olarak bulunmustur. Kdltir pozitif 30 hastanin 17’si (%56.7)
M.tuberculosis kompleks, 11’1 (%36.7) MOTT basili olarak saptanmistir. Kultur
pozitif MOTT olarak degerlendirilen 11 hastadan 3’( sadece Auramin-O ile, 1’i hem
EZN, hem de Auramin-O yontemi ile pozitif olarak bulunmustur.

Trusov ve ark. (78) Rusya ve Makedonyada olmak Uzere 2 ayri yerde ¢alisma
yapmislar. LED-FM yontemini EZN ve konvansiyonel floresan mikroskop yéntemi
ile karsilastirmiglar.  Lowenstein-Jensen  besiyerini  altin  standart olarak
kullanmislardir. Makedonya’daki ¢alismada sensitiviteyi LED-FM ve konvansiyonel

floresan mikroskop i¢in %87.8, EZN icin %78 olarak bulmuslardir. Her iki yontem
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icin spesifiteyi %100 olarak bulmuslardir. Rusya’daki calismada ise sensitiviteyi
LED-FM, konvansiyonel floresan mikroskop ve EZN igin sirasiyla; %72.8, %52.5 ve
%55.6 olarak bulmuslardir. Her iki calismada da LED-FM’in sensitivitesini EZN
yontemine gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir.

Xia ve ark. (79) Cin’de yaptiklari bir ¢calismada LED-FM ve EZN mikroskopi
yonteminin performansini Kkarsilastirmiglardir. 11 276 6rnegin yayma pozitiflik
oranlarini LED-FM igin %11.2, EZN ydntemi icin %8.6 olarak bulmuslardir. LED-
FM pozitiflik oranini, EZN yontemine gore %2.6 oraninda daha yuksek
bulmuslardir. Her bir yaymanin inceleme zamanini LED-FM ile 120+£38.9 saniye,
EZN yontemi ile 206.3+£75.9 saniye olarak bulmusglardir.

Marais ve ark. (80) 221 6rnek icin LED-FM, civali floresan mikroskop ve
EZN yontemini karsilastirmislar. MGIT ve LJ kiltir sistemleri altin standart olarak
degerlendirmisler. Yontemlerin sensitivitesini LED-FM, civali floresan mikroskop ve
EZN yoOntemi icin sirasiyla;, % 84.7, % 73.6, % 61.1 olarak bulmuslardir.
Yontemlerin spesifitesini ise LED-FM, civali floresan mikroskop ve EZN yontemi
icin sirasiyla; % 98.9, % 99.8, % 98.9 olarak bulmuslardir. Yayma inceleme
zamanini her bir yayma i¢in LED-FM ile 1.4 dakika, EZN ile 3.6 dakika olarak
hesaplamislar ve floresan mikroskop yonteminin %61 zaman kazanci sagladigini
belirtmislerdir.

Das ve ark. (81) vyaptiklari bir calismada LED-FM yoénteminin EZN
yonteminin yerine gecip gecemeyecegini arastirmislar. Konvansiyonel floresan
mikroskobun karanlik oda gerektirmesi ve pahalihgindan dolayr periferdeki
laboratuvarlarda tercih edilmedigini ve buna alternatif olarak LED-FM ydnteminin
kullanilabilecegini savunmuslardir. LED-FM yodnteminin en énemli avantajinin 40x
ve 20x objektiflerle incelenmesi oldugunu savunmuslardir. Ayrica tedavi alan
hastalarin yaymalarinin  Auramin ile karbol fuksinden daha iyi boyandigini
belirtmiglerdir. LED-FM ile pozitif bulunan 6rneklerin EZN ile dogrulanmasi
gerektigini belirtmislerdir.

WHO 2010 raporuna (82) gore; kultir referans standart olarak alindiginda
LED-FM’nin duyarlihgint %84 (%76-89), 6zgullugini %98 (%85-97) olarak
belirlemistir. LED-FM, EZN mikroskobisi ile kiyaslandiginda ; 6zgullikte herhangi
bir azalma olmadan duyarliliginda % 6’lk (% 0.1-13) bir artis géralmustir. Ayrica
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LED-FM ile EZN’ye gore %50 daha kisa slrede preperat incelendigini
belirtmislerdir.

Calismamizda 758 Klinik o6rnek icin kaltir referans alinarak yapilan
degerlendirmede; Auramin-O icin duyarhilik %64.7, 6zgullik %96.3, pozitif prediktif
deger %73.33, negatif prediktif deger % 94.6 olarak bulunmustur.

Calismamizda kullanilan  fluorokrom yonteminin duyarhihgr Uzun ve

Kasimoglu’nun, Ozekinci’nin bulduklari dederden vyiksek, fakat Demirol’un,
buldugu degerden daha dusik olarak saptanmistir. Tarhan ve ark., Durupinar ve ark.,
Verweij yaptiklari calismada fluorokrom yodnteminin duyarlihgini sirasiyla %74.8,
%73.6 ve %57 olarak bulmuslar ve bu sonuglar bizim ¢alismamiza en yakin degerler
olarak belirlenmistir. Fluorokrom yoénteminin 6zgullugu ise Trusov ve ark’nin,
Ozekinci’nin  yaptiklari  calismada %100 olarak degerlendirilirken, bizim
calismamizda %96.3 olarak degerlendirilmistir. Tarhan ve ark.’nin yaptiklari
calismaya gore bizim degerler yuksek bulunmustur. Bizim degerlerimiz Durupinar
ve ark.’nin, Githui ve ark.’nmin vyaptiklari calismayla buyuk 6l¢lide uyumlu
bulunmustur.
Calismamizda 758 drnek igin kiltur referans alinarak yapilan degerlendirmede EZN
yontemi icin duyarlilik %49.02, 6zgillik %99.85, pozitif prediktif deder %98.08,
negatif prediktif deger % 92.64 olarak bulunmustur. Calismamizda belirlenen EZN
yonteminin duyarhligi  Ozekinci, Verweij, Uzun ve Kasimolu’nun yaptiklari
calismaya gore yiksek, Tarhan ve ark.’nin, Demirol’un calismalarina ve yapilan
bircok calismaya gore distk bulunmustur. EZN yonteminin 6zgulligu ise yapilan
calismalarla oldukga uyumlu bulunmustur.

Yapilan ¢alismalarda duyarlilik degerleri arahiginin ¢ok fazla oldugu (FK i¢in
%50-%94.7-EZN icin %28.6-%86.4), 6zgullik degerlerinin ise birbirine ¢ok yakin
oldugu gorilmektedir. Duyarlilik degerlerindeki arahgin cok fazla olmasi; incelenen
ornegin cinsi, dekontaminasyon-konsantrasyon islemlerindeki aksakliklar, boyama
sirasindaki aksakliklar, yayma kalinligi, ornekteki basil sayisi ve degerlendiren
Kisinin tecriibesi gibi faktrlerden kaynaklanabilir.

Calismamizda EZN ve LED-FM yoOntemi arasinda sensitivitede onemli
derecede fark saptanmistir. Calismamizda LED-FM’in sensitivitesi % 64.7 olarak

hesaplanirken, EZN yonteminin sensitivitesi % 49.02 olarak hesaplanmistir. LED-
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FM yonteminin duyarliligi %15.5 farkla daha yuksek olarak degerlendirilmistir. Bu
deger yapilan bircok calismaya gore ylksek bir degerdir. Fakat Marais ve ark. %23.6
farkla daha yiksek bir deger bulmuslardir. Calismamizda EZN ydntemi LED-FM
yontemine gore daha spesifik bir yontem olarak bulunmustur. Yapilan bircok
calismaya paralel olarak bizim ¢alismamizda da LED-FM yoOnteminin sensitivitesi
EZN yobntemine gore o6nemli bir artis gostermistir. LED-FM yoOnteminin EZN
yontemine gore sensitivitesindeki artisi Cuevas ve ark; %6.5, Albert ve ark.; %5.6-
9.4, Xia ve ark.%2.6 oraninda bulmuslardir. WHO 2010 raporunda ise bu oran %6
(%0.1-13) olarak belirlenmistir.

Calismaya LED-FM acisindan degilde, sadece flurokrom yontem agisindan
bakilirsa; Tarhan ve ark. yapilan bircok calismaya zit olarak fluorokrom yénteminin
sensitivitesini  (%74.8), EZN yoOntemine gore (%86.4) daha dusuk olarak
bulmuglardir. Bu farkliligin, degerlendiren Kisinin tecriibesine, dekolorizasyon
asamasindaki aksakliga ve preperatin hazirlanma asamasinda kontaminasyon
ihtimaline bagl olabilecegini disunduk.

Calismamizda kaltarinde Greme olan toplam 102 6rnegin 36’sinda Auramin-
O yontemi ile, 52’sinde EZN yontemi ile aside direngli basil gorilmemistir. Bu
durumun 6rnegin hazirlanirken homojenizasyon-dekontaminasyon basamaklarindaki
aksakliklardan, preperati inceleyen Kkisinin tecriibesinden kaynaklanabilecegi
dustnilmustir. Ayrica az sayida mikobakteri iceren ve preperati (-) bulunan
orneklerin (+) sonu¢ vermesi Kkaltir sistemi duyarlihiginin yiiksek olusuna
baglanmistir.

Biz calismamizda her bir yayma igin inceleme zamanini LED-FM ile 1.7
dakika, EZN ile 3.8 dakika olarak hesapladik. Marais ve ark. inceleme zamanini
bizim buldugumuz surelere paralel olarak LED-FM ile 1.4 dakika, EZN ile 3.6
dakika olarak hesaplarken; Xia ve ark. ise preperatlari inceleme zamanini LED-FM
ile 120+£38.9 saniye, EZN ile 206.3+75.9 saniye olarak bizden daha uzun bir surede
degerlendirmislerdir. Burada 6nemli olan bir preperatin LED-FM ile EZN’den daha
kisa surede incelenmesidir. Cuevas ve ark.’da bir preperatin LED-FM yontemi ile
EZN’ye gore 4 kat daha kisa sirede incelenebildigini savunmuslardir(4). Yapilan
calismalarin timunde LED-FM ile inceleme stresi daha kisa olarak bulunmustur.
Bunun nedeni preperatin LED-FM ile x20’lik ve x40’lik objektiflerle incelenip, daha
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kisa slirede daha ¢ok alanin taranabilmesindendir.

Calismamizda 758 6rnek icin kultiirde Greme orani %13.4 (102/758) olarak
bulunmustur. Bu orani Uzun ve Kasimoglu %13.8, Ozekinci %10 olarak
bulmuslardir. Bu oranlar bizim buldugumuz orana yakindir. Ancak Tarhan ve
ark.’nin %33.1, Ndugga ve ark.’nin %56 olarak bulduklari treme oranlari bizim
calismamiza ve diger calismalara gore ¢ok yiksek bulunmustur. Bunun segilen hasta
gruplarinin  klinik  6zelliklerinden veya d&rneklerin hazirlanma asamasindaki
(homojenizasyon -  dekontaminasyon)  aksakliklardan  kaynaklanabilecegi
dustnilmektedir.

Calismamizda Auramin-O ile boyama suresini 3 dk olarak hesapladik. Shenai
ve ark. Auramin-O ile boyama siresini 20 dakika olarak hesaplamislardir. Bu
strelerin farkliligi, kullanilan ticari boya kitinin farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Calismamizda kultir pozitif olarak degerlendirilen 102 mikobakteri susundan
91't  (%89.2) M.tuberculosis olarak, 11’i (%10.7) MOTT basili olarak
tanimlanmistir. MOTT basillerinin 3’0 Auramin-O ile, 2’si hem EZN hem Auramin-
O ile saptanmustir. Ozekinci 34 mikobakteri susunun 2’sini (%5.9) MOTT basili
olarak tanimlamis ve bu oran bizim buldugumuz MOTT basil oranimiza gére distk
bulunmustur. Verweij ve ark. ise kultir (+) 30 hastadan 11’ini (%36.7) MOTT basili
olarak tanimlayarak bizim MOTT basil oranimiza gore daha yiksek bir deger
bulmuslardir. Verweij ve ark. bizim calismamiza paralel olarak, MOTT olarak
degerlendirdikleri 11 hastanin 3’0nl sadece Auramin-O yodntemi ile, 1’ini ise hem
Auramin-O ydntemi, hem EZN yontemi ile saptamislardir. Sonuglarda da goraldigu
gibi MOTT beasillerini saptamada LED-FM yonteminin duyarliligi EZN ydntemine
gbre daha yuksek olarak degerlendirilmistir. Bu sonuclar; boyama sirasindaki
aksakliklardan, incelemeyi yapan kisinin deneyiminden kaynaklanabilecegi gibi,
LED-FM ile daha kiguk buyttme ile daha fazla alanin taranmasindan ve boylece az
olan basili saptama olasihginin artmasindan da kaynaklanabilecedi distunulmektedir.

Das ve ark. yaptiklari ¢alisma dogrultusunda; LED FM ile pozitif bulduklari
orneklerin EZN ile dogrulanmasi gerektigini savunmuslardir. Bizde bunun 6zellikle
stipheli olgularda gerekli oldugunu distinmekteyiz.

Elde edilen tim bu sonucglara gore; LED-FM, EZN’ye gore daha yuksek
sensitiviteye sahiptir, fakat spesifitesi daha disuktur. LED-FM’in daha iyi sonuglari
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icin uygun egitim olmalidir(4). LED-FM ile daha fazla tliberkiiloz hastasi identifiye
edilebilir. Yanhs pozitiflik hizi LED-FM ile %3.6 olarak hesaplanirken, EZN ile
%0.2 olarak hesaplanmistir. Yanhs pozitiflik, hastaya yanlis teshis koymaya ve
gereksiz yere hastanin tedavi olmasina sebep olacaktir. Bu nedenle 6zellikle is yiki
fazla olan laboratuvarlarda kullanilabilmekle beraber, LED-FM ile incelenen stipheli
preparatlar, hasta klinigi de tiberkiloz ile uyumlu degilse EZN ile dogrulanmalidir.
Altin standart test mycobacterial kultirdar, fakat bu test pahali oldugundan hala bazi
ulkelerde mikroskopi ile tani konmaktadir(4). EZN yontemi ile tuberkiloz tanisi
daha uzun sure alir ve genis bir laboratuvar ¢alismasi gerektirir. LED-FM ile bu is
yuki azaltilabilir,

Ayrica calismamizda kullandigimiz, tek bir aparat ile 1sik mikroskobuna
uygulanabilen LED-FM yonteminin, konvansiyonel floresan mikroskobuna gérede
bazi avantajlari mevcuttur. Floresan mikroskop laboratuvar is yukini
azaltabilmesine ragmen(83), yiksek maliyeti, civali buhar lamba sistemi, karanlk
oda ihtiyaci ve UV 1sin maruziyeti ile iliskili alinan saglik risklerinden dolayi, disuk
ve orta gelirli Glkelerde pek uygulanamamaktadir(84). Bu anlamda son yillarda LED
teknoloji gelistirilmistir. LED floresan mikroskoplari daha ucuz, daha az is gicl
gerektirirler, cekirdeklerinin yari émri olduk¢a uzundur, kirthp bozulduklarinda
potansiyel toksik triin salinim riskleri yoktur ve karanlik oda gerektirmezler(85).

Ayrica LED-FM’in olasi engelleri floresan mikroskobisine asina olmayan
personelin egitimi ve stabil olmayan fluorokrom boyanin kaybolmasidir(85). LED-
FM, EZN’ye alternatif olarak kullanilabilir(85).
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6. SONUCLAR

CGalismamiz genel olarak degerlendirildiginde ;

Preperatlarin boyanmasi ve incelenmesi icin gereken sire Auramin-O
boyama yontemi ile daha kisa bulunmustur.

. Auramin-O boyama yonteminin yanlis pozitiflik oraninin yiksek oldugu,
EZN boyama yonteminin ise yanlis negatiflik oraninin yiksek oldugu
bulunmustur.

EZN boyama yoénteminin, Auramin-O boyama yontemine gore daha spesifik
oldugu ancak Auramin-O boyama yonteminin, EZN boyama yontemine gore
daha sensitiv oldugu belirlenmistir.

. 758 klinik 6rnekte yapilan degerlendirmeye goére kiltirde Greme orani %13.4
(102/758) olarak bulunmustur.

. 758 Klinik 6rnekle yapilan calismada BACTEC MGIT sivi besiyeri kultur
sisteminin LOwenstein-Jensen kati besiyerine gore daha fazla pozitiflik
saptadi§i belirlenmistir.
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