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OZET

Mikobakteri Tiirlerinin identifikasyonu i¢in PZR- RFLP (Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)
Teknigi Ve Klasik Yontemlerin Uygulanmasi

Giiniimiizde tiiberkiilozun laboratuar tamisinda ve identifikasyonunda
karsilasilan zorluklar mevcuttur. Calismamizda klasik biyokimyasal identifikasyon
testleri ile PZR-RFLP yonteminin karsilastirilmasi1 amac¢lanmistir. Bu calismada klasik
biyokimyasal identifikasyon teknikleri ile birlikte PZR-RFLP yontemi kullamlarak,
tiiberkiiloz siiphesi ile gonderilmis 100 klinik materyalden izole edilen mikobakterilerin
hizh identifikasyonu yapilmustir. Orneklerin % 43’ii (n=43) Kiiltiir yontemi ile pozitif
bulunurken, EZN ve kiiltiir aym anda % 30’ii (30) pozitif olarak tespit edilmistir.
Mycobacterium spp. olarak izole edilen 66 (% 66) ornekten 7’sinin (% 7) atipik oldugu
geri kalan 59 (% 59) ornegin MTC oldugu tespit edildi. Klasik identifikasyon sonucunda
40 hastanin katalaz testi diisiik, nitrati pozitif bulunurken, 30 hastamin niasin testi
pozitif bulundu. Tiiberkiilozun laboratuvar tamisinda molekiiler yontemler halen
standardize edilememis olup klasik yontemlerle birlikte klinik on tam
degerlendirilmelidir.

Anahtar sozciikler: PZR- RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi) Teknigi, Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), nitrat, katalaz,
niasin.



ABSTRACT

Identification Of Mycobacteria To The Species Level By PCR-RFLP And Classical
Methods

There is still various problems at diagnosis and identification of tuberculosis. The
aim of the study is comperasion of biochemical and PCR-RFLP techniques. In our
study, 100 clinical specimens suspected by tuberculosis, identificated by PCR-RFLP and
classical methods. It was detected that % 43 (n=43) of samples were culture positive
beside this % 30 of samples were positive for acid-fast bacilli smear and culture at the
same time. PCR-RFLP identified % 66 acid-fast isolates recovered from 100 patient
specimens submitted for culture during the study. The seven isolates were Mycobacteria
other than tuberculosis (MOTT). These isolates were characterized by their
morphologic and biochemical characteristics too. According to biochemical
identification % 40 of isolates have low activity for catalase test and positive for nitrate
test. % 30 of isolates were positive for niacin test. Molecular identification methods
aren’t standardized so they have to be used with classsical methods in clinical diagnosis.

Key Words: PCR- RFLP (Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism) Technique, Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), nitrate,
catalase, niacin.
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GIRIiS

Tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) olarak tanimlanan bir grup
mikobakteri tarafindan olusturulan, c¢ok degisik klinik goriinlimlere sahip, kronik bir
enfeksiyondur. Mikobakteri tiirleri icerisinde yer alan ve insanda tiiberkiiloza neden olan
tirler, Mycobacterium (M.) tuberculosis, M. bovis, M. canettii ve M. africanum olarak
saptanmistir. Yaklasik 70’ den fazla tiiri olan mikobakterilerin ¢ogunun insanlarda hastalik
olusturmadigi ancak bazi atipik mikobakteri tiirlerinin hem immiin sistemi baskilanmig hem
de normal olan konaklarda tiiberkiiloz dis1 hastaliklar meydana getirdigi saptanmistir (1).

Tiiberkiiloz, 1882 yilinda etkenin (M. tuberculosis) bulunmasina, 1921 yilinda aginin
gelistirilmesine ve 1950'li yillarin ortalarindan beri etkili bir sekilde tedavi edilebiliyor
olmasina karsin, tiim diinyada, 6zellikle de yoksul iilkelerde 6nemli bir saglik sorunu olarak
varligimi siirdiirmektedir. Tiim diinya niifusunun yaklasik {igte birinin tiiberkiiloz basili ile
infekte oldugu, her yil 9 milyon yeni tiiberkiiloz vakasi ortaya ¢iktig1 ve her yil 2 milyon
kisinin tiiberkiilozdan o6ldiigii Diinya Saghk Orgiitii tarafindan bildirilmistir. Ayrica
tiiberkiilozlu hastalarin % 80’nin Afrika (sub-sahara) ve Asya’da yasadigi da Diinya Saglk
Orgiitiiniin verileri arasindadir (2).

Klinik ve radyolojik bulgular sonucu tiiberkiiloz siliphesi ile gonderilen klinik
orneklerde mikobakterilerin saptanmasinda ilk basamak olarak, aside diren¢li boyama (ARB)
yontemi uygulanmaktadir. Tiiberkiilozun tanisinda kullanilan kiiltiir ve duyarlilik testleri,
verilen tedavinin daha etkili kilinmasin1 saglamaktadir. Son yillarda mikrobiyolojinin tiim
alanlarinda kullanilan molekiiler biyolojik yoOntemler mikobakterilerin tanisinda da
kullanilmakta olup, bu sayede patojen olan ve/veya patojen olmayan, sadece ¢evre kaynakli
olan ve ¢ok nadir olarak goriilen yeni mikobakteri tiirleri de tanimlanabilmektedir (3).

Tiiberkiiloz basilinin identifikasyonunda kullanilan molekiiler yontemlerden biri olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriction Fragment Length Polymorphism (PZR-RFLP)
teknigi’nin maliyet agisindan ucuz ve hizli identifikasyonu sagladigi, birgok arastirmaci
tarafindan vurgulanmistir (4,5). Bu yontemde tiim mikobakterilerde ortak olan 1s1 sok
proteinine (hsp65) ait gen bolgesi, uygun forward (f) ve reverse (r) primerler kullanilarak

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltildiktan sonra, c¢ogaltilan bolgeler uygun



restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesilmekte ve mikobakterilerin tiir diizeyinde
identifikasyonu yapilmaktadir (6,7,8).

Gliniimiizde tiiberkiiloz basillerinin tanimlanmasinda kullanilan klasik yontemler
bakterilerin lireme hizina, {ireme 1sisina, koloni goriinlimiine, pigment iiretimine ve
biyokimyasal 6zelliklerine dayali yontemlerdir (9). Bu biyokimyasal yontemlerden, bu tez
calismasinda nitrat, katalaz ve niasin testleri kullanilmistir.

Gilinlimiizde mikobakterilerin identifikasyonunda hizli ve otomatize sistemler
kullanilmakta olup bunlar; bakterilerin hiicre duvarinda bulunan mikolik asit analizine dayali
kromotografik yontemler, DNA prob yontemi ile 6zgiil genetik tanimlama ve BACTEC
sistemi ile kullanilan NAP (p-nitro-a acetylamino-B-hydroxy propiophenone) testidir. NAP
testi biyokimyasal tekniklere gore daha duyarli sonuglar vermektedir ancak maliyeti
biyokimyasal yoOntemlere gore olduk¢a yiiksek oldugu icin calismamizda biyokimyasal
yontemlerle identifikasyon yapilmistir. Biyokimyasal yontemlerin maliyetleri yeni yontemlere
gore oldukea diisiiktiir ancak tiiberkiiloz basillerinin identifikasyonunda gegerliliklerini halen
korumaktadirlar. Bununla birlikte tiiberkiiloz dig1 mikobakterilerin bazi tiirlerinin ayriminda
yanlig sonug verebilmektedir.

Bu tez caligmasinda laboratuvarda molekiiler identifikasyon tekniklerinin rutin
kullanima girmesi ve bunlarin klasik biyokimyasal identifikasyon teknikleri ile birlikte

kullanilmas1 amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tanim:

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) olarak tanimlanan bir
grup mikobakterinin yol agtig1, cok degisik klinik goriinlimlere sahip bir enfeksiyondur. Bu
komplekste yer alan M. tuberculosis ve M. bovis grubun en 6énemli tiyeleri olup son yillarda

M. africanum ve M. canettii da bu komplekse dahil edilmistir (9).

2.2. Tarihcge:

Tiiberkiiloz, ge¢misi insanlik tarihi kadar eskilere dayanan ve insanlikla i¢ i¢e olan bir
enfeksiyon hastaligidir. Insanlari mikobakterilerle ilk karsilasmasinin, yerlesik topluluklart
olusturmas1 ve sigirlar1 evcillestirmesiyle birlikte M.O. 8000 yillarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Almanya’da bulunan, M.O. 5000 yillarina ait insan iskeletlerinde asit ve alkole
direncli basiller saptanmis, M.O. 3500-3000 yillarina ait Misir mumyalar1 ve Urdiin’de
bulunan insan iskeletlerinde tiiberkiilozu diisiindiiren vertebra lezyonlar1 (Pott hastaligi) ve
psoas apseleri goriilmiistiir. En iyi tliberkiilloz kanmiti, M.S. 700 civarinda yasayan, sekiz
yasindaki, Inka erkek cocugu mumyasindan elde edilmistir. Bu mumyanin omurga grafisinde
Pott hastaligina ait bulgular saptanmis ve lezyon yaymalarinda aside direngli basiller
goriilmiistiir. Hipokrat (M.O. 460-377) tiiberkiiloz igin erime, tiikenme anlamma gelen
“phtisis” (fitiz) deyimini kullanirken, M.S. 2. ylizyilda yasayan Galen, kendisinden sonra
1000 yil degismeyen tedavi Onerilerini ortaya koymustur. Bu oneriler, istirahat, oksiirtiglin
kesilmesi, goglis yakilari, venden kan alimi, siilik uygulamasi, kusturucular, miishiller,
kabartict maddelerle ciltte yaralar olusturmak seklinde 6zetlenebilir (10).

Andreas Vesalius (M.S. 1478) fitizisli hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlarin

bulundugunu bildirmistir. Francicus Sylivus (1614—1672) ise tiiberkiilozdan dlen hastalarin



akcigerlerinde kiigiik sert nodiillerin bulundugunu gostererek bunlar “tiiberkiil” diye
adlandirmistir. Hastalikla ilgili diizenli kayitlar 17. ylizyilin basindan itibaren tutulmaya
baslanmistir. On yedinci ve on sekizinci ylizyillarda sanayi devrimi, yoksul, yetersiz beslenen
ve kalabalik barinma kosullarinda yasayan insanlarin sayisinin artmasina neden olarak
tiiberkiiloz salgininin genislemesine neden olmustur. Robert Koch 1882’de tiiberkiilozun M.
tuberculosis ile olusan bir enfeksiyon hastaligi oldugunu kanitlayarak yeni bir dénem
baslatmistir. A. Willemin 1865 yilinda, tiiberkiilozlu hastalarin kavitelerinden alinan
materyali tavsanlara inokiile ederek tiiberkiiloz gelistigini gdstermistir (11).

1854 yilinda Almanya’da ilk sanatoryumun agilmasiyla tiiberkiiloz tedavisinde farkl
bir yaklagim baslamistir. W. Roentgen’in 1895 yilinda X 1sinlarin1 kesfi ile sanatoryumlar
bakteriyolojik ve fluoroskopik incelemelerin yapildig1 tiiberkiiloz tedavi ve arastirma
merkezleri haline gelmistir. Florence Seibert 1930°lu yillardan sonra old tiiberkiilini
saflagtirmis ve elde edilen saflagtirilmis protein derivati (PPD) ile tiiberkiiloz enfeksiyonun
varlig1 saptanmaya baglanmistir. Calmette ve Guerin isimli arastiricilar 1921 yilinda
Fransa’da ilk tiiberkiiloz asisin1 yani Bacillus Calmette-Guerin (BCG)’i gelistirmislerdir. Bu
ast II. Diinya Savas’indan sonra tiim diinyada yaygin olarak kullanilmigtir. Bundan sonraki
yillarda ¢aligsmalar daha cok tiiberkiiloz tedavisi i¢in yeni antimikrobiyallerin gelistirilmesi
izerine yogunlagmustir (12,13).

Yetmisli yillara gelindiginde bat1 iilkelerinde tiiberkiiloz sorununun artik bittigi ve
hastalik eradikasyonunun yakinda miimkiin olabilecegi diisiiniiliiyordu. Ancak 1985 yilindan
itibaren bu iilkelerde tiiberkiiloz insidansi, immiin yetmezlige neden olan viral enfeksiyonlar
(Human immunodeficiency virlis (HIV) gibi) ve uygulanan immiin supresif tedaviler

nedeniyle tekrar artarak, hastalik yeniden tehdit edici boyutlara ulagmigtir (14).

2.3. Epidemiyoloji:

2.3.1. Diinyada Tiiberkiiloz



Tiberkiiloz hastaligi, yirminci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren geligsmis tilkelerde
kontrol altina alinmasina ragmen, tiim diinyada, 6zellikle de yoksul iilkelerde, 6nemli bir
saglik sorunu olarak varligini siirdiirmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) verilerine gére
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome), sitma ve tiiberkiiloz nedeniyle gilinlimiizde
her yil 6 milyon insan Olmekte olup bu Oliimlerin 2 milyonu tiiberkiiloz nedeniyle
gergeklesmektedir. Ayrica DSO’niin raporlarma gore her giin 5000 kisi tiiberkiilozdan
Olmektedir. Bu verilere gore tiiberkiiloz her yil diger enfeksiyon hastaliklarinin (AIDS, diyare,
sitma, diger tropikal hastaliklarin) yol agtigi toplam Oliim sayisindan fazlasini tek basina
gerceklestirmektedir (15).

Diinyada tiiberkiiloz hastalarinin % 80°nine sahip olan en ¢ok hastanin oldugu {ilkeler,
yiiksek hasta yiikii olan tilkeler olarak bildirilmektedir. Bugiin 22 iilke diinyadaki tiiberkiilozlu
hastalarin % 80’ini barindirmaktadir. Bunlardan en ¢ok hastanin bulundugu bes {ilke
Hindistan, Cin, Banglades, Filipinler ve Giiney Afrika olarak tespit edilmistir (16).

HIV enfeksiyonun pandemisi 1980°1i yillardan sonra hizla artarak bugiin bir¢ok iilkede
tiiberkiilozlu hasta sayisinin belirgin bir sekilde artmasina neden olmustur. Tiim diinyada
1994 ortasina kadar 5,6 milyon kisinin hem HIV hem de tiiberkiiloz basili ile infekte oldugu
bildirilmistir. Tiim diinyadaki infekte kisilerin 2/3’iinilin ve tiiberkiilozlu hastalarin % 60’1nin
yasadig1 Asya iilkelerinde son yillarda HIV enfeksiyonunun giderek artiyor olmasi ve Sahra
Giineyi Afrika ile Gliney Dogu Asya’da HIV ile tiiberkiiloz birlikteligi biiyiik bir sorun olarak
ortaya ¢ikmustir. Yine DSO’niin verilerine gére, son 5 yil iginde 6zellikle A.B.D'de HIV ile
iliskili, ¢coklu ilag direnci gosteren tiiberkiiloz salginlar1 bildirilmistir (14,16).

2.3.2. Tiirkiye'de Tiiberkiiloz

Ulkemizde tiiberkiilozla ilgili ilk veriler 19. yiizyiln ortalarindan itibaren
bildirilmistir. Osmanli Imparatorlugu’nu etkileyen tiiberkiiloz salgmi, bu yiizyilin sonlarinda
birgok padisahin 6liimiine yol acacak yayginliga ulagmistir. Birinci Diinya Savaginin getirdigi
yoksulluk kosullar1 nedeniyle hastalik Anadolu’ya yayilmis ve 1940’larin sonunda en yiiksek
diizeyine ulagsmistir. 1940’1 yillarin sonunda tiiberkiilozun tilkemizde goriilen en sik 6lim

nedeni oldugu bildirilmistir. Tirkiye Biiyilkk Millet Meclisi (TBMM)’ince 1949 yilinda



onaylanan 5368 sayil1 yasayla tiiberkiiloz kontrol ¢alismalar1 baslatilmistir. Birincisi 1953°te
olmak iizere 1980°e dek 9 kez kitlesel agilama kampanyas1 yapilmistir (17).

Verem Savas Daire Baskanligi (VSDB) kayitlarina gore, 1960 sonrasi iilkemizde
Verem Savas Dispanserlerine (VSD) kayith tiiberkiiloz hastalarinin yillara gore dagilim egrisi
Cizelge 1’de goriilmektedir. Ulkemizde tiiberkiiloz ile enfekte niifusun oraminm yiiksek
oldugu verem savas dispanserlerinin kayitlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Cizelgedeki verilerden
¢ikan sonu¢ 1953-59°da niifusun % 56’sinin, 1980-82’de ise % 25°nin enfekte olmasi olarak
rapor edilmistir. Son 20 yilda degisik illerde taramalar yapildig1 ancak bunlarin verem savagin

kayitlarinda sistematik bir sekilde yer almadigi da bildirilmistir (18).

LA

Yiizbinde insidans

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de verem savasi dispanserlerinin kayitlar: ile tiiberkiiloz insidansimin degisimi

(18).



2.4. Tuberkiiloz Basili Kompleksi (MTC):

Mikobakterilerin 70'in {izerinde farkli tilirlinliin oldugu, insan ve hayvanda hastalik
yapanlarin yanisira; toprakta ve suda yasayan pekcok saprofit tiirliniin dogada mevcut oldugu
bildirilmistir. Bu mikobakteri tiirleri igerisinde yer alan ve insanda tiiberkiiloza neden olan
tirler, Mycobacterium (M.) tuberculosis, M. bovis ve Afrika ve Asya'da ilimli tiiberkiiloz
olgularindan izole edilen M. africanum ve son yillarda MTC i¢ine dahil edilen M. canettii
olarak saptanmustir. Ayrica M. microtii'nin kuslarda ve farelerde benzer lezyonlar olusturdugu
belirlenmistir. Homolog DNA yapilari ile birbirine benzeyen, dokularda tiiberkiil ve kazedz
(peynirimsi) nekroz olusturan bu bakteriler MTC olarak tanimlanmistir (1).

Daha onceki ¢aglarda biiyiik salginlar yapan, ancak giiniimiizde sporadik vakalar
seklinde karsimiza g¢ikan lepra etkeni M. leprae mikobakteriler igerisinde yer alan ikinci
onemli tiirtidiir. Son yillarda AIDS wvakalarinin ve kanser tedavisinde sitostatik ilag
kullaniminin artmast nedeni ile immiin sistemi zayiflamig bireylerde diger mikobakteri

tiirlerinin de hastalik olusturma siklig1 artmistir (3).

2.5. Nontiiberkiiloz Mikobakteriler (NTM):

Robert Koch'un tiiberkiilloz basilini bulmasindan kisa bir siire sonra M.
tuberculosis'den farkli birgok mikobakteri tiirleri belirlenmistir. Bu bakteriler tiiberkiiloz dis1
mikobakterler (Mycobacteria other than tuberculosis (MOTT) veya nontiiberkiiloz
mikobakteriler (NTM) olarak adlandirilmistir (19).

NTM'lerin su, toprak, toz, cesitli gida maddelerinde, evcil ve yabani hayvanlarda
yaygin olarak bulundugu bildirilmistir. NTM’lerin ¢ogunun insanda hastalik olusturmadigi
ancak bu gruptaki bazi tiirlerin, hem immiin sistemi baskilanmis hem de normal bireylerde
tiberkiilloz dist hastaliklar meydana getirdigi saptanmistir. Tiim mikobakteriyel
enfeksiyonlarin % 0,5-30" nun tiiberkiiloz dis1 mikobakteriyel etkenlerden kaynaklandigi
bildirilmistir (20).

Tiiberkiiloz dist mikobakteriler (M. avium ve M. intracellulare) son yillarda
nozokomiyal enfeksiyonlar ve 6zellikle HIV enfeksiyonlar1 nedeniyle énem kazanmislardir

21).



NTM’ler, viicut yiizeylerinde ve sekresyonlarda kolonize olabildikleri gibi enfeksiyon
etkeni olarak da izole edilebilmektedirler. Ancak NTM’lerin, insanlar arasinda gecisini
gosteren kanit yoktur. Tiiberkiiloz disi mikobakterilerin siklikla sistemik ve akciger
enfeksiyonu, lenfadenit, lokalize deri ve yumusak doku enfeksiyonu ve kateter enfeksiyonuna
neden olduklar1 belirlenmistir (22).

Daha 6ncesinde, NTM ile olusan enfeksiyonlar, hastaligin bulundugu yer ve etkenin
tirii dikkate alinmaksizin "atipik tiiberkiiloz" olarak degerlendiriliyordu. Ancak giiniimiizde,
her NTM tiirinlin virulanst ve enfeksiyonun yeri dikkate alinarak tedavinin uygulanmasi

gerektigi bildirilmistir (23).

2.6. Mikobakteriyel Morfoloji:

Mikobakteriler, ince, bazen hafif kivrik, kapsiilsiiz, hareketsiz, spor olusturmayan, 0,2
x 5,0 mikron boyutlarinda birer basil olup, hiicre zarlarinin dis kisminda Gram pozitif
bakterilerdeki gibi ince bir peptidoglikan tabaka bulunmaktadir. Peptidoglikan iskeletine,
polisakkarid yapisinda arabinogalaktan ve bu yapilarin u¢ kisimlarma da yiiksek molekiil
agirliklt mikolik asid esteri baglanmistir (24).

Mikobakterilerin, hiicre duvar1 ve sitoplazmalarinda degisik yapida antijenlerin yer
aldig1 bildirilmistir. Bu antijenlere karsi konak¢r immiin sisteminin gosterdigi cevap
tiiberkiiloz patogenezinde dnemli rol oynamaktadir. Bakterinin patojenitesinde rol oynayan ve
antijenik  oOzelligini veren kord faktorii (6-6’-dimikolat-a-D-trehaloz), glikolipidler
(stilfolipidler, fosfolipidler), peptidoglikolipidler (wax D) ve antijenik 6zelligi arttiran Freud
adjuvani’nin hiicre duvarinda yer aldigi tespit edilmistir (25).

Bu bakterilerin en 6nemli biyolojik 6zelliklerinden birisi zorunlu aerob olmalaridir. Bu
nedenle oksijen konsantrasyonunun yiiksek oldugu dokularda yerlesmeye egilimlidirler ve
akcigerlerde de oksijen konsantrasyonun yiiksek oldugu apikal bdlgede tutulum bu nedenle
daha sik gerceklesmektedir. Hiicre duvarlarindaki lipid diizeyi miktarinin fazla olmasina bagl
olarak, karbolfuksin ile boyandiktan sonra asit ve alkolle dekolorize edilememektedirler. Bu
0zellik nedeni ile aside direngli bakteri (ARB) olarak tanimlanmiglardir (26).

Tiiberkiiloz basillerinin iiremeleri bircok bakteriye goére daha yavas olup, kati

besiyerinde olusan kolonilerin goriiniir hale gelebilmesi icin, ortalama 4—6 haftalik bir siirenin



gerekli oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni ise M. tuberculosis'in jenerasyon zamaninin 14—
15 saat olmasi olup, M. bovis'te bu siirenin M. tuberculosis'e kiyasla daha uzun oldugu
bildirilmistir (1).

M. tuberculosis’in izolasyonunda genellikle yumurtali besiyeri kullanilmaktadir.
Ciinkii yumurtali besiyerinde bulunan gliserin tiremeyi artirmaktadir. M. tuberculosis'in,
yumurtali besiyerinde 2—6 haftada, birbirleri ile birlesen diizensiz karnabahar goriiniimde, R
tipi koloniler olusturdugu saptanmistir (3).

M. bovis mikroaerofilik olup besiyerinde daha ge¢ iiremektedir. Gliserin M. Bovis’in
tiremesini zorlastirdig1 icin, besiyeri olarak gliserinsiz Lowenstein Jensen veya Petregnani
besiyeri kullanilmaktadir. M. bovis ‘in besiyerinde olusturdugu koloniler kiigiik, yuvarlak
hafif kabarik, nemli beyazimtirak olarak belirlenmistir (27).

M. africanum, Afrika’da ilk olarak Senegalli bir kisiden izole edilmis olup, gériiniim
ve boyanma O6zellikleri ile M. tuberculosis'e benzemektedir. M. africanum besiyerinde mat R
tipi koloniler olusturmaktadir. Sodyum piriivatin bu bakterinin tiremesini hizlandirdig: tespit
edilmigtir. M. africanum’un niasin testi negatif olup diger biyokimyasal o6zellikleri M.

tuberculosis ile M. bovis’e benzemektedir (3).

2.6.1. Mikobakterilerin Hiicre Yapisi:

Mikobakteriler, bir plazma membrani ile sinirlanan sitoplazmadan ve bunlari
cevreleyen lipitten zengin bir hiicre duvarindan olugsmuslardir. Hiicre membrani iki tabaka
halinde polar fosfolipid ile ¢evrilidir. Hiicre membranin i¢ tabakasi hidrofobik, dis tabakasi
ise hidrofilik 6zelliktedir. Hiicre duvariin en 6nemli 6zelligi ¢ok yiiksek oranda lipid (% 60)
icermesidir. Bu yapis1 sayesinde; aside dayaniklilik, konakei hiicreleri tarafindan yapilan litik
enzimlere ve bakterisidal ilaclara direng 6zellikleri kazanilmaktadir. Ayrica bu yapi1 sayesinde
bazi besinler hatta antibiyotiklerin hiicre i¢ine giriginin engellendigi bildirilmistir (5).

Mikobakteriyel hiicre duvart iskeleti, peptidoglikan, arabinogalaktan ( arabinoz +
galaktaz) ve mikolik asit olmak iizere ii¢ ana makromolekiilden olusmakta olup bu yapilar

sekil 2.1°de goriilmektedir (28).
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Sekil 2.1. Mikobakteriyel hiicre yapis1 (28)

2.7. Tiiberkiilozun Patogenezi ve Patolojisi

2.7.1. Tiiberkiilozun Patogenezi
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Akciger enfeksiyonunun baslamasi icin tiiberkiiloz basilinin alveollere kadar ulasmasi
gerekmektedir. Bu durum vakalarin sadece % 5-10'unda gerceklesebilmektedir. Basille
karsilagan her bireyde hastalik gelismemesi, kisisel ve irksal faktorlerin hastalik gelismesinde
rol oynayabilecegi diisiincesini ortaya c¢ikarmistir. Tiberkiiloza karsi direngli ailelerin
olmasmmin ve tek yumurta ikizlerinde hastaliga yakalanma konusunda goriilen benzer
ozellikler bu goriisii desteklemektedir. Zencilerdeki ve beyazlardaki duyarliligin farkh
olmasimin makrofaj aktivasyonundaki genetik farklilikdan kaynaklandigi disiiniilmektedir.
Siit ¢ocuklugu, ergenlik caginda ve yaglilikta tiiberkiiloza yakalanma olasiliginin yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Yetersiz (dengesiz) beslenme ve kithigin da hastalifa yakalanmada
risk faktorii oldugu yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir (29).

Konagin lokal savunma mekanizmalarini gecerek alveoler diizeye kadar ulagmis bir
tiiberkiiloz basilinin neden oldugu olaylar zincirinde agagidaki olaylar gerceklesmektedir.

I. Alveoler makrofajlar inhale edilen basili herhangi bir lezyon olusturmadan elimine
edebilirler.

I Inhale edilen basiller, alveoler makrofajlar i¢inde gogalabilirler ve kazedz bir odak
olustururlar. Olusan bu kaze6z odak;

a. lyilesebilir,

b. Radyolojik bir goriintii vermeden stabilize olarak kalabilir ya da,

¢. Progresyon gostererek, daha biiyiik odaklar olusturabilir.

Daha biiyiik kaze6z odaklar da;

i. lyilesebilir,

i1. Stabilize olarak kalabilir ya da,

iii. Lokal olarak giderek biiyiir, kan ve lenf dolasimina karisarak yayilir.

Cesitli patogenetik siiregcler sonucunda (gecikmis tip asir1 duyarlilik ve hiicresel
immiinite gelismesi) olusan biiyiik kazedz odaklar, i¢lerindeki kaze6z materyali ve basilleri
bronsiyal agaca bosaltarak brons yolu ile yayilima neden olurlar. Bu daha ¢ok enfekte olmus
bireylerde, basille yeniden (endojen ya da eksojen kaynakli) karsilagsma sonucunda eriskin tip

akciger tliberkiilozu seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
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2.7.2. Tiiberkiilozun Patolojisi

Primer infeksiyon sirasinda damlacik cekirdekleri iginde alinan basiller oncelikle
akcigerlerin orta ve alt alanlarinda ve hemen plevranin altinda yerlesirler. Basiller dnce
ortamda bulunan aktive olmamis alveolar makrofajlarla karsilagir ve makrofajlar tarafindan
fagosite edilir. Fagosite edilen basiller makrofajlar tarafindan tamamen yok edebilir ya da
inhibe edebilir veya basiller makrofaj i¢inde ¢ogalabilir. Eger az sayida, viriilans: diigiik basil
ile karsilasma gergeklesirse makrofajlar basilleri tamamen yok eder. Makrofajlar tarafindan
yok edilemeyen basiller ise hiicre i¢inde logaritmik olarak hizla ¢ogalmaya baslar, cogalan
basiller makrofaji parcalayarak hiicre disina cikar, ortamdaki diger makrofajlar tarafindan
fagosite edilir, onlarin i¢inde de ¢gogalmaya devam ederler. Basiller bu donemde sadece hiicre
icinde ¢cogalabilme yetenegine sahiptir. Bu olaylarin devam etmesiyle ortamdaki basil sayisi
hizla artar, kemotaktik faktorlerin de etkisiyle makrofajlar, monositler bu bolgede toplanir.
Enfeksiyonu izleyen giin ve haftalarda epitelioid histiyositlere donilisim gerceklesir ve
Langerhans dev hiicreleri meydana gelir. Bunlarin olusturdugu odak lenfositler tarafindan
cevrelenir ve boylece “tliberkiil” veya “graniilom” olarak tanimlanan ilk tiiberkiiloz lezyonu
olusur. Primer odakta ¢ogalan basiller 6nce bolgesel lenf bezlerine ulasarak lenfadenite neden
olur ve lenf bezinde graniilomatdz doku gelisir. Primer odak ve bolgesel lenfadenit ikilisi
“Primer Kompleks” veya “Gohn Kompleksi” olarak tanimlanir. Bolgesel lenf bezinde ¢ogalan
basiller lenfatik dolasima karisir ve lenfo-hematojen yolla tiim organizmaya, primer odaktan
bagmsiz uzak bolgelere dagilir. Dolagima karisan basiller 6zellikle akcigerlerin {ist alanlari,
bobrek parankimi, uzun kemiklerin epifizleri, beyin korteksi, periferik lenf bezleri gibi yerlere
yerleserek buralarda graniilomlar olusturur. Akciger apekslerinde olusan kiiciik graniilomlar
“Simon Odag1” olarak tanimlanir. Doku oksijen basinct yliksekliginin basillerin
lokalizasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Enfeksiyonun bu ddneminde bireylerde
herhangi bir semptom yoktur ve PPD (-) dir. BCG ile asilanmis hayvanlarda da basiller ilk 2

hafta gene benzer sekilde ¢cogalir ancak doku reaksiyonu ve hematojen yayilim daha sinirlidir.
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2.7.3. immiin (Bagisik) yamit mekanizmalar:

Mikobakterilerin sitoplazmasinda ve hiicre duvarindaki lipidlerden bazilarinin
antijenik ozellikte oldugu belirlenmistir. Mikolik asitler, fosfolipidler, Wax D, mikosidler,
toksisite ve immunolojik aktivitede rol oynadiklar1 bildirilmistir. M. tuberculosis’de bulunan
proteinler; sitoplazmik proteinler, membran iligkili proteinler, peptidoglikan iliskili proteinler,
dis hiicre duvart proteinleri, 1s1 sok proteinleri (hsp) ve hiicre membranindan salinan
proteinleridir. Bunlardan 1s1 sok proteinleri ve hiicre membranindan salinan proteinlerin
immun yanit olusumunda etkileri bulundugu saptanmistir. Kord faktoriiniin virulans ile ilgili
oldugu, siilfolipidlerin konak mitokondri membranini eriticisi etkisi nedeniyle hastalik
olusturma olasiligin1 daha da arttirdigi, polisakkaridlerin nétrofillerin damardan dokuya
goclnii  engelledigi, fosfolipidlerin epithelial hiicrelerin langerhans dev hiicrelerine
dontismesine neden oldugu, Wax D’nin (balmumu maddesi) asir1 duyarlilik tepkimelerine
neden oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (30).

Tiiberkiiloz immiinolojisinde hiicresel bagisiklik, hiicresel asir1 duyarlilik reaksiyonlari
ve bu mikroorganizmalara kars1 antikor cevabindan s6z edilse bile; esas bagisikliktan sorumlu
mekanizma hiicresel bagisiklik olarak gerceklesmektedir. Viicuda ilk kez tiiberkiiloz basili
girdiginde, basil polimorf niiveli 16kositler (PNL) ve uyarilmis makrofajlar tarafindan fagosite
edilmektedirler. Bu hiicreler tiiberkiiloz basilini par¢alayamadiklari icin, basiller hiicre i¢inde
cogalarak makrofajlar tarafindan bolgesel lenf diigiimlerine tasinmaktadirlar. Lenf
diigiimlerinde canli basillerin etrafi lenfositler tarafindan sarilir ve olusturulan bariyer yardimi
ile lezyon sinirlandirilmaya ¢alisilir. Lenfosit bariyeri yaninda olay bélgesinde gelisen nekroz
ve kalsiyum ¢okmesi ile olusturulan oksijensiz ortam basil ¢ogalmasini sinirlandirmaktadir.
Eger bireyin immiin sistemi saglam ise bu dénemde hicbir klinik bulgu vermeden meydana
gelen lezyonlarin iyilestigi saptanmustir (31).

Enfeksiyonu takiben 2- 6 hafta sonra hiicresel bagisik gelismektedir. Yardimer - T
(Th) lenfositleri tarafindan salgilanan sitokinlere bagl olarak makrofajlarin aktivitesi artar ve
aktive olan makrofajlar tiiberkiiloz basilini fagosite ederek bakteriyi pargalarlar. Ayrica
dogrudan T lenfositlerin salgiladiklar1 —sitotoksinlerin bakterilerin yok edilmesini
kolaylastirdig1 tespit edilmistir. Bu olaylar1 takiben lokal kronik granulamatéz iltihap
meydana gelmektedir. Eger ortamda Oldiiriilemeyen basiller varsa bunlar aktive olmus

makrofajlar ve duyarli lenfositler tarafindan sarilarak tiiberkiil ad1 verilen yap1 olusturulur ve
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Oldiirilemeyen Dbasiller buraya hapsedilir. Buradaki basillerin {ireyemedikleri ancak
canliliklarin1 devam ettirdikleri saptanmis olup bunlara Dormant basiller adi verilmektedir
(32).

Hiicresel immiiniteye ek olarak devreye giren asir1 duyarlilik mekanizmalarinin
peynirlesme nekrozu adi verilen olaya neden olduklar1 belirlenmistir. Normal sartlarda
peynirlesme nekrozu anaerobik ortam meydana getirerek basilin ¢ogalmasini Onleyebilir.
Ancak basilin iiremesinin sinirlandirilamadigi durumlarda basilin ve metabolik {iriinlerinin
asir1 artmasina bagli olarak asir1 duyarlilik mekanizmalar1 harekete gecerek; genis nekrotik
alanlar meydana getirdigi bildirilmistir. Nekrotik alanlarin igerigi bosalir ise kaviteler
gelisebilecegi saptanmistir. Tiiberkiiloz enfeksiyonunda humoral cevapta IgG, IgA ve
IgM’nin agiga ciktig1 saptanmis olup bu immunglobulinlerin bagisiklikta rolii olmadigi
belirlenmistir. Tiiberkiiloza spesifik bu antikorlar ELISA gibi serolojik testlerle arastirilmak

sureti ile tiiberkiiloz teshisinde kullanilmaktadir (33).

2.7.4. Bacillus Calmette Guerin (BCG)’nin Patogenezdeki Yeri:

BCG agis1, Fransa’da Calmette ve Guérin tarafindan 1920'1i yillarda bovin tip
tiiberkiiloz basillerini 13 senelik bir siire sadece safrali ve gliserinli patates tlizerinde 230 defa
kiiltiirden kiiltiire aktarilarak {iretilmistir. Bu sekilde iiretilen basillerin yapilan deneylerde
insanlarda hastalik yapmadigi, fakat tiiberkiiloz basiline kars1 insan organizmasinda bir direng
olusturdugu belirlendi. Bu sekilde virulansi azaltilmis yani hastalik yapmadan direng
kazandiran bu basile, basil ve kesefedenlerin isimlerinin bas harfleri alinarak kisaca BCG ismi
verilmistir (34).

BCG asisi, 1s1 ve 1518a cok dayaniksizdir. Asilanan kisiyi 5—6 yil siireyle ve % 80
oraninda korur. Ozellikle dogumdan itibaren uygulanabilir. BCG asist 1 ml’lik, bir
kullanimlik (Disposable) dizyem taksimath enjektorlerle sol omuz deltoid adelenin alt ucuna,
deri icine (intradermal ) 0—12 aylik bebeklere 1/2 dizyem, daha yiiksek yas gruplarina 1
dizyem (0,1 ml.) olarak uygulanir (18).

BCG asis1 kiside tiiberkiilin immiinitesi meydana getirmek amaci ile yapilmaktadir.
Bu kazanilmis immiinite, makrofajlara basille karsilaginca daha kolay fagositoz ve basili

sinirlama  6zelligini saglamaktadir. Fakat BCG asis1 yapilan kiside primer tiiberkiiloz
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enfeksiyonu ve hastaliginin tekrar olusabildigi rapor edilmistir. Miliyer ve menenjit
tiiberkiilozu ve bunlara bagl 6liimiin bu as1 sayesinde azaldig bildirilmistir. BCG’nin post
primer tiiberkiilozun ortaya ¢ikmasini Onleyemedigi ve oOzellikle eksojen kaynakli
reenfeksiyonda koruyuculugunun olmadigi da saptanmistir (31).

BCG agisinin ategli hastaligi olanlara, kizamik salgimi sirasinda (Kizamik asisi
yapilmamis olanlar), immiin yetmezligi olan hastalara, tiiberkiiloz hastali§1 gecirenlere, deri
hastalig1 olanlara (ekzema vs.), kortizon grubu ilaclarla tedavi gorenlere, tiiberkiilin cilt testi
pozitif olanlara uygulanmamasi gerektigi bildirilmistir (12).

Ulkemizde 1981-1982 yillarinda yapilan prevalans calismasinin verilerine gére,
BCG’nin Tiirkiye’de biitiin yas gruplarinda koruyuculugu % 72,7 bulunmustur. Bu oranin 0—6
yas grubunda % 85 oldugu bildirilmistir. Saglik Bakanligi, biri dogumdan 2 ay sonra, digeri
ilkokul birinci sinifta olmak tizere, cocuklarda iki kez BCG asis1 yapilmasini kararlagtirmistir.
Dogumdan hemen sonra BCG asis1 yapilabilir, fakat bebegin cildi ¢ok ince oldugu i¢in teknik
zorluklart oldugu bildirilmistir. Ayrica komplikasyonlarin daha fazla olmasi ve bagisiklik

yanitinin yeterli gelismemesi nedeniyle pek tercih edilmemektedir (18).

2.8. Tiiberkiiloz’un Klinigi:

Tiiberkiiloz etkeni mikobakterilerin ¢esitli organlara yerlesebilecegi saptanmis olup
akciger, gastrointestinal sistem, plevra, periton, meninks, eklem ve kemik, lenf bezleri,
larinks, kemik, deri, uterus, ovaryum; nadiren dalak, karaciger, mide ve pankreas1 tutabilecegi
bildirilmistir. Genelde akciger ve gastrointestinal sistem disindaki organlarda enfeksiyonun
sekonder enfeksiyon olarak goriildiigii ve organ tiiberkiilozunun gelisebilmesi i¢in basilin
hematojen yayiliminin olmasi gerektigi belirtilmektedir (35).

Hastaligin genel bulgular1 olarak, yorgunluk, halsizlik, istahsizlik, zayiflama, ates,
terleme, eritrosit sedimantasyon hizinda artma gosterilebilir. Bazen tek bir organa degil, tiim
organlara yayilim sonucu meydana gelen agir enfeksiyona "miliyer tiiberkiiloz" adi

verilmektedir (36).
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Tiiberkiiloz olgularinin % 82,5 nin pulmoner, % 17,5nin ekstrapulmoner tiiberkiiloz
seklinde oldugu bildirilmis olup; ekstrapulmoner tiiberkiiloz vakalarinin dagilimi; % 30
lenfatik, % 23 plevral, % 12 genitoiiriner, % 10 kemik-eklem, % 7 milier, % 5 menenjit, % 3
peritonit, % 10 digerleri olarak degerlendirilmistir (37).

Tedavi edilmeyen tiiberkiilozlu olgularin % 50'sinin 5 yil icinde oldiigi tespit
edilmistir. Yas ilerledik¢e mortalitenin arttig1 ve mortalite oraninin 5-14 yasta % 16 iken, 65
yas iizerinde % 63 oldugu bildirilmistir. Ayrica tedavisiz iyilesme oraninin % 25 oldugu elde

edilen bulgular arasindadir (16).

2.9. Tiiberkiilozda Bulasicihig1 Etkileyen Faktorler:

Tiiberkiiloz enfeksiyonu, i¢inde canli tiiberkiiloz basili iceren ve havada asili halde

duran, damlacik c¢ekirdeklerinin (I1-5 pm) solunum yolu ile alinmasi ve bunlarin
alveollere yerlesmesiyle meydana gelmektedir. Agiz ve burundan atilan damlaciklar, havada
asili dururken sularmi kaybederler. Bu sekilde olusan kiigiik toz pargaciklarmma damlacik
cekirdegi denir. Bir hastanin bulastiric1 olabilmesi icin basilin havaya verilmesi ve aerosol
haline geg¢mesi gerekir. Bu nedenle yalmzca akciger ve larinks tiiberkiilozlu hastalar
bulastirici olarak kabul edilmektedir. Bir oksiirliglin 3000 damlacik ¢ekirdegi olusturabilme
kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir. Aerosol seklinde olan damlaciklardan biiyiik olanlar
hemen asagiya coker ve bulasict 6zelligi kalmaz. Bazilar1 ise hemen kuruyarak damlacik
cekirdekleri olusturur. Bunlardan 1-10 pm biiyiikliiktekiler yere ¢okmeden havada asili halde
kalirlar ve bulunduklart ortamda hava akimina bagli olarak yer degistirirler. Bu nedenle ¢ok
sayida basil i¢eren biiylik tanecikler yerine tek basil igeren kiigiik ¢ekirdekgiklerin daha
bulastiric1 oldugu ve 10 um'den biiyiik ¢ekirdeklerin alveollere ulasamadiklar1 bildirilmistir
(38).

Tiiberkiilozda bulasicilign etkileyen faktdrler mikroorganizmaya ait etmenler,
konakgiya ait etmenler ve ¢evresel etmenler olmak tizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (18).

Kaynak olgularda, oksiirlik, hapsirik, esneme gibi hareketlerin {ist solunum yollarinda

hizli hava akimlari ile hava yolunu kaplayan sividan ve akcigerdeki hastalik odaklarindan ¢ok
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sayida sekresyon damlaciklarinin sagilmasina neden olduklar1 saptanmistir. Bulastiriciliktan
en ¢ok sorumlu olan hastalarin balgam yaymalar1 pozitif olan hastalar oldugu, yaymasi
negatif ama kiiltiirii pozitif olanlarin bulastiriciliginin az oldugu tespit edilmistir. Yayma
pozitif olgularin gelismis tilkelerde her yil 10 kisiyi, gelismemis iilkelerde 20 kisiyi infekte
ettigi kabul edilmektedir. Kaynak olgunun bulastiriciliginin 6nlenmesinde en 6nemli yol
yayma pozitif hastalarin tedavisidir. Tedaviye alinan hastalarin tedavinin ikinci haftasindan
sonra bulastirict 6zelligini kaybettigi bildirilmistir. Etkin bir tedavinin, hem hastalarda basil
sayisini azalttigi (iki haftada %99), hem de oksiiriigii azaltarak (iki haftada %66) bulastiricilik
riskini azalttig1 bildirilmistir. Ayrica hastanin Oksiiriirken agzin1 kapatmasi ve maske
kullanmas1 gibi onlemler sayesinde hastanin diger bireyleri enfekte etme riskinin azaldigi
rapor edilmistir (39).

Infekte olmayan ama risk altindaki bireylerin BCG asis1 olmalari, &nceden
tiilberkiilozun veya atipik bir enfeksiyonun gecirilmis olmasinin bulagsma oranini azalttigi
belirlenmistir. Ancak temaslida diabet, alkolizm ve HIV enfeksiyonu gibi immiin sistemin
zayifladig1 durumlarda bulagma riskinin arttig1 da tespit edilmistir (40).

Tiberkiilozda bulasiciligr etkileyen faktorlerden biri olan ¢evresel etmenler ortamin
1s1s1, nemi, biiyiikliigii ve kalabalik olmamasi olarak siralanabilir. Kapali ortamlarda, standart
nem ve 151 kosullarinda aerosol halindeki tiiberkiiloz basillerinin % 60-71'nin ii¢ saat, % 48-
56'simin alt1 saat, % 28-30'nun dokuz saat siire ile canli kaldiklar1 bildirilmistir. Bu nedenle
solunan ortamdaki damlacik ¢ekirdeklerinin havalandirma ve slizme yoluyla uzaklastirilmasi
veya ultraviyole 1sik ile oOldiiriilmesi bulasiciligt 6nlemede etkin Onlemler olarak
bildirilmektedir. Oda havasinin saatte 6—10 kez degistirilmesi ile 60 dakikada ortamdaki basil

sayisiin % 99,9 oraninda azaldig1 saptanmistir (18).
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2.10. Insan immiin Yetmezlik Viriisii (HIV) ve Tiiberkiiloz

Immiin sistemi saglam olan bireylerde, tiiberkiiloz enfeksiyonu sonrasi yasam boyu
aktif tiiberkiiloz gelisme riski % 5-15 iken, HIV enfeksiyonlularda en az % 30 olarak
saptanmistir. A.B.D' inde tiiberkiiloz hastalarinin % 20-29'unda HIV pozitifligi saptandigi
bildirilmistir (14).

HIV pozitif hastalarda tiiberkiiloz gelisme riski normal bireylere gore 113 kat fazla
olup bu risk AIDS’lerde 170 kat daha fazla olarak tespit edilmistir. AIDS’ 1i hastalarda
tiiberkiiloz enfeksiyonu sonucu goriilen organ tutulumu sirasiyla, % 38 akciger, % 30 ektra

pulmoner tutulum, % 32 pulmoner ve ekstra pulmoner tutulum olarak bildirilmistir (41).

2.11. Mycobacterium tuberculosis Izolasyonunda Kullanilan Mikrobiyolojik Tam

Yontemleri:

Klinik, radyolojik ve/veya histolojik bulgularla bir hastada tiiberkiilozdan siiphelenilse
de hastaligin kesin tanist klinik orneklerden tiiberkiiloz basilinin gosterilmesi ile
konulabilmektedir. Mikobakteriyoloji laboratuvarmin tiiberkiiloz tani1 ve tedavisine katkisi,
mikobakterilerin saptanmasi ve izolasyonu, mikobakteri tiirlerinin tiir tayini ve iretilen
basillerin tiiberkiiloz ilaglarma karst duyarliliginin saptamasidir. Bu nedenle incelenen
ornegin uygun sekilde elde edilmesi ve yine uygun sekilde laboratuvara gonderilmesi,
gonderilen Ornegin laboratuvarda organik atiklardan temizlenmesi, yayma ve kiiltiiriiniin
yapilmasi, iiretilen basilin biyokimyasal veya diger yontemlerle tip tayininin yapilmasi ve son
olarak antibiyotiklere direng 6zelliklerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Tiim bu siire¢ 2—
8 haftay1 almaktadir (42).

Akciger tiiberkiilozu diistliniilen olgularda incelenmesi gereken ilk 6rnek balgam olup
ic glin arka arkaya sabah balgamlarinin incelenmesi ile dogru tan1 konabilmektedir. Balgam
cikaramayan olgularda hipertonik tuzlu su ¢ozeltilerinin inhalasyonu ile balgam ¢ikartilabilir.
Balgam ¢ikartamayan olgularda (6zellikle ¢ocuklarda) diger bir yontem nazogastrik sonda ile
aspirasyonu yapilmaktadir. Fiberoptik bronkoskopi ile yapilan bronkoalveoler lavaj (BAL) ve
biyopsi de tiiberkiilozun teshisinde yapilmaktadir (43).
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2.11.1. Hasta Orneklerinin Islenmesi:

Tiiberkiiloz degisik organ ve sistem tutulumlari ile seyrettiginden, hastaligin tanisinda
balgam, mide lavaji, bronsiyal lavaj, laringeal siiriintii, beyin omurilik sivis1 (BOS), plevra
stvist, idrar, gaita, cilt ve yumusak doku biyopsi ornekleri gibi ¢ok ¢esitli klinik 6rnek
kullanilabilmektedir. Hastalardan alindiktan sonra mikobakteriyoloji laboratuvarina
gonderilen klinik ornekler, steril 6rnekler (kan, kemik iligi, suprapubik aspirasyon, BOS,
diger viicut sivilar1 ve biyopsi 6rnekleri) veya farklt mikroorganizmalarin bulundugu viicudun
cesitli bolgelerinden alinmis 6rnekler (balgam, apse, bronkoalveoler lavaj sivisi, aclik mide
suyu, larengieal siiriintii, idrar, gaita, cilt ve yumusak doku) olmak iizere iki grup altinda
toplanmaktadir. Klinik o6rneklere; organik kalintilart sindirip homojenize etmek ig¢in
homojenizasyon ve kontaminasyona neden olabilecek mikroorganizmalar1 (bakteri, mantar
vb.) ortamdan uzaklagtirmak i¢in dekontaminasyon islemi uygulanmaktadir (44).

Balgam oOrneklerinin yogunlastirildiktan sonra incelenmesinin testin pozitif prediktif
degerini arttirdigr bildirilmistir. Bu amagla farkli prosediirler homojenizasyon ve
dekontaminasyon islemi i¢in kullanilmaktadir. Giiniimiizde homojenizasyon ve
dekontaminasyon islemi i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler; N-Asetil-L-
Sistein (NALC)- Sodyum hidroksit (NaOH), sadece NaOH, Zefiran-trisodyum fosfat (Z-
TSP), sadece oksalik asit ve Cetylpyridinium chloride (CPC)-sodyum klorid kullanilarak
yapilmaktadir. Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda bu yontemlerden en ¢ok NALC- NaOH
prosediirii tercih edilmektedir. Bu yontemde kullanilan kimyasallardan NALC mukolitik, %
4’lik NaOH dekontaminant olup % 2.9’luk sodyum sitrat klinik ornekte bulunabilecek agir
metal iyonlarini baglayarak NALC’1n inaktive olmasini dnlemektedir (45).

Giiniimiizde tiiberkiilozun mikrobiyolojik tanisinda kullanilan yontemler ii¢ ana baslik
altinda toplanabilmekte olup bunlar boyama ve mikroskobik inceleme, kiiltiir ve molekiiler

biyolojik yontemlerdir.
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2.11.2. Boyama ve Mikroskobik Inceleme

Mikroskop ile tliberkiiloz basillerinin saptanmasi, tiiberkiilloz hastaliginin tanisinin
konmasinda en hizli, en ucuz, en yararli yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir.
Tiiberkiiloz basili kiiltiirde ¢ok geg tiretildiginden mikroskop ile saptanmasi biiylik 6nem tasir.
Tiiberkiiloz basilinin dogrudan yayma ile en kolay saptanabilecegi Ornek tiirii balgamdir.
Balgam o6rneginden yapilan dogrudan yaymalarda basil goriilebilir. Bu sekilde hazirlanmis
orneklerde basil goriilebilmesi i¢in balgamin her ml’sinde 5000-10000 basil bulunmalidir
(46).

Bunlarm disinda kalan drneklerde genellikle basil miktar1 azdir. Orneklerin santrifiijle
bir tlipiin dibine ¢oktiiriilerek toplanmasi, yani yogunlastirilmasi ve buradan yayma yapilmasi,
tan1 koyma sansin artirdig icin, homojenize ve dekontamine edilmis 6rneklerden elde edilen
konsantre sedimentten hazirlanan preparatlar, aside direngli boyama yontemi ile boyanip,
mikroskopik olarak incelenebilmektedir (47).

Direkt yayma preperatlarin incelenmesinde en sik kullanilan boyama yontemleri
Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) ve Auramin-rhodamine’dir. Balgam yaymasinda aside direncli
basilin (ARB) bulunmas1 6érnekte mikobakterinin varligini gdsteren ilk bulgudur.

Ulkemizde en sik kullanilan boyama yéntemi EZN boyamadir. Boyamadan sonra
hazirlanan yayma preparat, 151k mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmektedir.
Kars1 boya olarak metilen mavisi kullanildiginda aside direncli basiller mavi zeminde pembe-
kirmizi ince gubuklar halinde goriilebilmektedir (18).

Auramin-rhodamine metodu ile boyanan aside direngli organizmalar sari-turuncu
renkte floresan verirler. Auramin-rhodamine boyama yonteminin EZN’ye kiyasla daha hassas
oldugu ve kisa zamanda genis bir tarama imkani verdigi arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (48). Ba ve arkadaslarinin 2630 balgam 6rneginde yaptiklar1 ¢alismada, her 100
alanda en az 10 basil varsa, EZN ve florokrom boyamanin duyarhliklarinin benzer, her 100
alanda 10°dan daha az basil varsa florokrom boyama metodunun duyarliliginin daha yiiksek
oldugunu saptamislardir. Ayrica bir yaymayr negatif olarak raporlamadan once gerekli
ortalama zamanin, EZN boyama metodu ile 7 dakika 44 saniye, floresan mikroskopla ise 3
dakika 34 saniye oldugunu saptamislardir (49). Kumar ve arkadaslari, doku biyopsilerinde

bakteri yiikliniin diisiik oldugu durumlarda florokrom boyama metodunun EZN boyama
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metoduna istiin oldugunu bildirmiglerdir (50). Auramin-rhodamine boyama yonteminde
degerlendirme floresan mikroskopta yapildigi icin bu mikroskobu temin edemeyen
laboratuvarlar i¢in DSO tarafindan EZN yéntemi 6nerilmektedir. Bu nedenden dolay birgok

tilkede rutin olarak EZN metodu kullanilmaktadir (15).

2.11.3. Kiiltiir:

Mikobakterilerin ikiye bdliinmesi igin gerekli siire 16—18 saat kadar oldugu igin
besiyerinden izole edilebilmeleri i¢in kiiltiirlerin uzun siire inkiibe edilmesi gerekmektedir.
Kiiltiir siireleri ise kat1 besiyerinde 3537 °C’de 6-8 hafta kadardir (1).

Genel olarak mikobakteri izolasyonu amaciyla kullanilan besiyerleri 6zelliklerine gore
kat1 ve siv1 besiyerleri olarak ayrilmaktadir. Tiip veya petri kab1 kullanarak hazirlanan kati
besiyerlerinde karisik kolonilerin  ve kontaminantlarin tespiti miimkiin olmaktadir.
Glinlimiizde kati besiyerleri altin standart olarak kabul edilmektedir. Mikobakterilerin
izolasyonunda kullanilan kat1 besiyerleri igerisinde yer alan yumurta bazli besiyerleri:
Lowenstein-Jensen besiyeri (LJ), petragnani besiyeri, American Thoracic Society besiyeri
olup agar bazli besiyerleri olarak Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11, siv1 besiyeri
olarak ise Middlebrook 7H9 kullanilmaktadir. Bu besiyerlerinin en Onemli avantaji
mikobakterlerin birgogunun iiretilmesinin miimkiin olmasidir (51).

Glinlimiizde yumurta bazli besiyeri olan Lowenstein-Jensen besiyeri (LJ) yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu besiyerinin avantajlari, uygun saklama kosullarinda uzun siire
korunabilmeleri, icerdigi fosfolipidler sayesinde besiyeri veya inokulum icindeki toksik
maddeleri  baglayarak etkisizlestirmesi, icerdigi malasit yesili ile kontaminan
mikroorganizmalarin {liremesini engellemesi, ucuz olmast ve bir¢ok mikobakteri tiiriinii
tiretebilme 6zelligi siralanmaktadir (52).

Petragnani  besiyeri, 0Ozellikle yogun kontamine Orneklerden mikobakteri
izolasyonunda tercih edilmektedir ¢iinkii inhibitér madde olarak besiyerine eklenen malasit
yesilini daha yiiksek konsantrasyonda igermektedir (27).

American Thoracic Society Medium (ATSM), digerlerine gore daha diisiilk oranda
malasit yesili icerdiginden Ozellikle BOS, plevra sivisi, biyopsi gibi steril orneklerin

kiiltiiriinde onerilmektedir. Avrupa'da ve gelismekte olan {ilkelerde yumurtali besiyerlerinin
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kullanildigi, buna karsilik A.B.D'de agarli besiyerlerinin (Middlebrook) daha fazla
kullanildig: bildirilmistir (53).

Middlebrook 7H10 ve 7H11 besiyerleri ilk kez Middlebrook ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmistir  (54). Middlebrook besiyerlerinin hazirlanmas1 ve saklanmasi zordur.
Middlebrook 7H10 ve 7HI11 agar bazina, gliserol ve OADC eki eklenmek suretiyle
kullanilmaktadir. Besiyerine eklenen ek maddeler (Oleic acid/Albumin/ Dextrose/Catalase -
OADC-) besiyeri maliyetini arttirmaktadir. Besiyeri hazirlandiktan sonra en kisa siirede (en
fazla ii¢ hafta) kullanilmak zorundadir (55). Ayrica kolonilerin goriiniir hale gelmesinin LJ
besiyerine gore c¢ok daha erken olmasi, antitiiberkiiloz ilaglarla etkilesime girmemesi,
Midllebrook 7H11 besiyerinde izoniazid (INH) direngli bakterilerin daha kolay tliremesi gibi
tistiinliikleri saptanmistir. Midllebrook 7H11, 7H10’dan farkli olarak % 0,1 kazein igerdigi
icin INH direncli mikobakteriler i¢in iiremeyi artirict etkisi vardir. Ayrica % 2 gliserol
icermekte olup bu sayede M. avium kompleksi bu besiyerinde daha kolay iiremektedir
(56,57). S1v1 besiyerleri i¢inde yer alan Middlebrook 7H9, 7H12, 7H13 ve Dubos tween
albumin besiyerleri, mikobakterilerin stok suslarinin subkiiltiirlerinin yapilmasi, duyarlik
deneyleri ve diger in vitro deneylerde kullamlmaktadir. Ozellikle Middlebrook 7H9, bakteri
sayisinin az oldugu steril bolgelerden almman klinik orneklerde, bakteriyi cogaltmak ve
dolayisiyla izolasyon sansini artirmak amaciyla da kullanilabilir. Giiniimiizde Middlebrook
7H12 (BACTEC 12B) ve Middlebrook 7H13 (BACTEC 13A) siv1 besiyerleri, hizli kiiltiir
sistemlerinde temel besiyeri olarak yer almaktadir (58).

Klasik kiiltiir yontemleri disinda hizli sonug veren kiiltiir yontemleri de tiiberkiilozun
tanisinda kullanilan rutin yontemler arasinda yer almaktadir. Bu yontemlerde zengin igerikli
besiyerleri kullanilarak hem mikobakterilerin izolasyon sansi arttirilmakta hem de
mikobakterilerin tiremesi erken donemde saglanmaktadir. Bu sistemler, radiometrik sistem
(BACTEC 460 TB), bifazik sistem (Septi-check AFB sistemi), kolorimetrik sistem
(BacT/ALERT sistemi), karbondioksit olusumunu saptayan sistem (ESP MYCO sistemi),
floresans ile degerlendirilen sistem (Mycobacteria Growth Indicator Tube) ve manuel
sistemler (MB-Redoks) olarak siralanmaktadir (59).

BACTEC 460 TB, radyometrik bir yontem olup klinik 6rneklerden mikobakteri
saptanmasi ve tiir ayrimi i¢in gereken siireyi 6nemli oranda kisaltmistir. Bu sistem, izolasyon,
identifikasyon ve duyarlilik deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak kullanilmaktadir.

Ayrica sistemde MTC ile NTM’lerin ayrimi yapilmakta olup mikobakterilerin antitiiberkiiloz
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ilaglara duyarliligi saptanabilmektedir. Bu sistem; BACTEC 12B (Middlebrook 7H12) ve
BACTEC 13A (Middlebrook 7H13) olmak tizere bu sistem iki tip besiyeri igerir. Pulmoner ve
ekstrapulmoner Ornekler, mikobakter izolasyonu i¢in BACTEC 12B besiyerine ekilir. Kan,
kemik iligi ve BOS 6rnekleri BACTEC 13A s1v1 besiyerine ekilir (60). BACTEC 13A kanin
konsantre edilmesi gerekmeden ve liziz yapilmadan direkt ekilebilecegi besiyeridir. Hipotonik
bir ortam oldugu i¢in kan hiicreleri parcalanir. Bu besiyeri icgerisinde antikoagiilan olarak
sodium polyanethanolesulfonate (SPS) igermektedir. C'* isaretli palmitik asitin kullamlmasi
ve metabolizma sonucu olusan isaretli CO;’in 0-999 sayisal degerleri arasinda tireme indeksi
(GI) olarak ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Ekim isleminden Once besiyerlerine
polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA) igeren
antibiyotik karigimi, kontaminant mikroorganizmalarin iiremesini engellemek icin ilave

edilmelidir (61).

2.11.4. Biyokimyasal Testler:

Mikobakteri tiirii 6ncelikle cogalma karakteristiklerine gore (lireme hizi, ireme 1s1s1,
pigment olusturma, koloni morfolojisi) alt gruba ayrildiktan sonra, uygun geleneksel
biyokimyasal testler kullanilarak tiir bazinda kesin tanist yapilir. Daha sonra niasin birikimi,
nitrat indirgemesi, katalaz, iireaz, tween 80 hidrolizi, pirazinamidaz, aril siilfataz, %5 NaCl'li
ortamda iireme, tiofen -2- karboksilik asitli (T2H) ortamda iireme gibi biyokimyasal testler

kullanilarak tiir ayrimi yapilir (62).

Biyokimyasal testlerle M. tuberculosis’in diger mikobakterilerden ayriminda
kullanilan testlerden biri niasin birikimi testidir. Bu test M. tuberculosis ile baz1 M. simiae ve
M. chelonae izolatlarinin nikotinik asiti diger mikobakterilere gére daha az metabolize
etmeleri nedeniyle, besiyerine niasin salmalar1 ve bu niasinin ¢esitli kimyasallarla saptanmasi
esasina dayanmaktadir. Nitrat indirgeme testi ise asit soliisyonlarda nitrit iyonlarinin
nitrozonyum iyonlarina doniismesi ve bu iyonlarin da ortama eklenen siilfanilik asit ve naftil
amin ile gozle goriinlir hale gelmesini temel alir. Bunlarla birlikte kullanilan bir diger

biyokimyasal test ise katalaz testidir. Katalaz, hidrojen peroksidi (H,O;) su ve oksijene
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ayiran, intraseliiler ¢oziinebilir bir enzimdir. Enzimin varligi, besiyerine H,O, eklendiginde
olusan oksijen kabarcigiyla anlagilir. Katalaz enziminin bazi formlar1 68 ° C’ de 20 dakika
isitildiginda inaktive olmaktadir. Enzimin 1s1 ile inaktivasyonu, bazi mikobakteri tiirlerinin
ayirt edilmesinde degerli bir tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir. Mikobakteri tiirlerinin
identifikasyonunda kullanilan hidrojen peroksit, diger bakterilerde bulunan enzimin
arastirilmasinda kullanilan ayiractan farklidir. Hidrofobik ve kiimeli olan mikobakterilerin
dagilmasini ve enzimin kolayca ag¢iga ¢ikmasini saglamak igin testte % 30 H,0O, ile giiclii bir
deterjan olan % 10 Tween-80’nin karisimi kullanilir. Genel olarak M. tuberculosis, M. bovis
ve M. kansasii’ nin izoniazide direngli kokenleri ve M. gastri disindaki tiim mikobakteri

tiirlerinin katalaz enzimi tirettikleri bildirilmistir (63).

2.11.5. Serolojik Tam Yontemleri:

Tiiberkiiloz tanisinda serolojik testlerin kullanilmasina uzun zaman 6nce baslanilmis
olmasma ragmen, bu testler rutin olarak kullanilabilecek performansit gostermemistir.
Serolojik tan1 yontemlerinin, Ozellikle klinik ve radyolojik tiiberkiiloz bulgular1 olmayan
hastalarin hizli tanisini sagladigi bildirilmistir. Serolojik testlerin ¢ogu, kisa zamanda
tamamlanmas1 ve negatif prediktif degerinin yiiksek olmasindan dolay1 tarama amaciyla
yararli olan testlerdir. Ancak bu testlerin yiliksek enfeksiyon hizi olan iilkelerdeki hastalarda,
AIDS’li ve yayma negatif hastalarda duyarliliginin diisiik oldugu saptanmistir. Bunlar; pahali,
deneyimli personel gerektiren ve M. tuberculosis ile tiiberkiiloz dis1 mikobakterileri her
zaman birbirinden ayirt edemeyen testler olarak belirlenmistir (64).

Mikobakteri antijenlerinin fraksiyonlarma ayrilmasi, izolasyonu ve analizi i¢in, M.
tuberculosis’in, karbonhidrat ve glikolipid kisimlar1 bulunan gesitli protein antijenleri
gosterilmis ve detayli yapisal Ozellikleri tanimlanmistir. Mikobakterilerin plazma
membraninda bulunan antijenler, antijen 5, Lipoarabinomannan (LAM), sitoplazmik

antijenler ve diger antijenleri tespit eden ¢esitli serolojik test kitleri dizayn edilmistir (65).

Mikobakterilerin hiicre duvarinda bulunan bir lipopolisakkarit olan LAM’m,

enfeksiyon sirasinda antikor yanitini indiikledigi bildirilmistir. Bu nedenle M. tuberculosis’ten
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saflagtirilan  LAM, mikobakteri enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda kullanilmaya
baslanmistir. Idrar &rneklerinde bulunan tiiberkiiloz basillerini tespit etmek icin, LAM’1
kantitatif olarak tespit eden bir test gelistirilmistir. Alan taramalarinda, akciger ve akciger dist
orneklerde bulunan LAM’1, yar1 kantitatif olarak tespit etmek amaciyla dipstik metodu

kullanilmaktadir. Bu metodun duyarliligi % 93 ve 6zgiilliigii % 95 olarak saptanmistir (66).

Tiiberkiilozun endemik oldugu alanlarda, ozellikle akciger tiiberkiilozunun diger
indikatdrleri ile birlikte oldugunda, anti-LAM negatifliginin pratik énemi vardir. Anti-LAM
ELISA testi, yayma sonuglari ile birlikte degerlendirildiginde, yayma pozitif akciger
tiiberkiilozlu hastalarin %90,6’simna ve yayma negatif olanlarin % 52,5’ne dogru olarak tam
koymustur (67).

Idrar disinda, akciger tiiberkiilozlu hastalarin balgam ve serumunda bulunan
mikobakteri antijen veya antikorlarii tespit eden, immiin blotlama ve immiinoassay temelli
testler gelistirilmis ve bu testlerle hizli tan1 konuldugu belirtilmistir (68). Antijen tespiti
amaciyla; sandvic ELISA, inhibisyon ELISA, Ilateks agliitinasyon ve zit pasif
hemagliitinasyon yontemine dayanan testler kullanilmigtir. Antijen olarak kord faktorii
kullanilan ELISA testinin, akciger tiiberkiilozu tamisinda duyarlilign % 66,6-74,1 ve
ozgulligl % 95,2-99,0 olarak bulunmustur (69).

Tiiberkiilozlu hastalarin kan, plazma veya serumlarinda bulunan antikorlar1 tespit
etmek amaciyla, immiinokromatografi temelli, hizli in vitro testler (InstaTest TB, TB STAT-
PAK ve ICT diagnostics, BIO-ANALYTICS TB gibi) gelistirilmistir. Bu testlerde, membrana
baglanmis tiiberkiiloz antijeni kombinasyonlar1 ve kolloid haldeki altin partikiillerine
birlestirilen antikor baglayic1 bir protein kullanilmaktadir. immiinokromatografik testlerin
duyarlilik ve ozgilligl, sirasiyla % 75-97 ve % 95-98 olarak bildirilmistir. Ayrica,
Mikobakterilerin siiperoksit dismutaz enzimine karsi olusan antikorlarin tespit edilmesi, MPB
64 transdermal yama testi, interferon gamma iiretiminin Ol¢iilmesi tiiberkiiloz tanisinda

kullanilan diger serolojik testlerdir (70).
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2.11.6. Molekiiler Yontemler:

Mikroskopi ve kiiltiir gibi klasik tan1 yontemleri mikobakteri kaynakli enfeksiyonlarin
tanisinda giinlimiizde halen altin standart olarak kabul edilmekle birlikte, tan1 sliresinin uzun
olmasi ve yeni etkenlerin tanimlanmasinda yetersiz kalmalar1 nedeniyle molekiiler yontemler
gibi hizli tam1 yontemleri iizerindeki arastirmalar devam etmektedir. Tanida kullanilan
molekiiler yontemlerin ana prensibi, mikroorganizmanin genomunda ¢ok iyi korunmus,
sadece o mikroorganizmaya 0zgii dizilerin kullanilmasiyla tiir tayinin (identifikasyon)
gerceklestirilebilmesi esasina dayanmaktadir. Bu ylizden tek bir niikleotidin delesyonu veya
yer degistirmesiyle olugsmus farkli tlirler birbirinden ayirt edilebilmektedir.
Mikroorganizmalarin molekiiler yontemlerle tiplendirilmesinde en yaygin olarak segilen
hedef bolge, 16S rRNA’ y1 kodlayan gen bolgesi olarak bildirilmistir. Bu gen yaklasik olarak
1500 niikleotitten olugmakta olup, bu dizi i¢indeki 10—15 niikleotitteki farklilik tiir ayriminin
yapilabilmesini saglamaktadir (71).

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, kisa DNA dizilimlerini spesifik olarak
tantyan ve bu dizilimler i¢inde belli bolgelerden spesifik kesimler yapan enzimler olup
bliylik bir kismi bakteriler bir kismi viriislar ve Okaryotik canlilar tarafindan
sentezlenmektedir. RE enzimlerinin Tip II sinifi genelde DNA’daki 4-8 bazlik dizisini
taniy1p kesim yaparlar. Transisyon veya transversiyon tipindeki nokta mutasyonlar1 sonucu
herhangi bir restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi ortaya ¢ikabildigi gibi enzimin kesim
bolgesi de ortadan kalkabilir. Kesimden sonra ornekler agaroz jelde veya poliakrilamid
jelde analiz edilir. Eger RE enzimi i¢in kesim bolgesi yaratan bir polimorfizm s6z konusu
ise hasta 6rneginde kesim yapildig1 icin iki bant, kontrolde ise tek bant goriilecektir. Bunun
tersi durumda; polimorfizm RE enziminin kesim bolgesini yok ediyorsa, hastada tek bant

kontrolde ise iki bant goriilecektir (72).

Ik kez Telenti ve arkadaslari, tiim mikobakterilerde mevcut olan 439 bp’ lik 1s1 sok
proteinini kodlayan genin (hsp65), restriksiyon enzimi ile kesilmesi prensibine dayali hizli ve
kolay bir yontem olan PZR-RLFP’ yi gelistirmislerdir (4). Izole edilen mikobakteri DNA’ s1

PZR yontemi ile ¢ogaltildiktan sonra BstE II ve Hae III restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.
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Daha sonra bu kesilen bolgeler poliakrilamid jel elektroforezinde molekiiler agirlik
standartlarina gore birbirilerinden ayrilip, genotiplendirme semasina gore tiir bazinda
mikobakteri tiplendirilmesi yapilmistir (6,7). PZR-RLFP yontemi ile yapilan ¢aligmalarda
PZR’nin duyarlilig1 yayma pozitif 6rneklerde % 95 iken, yayma negatif 6rneklerde % 5060,
ozgilligl ise % 98’ler diizeyinde bulunmustur. Bu nedenle giliniimiizde yayma pozitif

olgularda kullanilmas1 6nerilmektedir (5,6,7).

Tanida kullanilan molekiiler yontemlerin baginda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
gelmektedir. Gelistirilen ticari kitlerle 6rneklerin islenmesi, amlifikasyon ve sonu¢ gozleme
standardize edilerek laboratuvarlar aras1 uyumsuzluklar giderilmeye calisiimistir.

Giiniimiizde tiiberkiilozun molekiiler tanisinda kullanilan ¢esitli ticari hizli tani kitleri
mevcuttur. PZR yonteminin ticari olarak tiretilmis sekli (COBAS AMPLICOR PCR) solunum
yolu ornekleri i¢in Onerilmekte olup yontemin duyarliliginin % 66,7-85,2, 6zgiilliigiiniin %
98,8-99,7 oldugu belirlenmistir (73). Yayma pozitif olan 6rneklerde duyarliligin % 92,6—
96,1°e ciktig1, negatif olanlarda ise % 48-71,7’ye diistligli saptanmistir (74). Ayni kitin beyin
omurilik sivilarinda uygulanmast halinde duyarligin % 60, solunum yolu disindaki diger
orneklerde ise % 61-100 oldugu bildirilmistir (75,76).

Solunum yolu oOrneklerinde kullanilmak iizere iiretilmis diger bir kit “Gen-Probe
Amplified Mycobacterium Direct Test” (Gen-Probe)’tir (77). Bu testte, hedef molekiil olarak
her hiicrede yaklasitk 2000 kadar bulunabilen rRNA segilerek, duyarliligi artirmak
hedeflenmistir. Kiiltiir pozitif solunum yolu 6rneklerinde yontemin duyarliligt % 91-98,4
iken, ozgiillik % 98,5-98,9 olarak saptanmigtir (78). Solunum yolu disindaki 6rneklerde
duyarlilik % 20-100, 6zgiilliik % 95-96.,4 olarak belirlenmistir (77).

Diger bir molekiiler yontem olan zincir ayrigtirma amplifikasyon (strand displacement
amplification=SDA) ile solunum yolu 6rneklerinden tiiberkiiloz basillerinin arastirilmasinda;
kiiltiir ve yayma pozitif 6rneklerin tamamindan pozitif sonug¢ alinmais, testin 6zgiilliigii % 85—
94 arasinda bulunmustur (79). Yontemin bir versiyonu olan “BDProbeTec-SDA” ile kiiltiir
pozitif 6rneklerin % 94,7’sinden pozitif sonug alinirken, 6zgiilliikk %99,8 olarak saptanmistir
(80). Tiiberkiilozun tanisinda alternatif bir DNA amplifikasyon yontemi olan Ligaz zincir
reaksiyon (Ligase chain reaction=LCR) ticari kit halinde iiretilmistir. Bu yontemle yapilan

caligmalarda; klinik Orneklere gore degismekle birlikte duyarlilik % 84-97.5, ozgiillik
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%95.8-100 olarak bulunmaktadir. Tiiberkiiloz laboratuvarlarinda fazla sayida degisik
molekiiler tan1 yontemleri denenmis olmakla birlikte, bu ydntemlerin hi¢ biri heniiz
mikroskopi ve kiiltiir gibi konvensiyonel yontemlerin yerini alamamiglardir. Genelde teknik
tam olmadan, gerekli internal ve eksternal kontroller saglanmadan, PZR yonteminin

tiiberkiilozun rutin tanisinda kullanilmamasi 6nerilmektedir (81).

DNA prob teknigi kullanilarak klinik Orneklerden mikobakterilerin saptanmasi,
identifikasyonu, genotiplemesi ve antimikrobial ilaglara diren¢ durumunu belirlemek olasidir.
Ideal olarak hibridizasyonun kiiltiirden daha duyarli olmasi beklenir. Ancak ticari olarak
gelistirilmis olan Gen-Probe sistemi, klinik 6rnekle pozitif sonug verebilmesi icin yaklasik 1—

3 x 10" basil gereksinir (82).

Amplifikasyona dayali yontemlerin genel pozitiflik oranlarimin ve duyarhiligimin
kiiltiirden anlamli derecede yiiksek olmayis1 ki 6zellikle bu durum; balgam, idrar ve BOS gibi
orneklerde bulunan inhibitorlere veya uygun olmayan O6rnek alma ve isleme kosullarinin
kullanilmasina baglidir. Homojenizasyon ve dekontaminasyon ile 6rnekteki canli basillerin %
80’inin kaybolabilecegi hesaplanmistir. Tiiberkiiloz basilleri kiime halinde bir arada
bulunurlar bu nedenle, iyice homojenize edilmemis Orneklerde c¢alisilan hacim azaldikg¢a
duyarliliginda azaldigi bildirilmistir. Ayrica kiiltiir i¢cin kullanilan 6rnek miktari, genelde,
molekiiler yontemler i¢in kullanilandan 4-20 kat daha fazladir. Pozitif klinik 6rneklerin
birbirine karismasina bagli olarak hatali pozitiflikler olabilmektedir. Her klinik 6rnek igin
kullanilabilecek, standardize edilmis ticari kitin heniiz bulunmayisi tiiberkiilozun molekiiler
tanisinda karsilasilan giicliiklerin en 6nemli nedenlerinden biridir. Mevcut ticari kitler genelde

solunum yolu 6rnekleriyle ¢alisilmaya uygundur (83).

Tiberkiiloz tedavisi gérmiis olan hastalarda, klinik 6rnekte 6lii basil varliginda bile
DNA yontemleriyle pozitif sonug¢ alinabileceginden, tedavinin etkinligini takip icin kiiltiir
gerekli olmaktadir. Bir ¢alismada alti aylik tedaviden sonra orneklerin tamaminda kiiltiir
negatif oldugu halde, % 25 o6rnekte SDA (Strand Displacement Amplification) ve PZR
yontemleriyle pozitif sonu¢ alinmistir (84). Genelde teknik tam olmadan, gerekli internal ve
eksternal kontroller saglanmadan, PZR yonteminin tiiberkiilozun rutin tanisinda

kullanilmamasi onerilmektedir (83).
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2.12. Tedavi:

1950°den once tiliberkiiloz i¢in etkin bir ila¢ tedavisi bulunmamaktaydi. 1950’lerin
ortalarinda hastalarin ila¢ tedavisi ile hemen tamami tedavi edilebilir hale gelmistir.
Glniimiizde eger hastaya dogru bir tedavi semasi Onerilir ve hasta da bu semay1 uygun bir
sekilde uygularsa hemen tiim hastalar tedavi edilebilir hale gelmektedir. Tiiberkiiloz
tedavisinde 1940’larm ortasinda A.B.D’ de streptomisinin (SM) ve Isveg’te p-
aminosalysilicacid (PAS)’1n bulunmasi ile yeni bir donem basladi. Tek basina kullanilan bu
ilaclara bir ay gibi kisa zaman icinde direng¢ gelisince yeni ilaglar bulmak i¢in arastirmalar
hizlanmustir. izoniazid (INH)’in 1952 yilinda Robizek ve Selikof (A.B.D) tarafindan
bulunmasindan sonra {i¢ ilagla 18-24 ay siiren kombine tedavinin uygulanarak tiiberkiiloz
tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir. Daha sonra 1954 yilinda pirazinamid (PZA),
1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966 yilinda rifampisin (RIF) bulunmustur (85).

Kullanilan Ilaglar kullamim &nceligine gore gesitli kategorilere ayrilmaktadir. "Birinci
secenek ilaglar" arasinda, INH, RIF, PZA, SM, EMB gelmektedir. EMB disindakilerin hepsi
bakterisidaldir. Toksisiteleri azdir ve kombine olarak kullanilirsa miikemmel bir etkiye
sahiptirler. Giinde tek doz olarak uygulanirlar. ikinci segenek ilaglar; sikloserin, etionamid,
tioasetozon, kanamisin, kapreomisin ve PAS seklinde siralanmaktadir. Bu ilaglar birinci
secenek ilaclara gore daha toksik, daha az tolere edilebilen ve daha az etkili ilaglardir.
Hastanelerde ve deneyimli hekimlerce kullanilmasi uygun olan ilaglardir. Genellikle direngli
tiiberkiiloz olgularinda kullanilmaktadir. Bu grup ilaglara heniliz deneme sathasinda olan ve
yeni gelistirilen ilaglar olan B laktam inhibitorleri, kinolonlar, amikasin ve rifabutini eklemek
miimkiindiir. Bu yeni ilaglarin heniiz tiiberkiiloz tedavisindeki kesin dozlar1 ve kullanim

siireleri hakkinda kesinlesmis bilgiler yoktur. Bu yeni ilaglarin 6zellikle direngli tiiberkiiloz
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olgularinda faydali olacagi diistiniilmektedir (18).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler:

3.1.1. Calisma Grubu ve Ornekler:

Calismamizda, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina tiiberkiiloz siiphesi ile rutin olarak
gonderilen balgam, idrar, steril viicut stvist (SVS), bronkoalveolar lavaj (BAL), plevral mayi,

apse ve aclik mide s1visi (AMS) 6rnekleri kullanilmustir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Gerecler:

» Otomatik Pipetler:

0 Tek kanalli 20 pl, 200 pl ve 1000 ul lik Eppendorf (Eppendorf Reference,
Germany) marka pipetler, kullanildi. Steril pipet ucu olarak 2 ul, 10 ul, 200
ul ve 1000 pl’lik filtreli plastik pipet (Eppendorf Reference, Germany)
uglar1 kullanildi.

» Thermal Cycler:

0 PZR islemlerinin yapilmasinda programlanabilen {iist kapak 1sitmali
otomatik thermal cycler (Eppendorf, Mastercycler Gradient 22331,
Germany) kullanildi.

» Elektroforez Tanki ve Gii¢c Kaynagi:
0 Agaroz jel elektroforez (Biometra) islemlerini ger¢eklestirmek
amaciyla kullanildi.

> Jel Goriintiilleme ve Analiz Sistemi:
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0 UV transliiminatorlii (Salubris-technica) bilgisayarli jel dokiimantasyon
sistemi elde edilen jeldeki bantlarin gériintiilenmesinde kullanildi.
Hassas Terazi:
0 Kimyasal maddelerin tarttiminda hassas terazi (Scaltec) kullanildi.
Vorteks (Mekanik Karistiricn) :

0 PZR islemleri sirasinda Orneklerin ve PZR komponentlerinin

karistirilmasi i¢in Vorteks (Niive) cihazi kullanildi.
Sogutmal Santrifiij:

0 Orneklerin santrifiij edilmesi ve PZR islemleri sirasinda santrifiij
isleminin  gerekli oldugu durumlarda ¢o6zelti ve karigimlarin
coktiiriilmesi amaciyla sogutmali santrifiij cihazi (Hettich) kullanildu.

Inkiibator:

0 Ekimi yapilan besiyerlerinin inkiibasyonu i¢in inkiibatér (Memmert)

kullanildi.
Otoklav:

0 Besiyerlerinin ve soliisyonlarin sterilizasyonu i¢in otoklav (Niive)
kullanildi.

Steril laminar akimh giivenlik kabini:

0 Ekimlerin, besiyerlerinin steril bir bigimde hazirlanmasi, ayni sekilde
DNA ekstraksiyonu, PZR ve kesim reaksiyonunun steril bir ortamda
gergeklestirilebilmesi  igin steril laminar akimli gilivenlik kabini
(Heraeus, Germany) kullanildi.

Benmari:

O Ben-mari (Memmert), DNA ekstraksiyonunda ve hazirlanan

soliisyonlarin 1st1 ile ¢oziilmesinde kullanildu.
Mikroskop:

O Aside direngli boya ile boyanan preparatlarin incelemesi 1s1k

mikroskobunda (Olympus) yapildi.
Mikrodalga Firin:

0 Elektroforezde kullanilan agarozun tampon soliisyonu igerisinde

eritilmesinde mikrodalga firin (Beko, MD 1500) kullanildi.

Derin Dondurucu:
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0 DNA ekstraksiyonu, PZR ve kesim sonucu elde edilen orneklerin

saklanmasi igin derin dondurucuda (- 20 ° C, Ugur, 2005) yapildi.

3.1.3. Hasta Orneklerinin islenmesi:

3.1.3.1. Homojenizasyon-Dekontaminasyon Soliisyonunun Hazirlanmasi (46):

» Fosfat tamponu 0,067 M (pH:8)
0 9,47 g sodyum monohidrojen fosfat (Na,HPO, ,Sigma, S0876, USA)
tartildi.
0 1000 ml distile suda ¢oziildii.
0 9,07 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO, , Sigma, P5379, USA)
1000 ml distile suda ¢6ziildii.
0 Her iki soliisyon 1/1 oraninda karistirilir, pH 6,8’ e ayarlandi.
0 Otoklavda 121 °C’ de 15 dakika steril edildi.
> % 4’ liilk NaOH:
0 20 g NaOH (S8045; Sigma, USA) tartildi.
0 500 ml distile suda eritilerek hazirland.
> % 2,9 Sodyum Sitrat:
0 Sodyum Sitrat (Merck A578148,USA) 1,45 g tartildi.

0 50 ml distile suda eritilerek hazirlandi.

Hacim (ml) | NaOH-sodyum sitrat (ml) | NALC (g)
50 50 0,25
100 100 0,50
250 250 1,25
500 500 2,50

Cizelge 3.1: NaOH-NALC Homojenizasyon ve Dekontaminasyon Sivisinin Hazirlanmasi
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3.1.4. Besiyerinin Hazirlanmasi (52):

3.1.4.1. LJ besiyeri

» 37,5 gtoz L] besiyeri ( Merck, 01256-03, USA) tartildi.

» Cam balona aktarilip, tizerine 600 ml distile su ilave edildi ve iizerine 12 ml
gliserol eklendi.

» 121 °C’ de 15 dakika otoklavlandi.

» Yumurtalarin ug tarafi dnce % 2’ lik iyotla (Merck 34806, USA) daha sonra alkol
(% 70’1ik Etil Alkol) ile silindi.

» Steril pens ile yumurtalar ug tarafindan kirilarak, 1000 ml olacak sekilde balon
jojeye aktarildi.

» Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50 °C’ ye kadar sogutuldu.

» Yumurta bu besiyeri lizerine ilave edildi ve iyice karistirildi.

» Hazirlanan besiyerinden steril tiiplere 5° er ml dagitildi.

» Pasteur firninda, 80 °C’ de 45 dakika koagiile edildi.

» Besiyerine, sikloheksimid (400 pg/ml (Sigma, C-2859, USA)), nalidiksik asit (35
pg/ml, Sigma, C-7698, USA) ve linkomisin (2 pg/ml, Lincocin,045K1424,USA)
antibiyotikleri ticari olarak saglanip ilave edilerek selektif besiyeri hazirlandi.

» Besiyerlerinde sterilizasyon kontrolii ve elimizde bulunan standart suslarla (M.

intracellulare, M. kansasii, M. scroflaceum, H37Rv) iireme kontrolii yapildu.
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3.1.4.2. Middlebrook 7H9 (55):

Oleic acid-albumine-dextrose-catalase (OADC % 10, BBL, 212240, USA)
Middlebrook 7H9 (Difco, 271310, USA) 4,25 g tartild1.

300 ml disitile suda ¢oziildii.

121 °C’ de 15 dakika otoklavlandi.

V V V V V

Hazirlanan besiyerinden steril tiiplere 5’ er ml dagitildi.

3.1.5. Karbolfuksin Aside Direncli Boyalar:

» Ziehl-Neelsen karbolfuksin:

0,3 g bazik fuksin (Sigma C—4165, USA) tartild1.
10 ml %95 etanolde (Sigma E-285, USA) ¢oziildii.
5 gr fenol kristalleri (Sigma P—-1039, USA) tartildi.
100 ml distile suda ¢oziildii.

O O O O O

Soliisyonlar 1/1 oraninda karigtirildu.
> % 3 Asid-Alkol:
O 3 ml hidroklorik asit(Sigma 920-01, USA), 97 ml % 95 etanol de
¢Ozildii.
» Metilen Mavisi:
0 0,3 g metilen mavisi (Sigma 6900, USA) tartildi.

0 100 ml distile suda ¢oziildii.

3.1.6. Nitrat Cozeltisi:

» M/45 fosfat tamponu eriyigi (0,02 M, pH 7,0) igindeki nitrat test subtrati
o 0,8 g NaNO;, (Sigma S8170, USA) 1,17 g KH,PO4 (P-2222, USA) ve
1,93 g Na,HPO4 (Sigma S0876, USA) tartild.
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0 1 litre steril distile suda ¢oziildii.
» % 0,2 Sulfanilamid:
0 0,1 gram sulfanilamid (Sigma S9251, USA) tartildi.
0 50 ml steril distile suda ¢oziildii.
» % 0,1 N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride:
O N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride = N-(1-naphthyl)
ethylenediamine dihyrochloride (Sigma N9125, USA) 0,1 g tartild1

0 100 ml steril distile suda ¢oziildii.

3.1.7. Katalaz testi kimyasallar:

> % 30 Hidrojen Peroksit:
0 30 ml H,O; (Sigma H6520, USA) cozeltisi 100 ml’ye distile su ile
tamamlandi.
> % 10 Tween—80:
0 10 ml Tween—80 (Sigma P043, USA), 100 ml’ye distile su ile

tamamlanda.

3.1.8. Niasin testi kimyasallar (63):

» % 4 Anilin
O 4 ml anilin (Sigma A9880, USA) 100 ml’ye % 95 etanolle
tamamlandi.
» % 10 Siyanojen Bromid
0 10 gsiyanojen bromid (Sigma C9142, USA) tartildi.

0 100 ml distile suda ¢oziildii.
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3.1.9. Elektroforetik Analiz Soliisyonlar1

a) 10 X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Stok soliisyonu
» 108 g Tris-base(Sigma T—1503, USA) (0,9 M)
55 g Borik asid (Merck 2993665, USA) (0,9 M)
8,3 g EDTA (Sigma E-6788, USA) pH 8,0 (20mM)

Distile su ile 1000 ml’ye tamamland.

YV V VYV V

Manyetik karistiricida ¢oziilerek pH 8,0’e ayarlandi.
» Otoklavda sterilizasyon yapilarak oda 1sisinda saklandi.
b) 1X TBE (Calisma soliisyonu)
» 100 ml 10 X TBE iizerine, 900 ml distile su eklendi.
» Elektroforez tankina konularak kullanildi.
¢) Etidiyum Bromid Soliisyonu (10mg/ml)
» 0,1 g Etidiyum bromid (Sigma E-9884, USA) 10 ml distile su iginde
¢Oziildii.
» Isiga hassas oldugu i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak + 4 ° C’ de
saklandi.
d) Yiikleme tamponu (6X) (86):
» 1 XTBE
» % 40 Sukroz (Sigma S—7903, USA)
» % 0,025 Brom fenol mavisi (Sigma B—-0126, USA) .

3.1.10. Bromtimol mavisi:

» 0,4 gr bromtimol (Merck 64271, Darmstad, Germany) mavisi 100 ml distile su

icerisinde ¢oziildi.
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3.2. Yontemler:

3.2.1 Hasta Orneklerinin Islenmesi ve Kiiltiirii:

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarina tiiberkiiloz siiphesi ile rutin olarak gonderilen
materyal, steril ve steril olmayan seklinde ayrildiktan sonra, steril olmayan Orneklere
homojenizasyon-dekontaminasyon islemi uygulanmistir. Cam boncuk igeren 50 ml’lik falkon
tiiplere klinik 6rnekle esit hacimde NALC-NaOH soliisyonu ilave edilerek oda 1sisinda 30
dakika bekletildi. Daha sonra tiipler, 30 saniyeyi gecmeyecek sekilde vortekslendikten sonra
tiiplere 50 ml isaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu (pH 6,8) ilave edildi. Fosfat tamponu
ilave edilmis tlipler bakteri yogunlugunu arttirmak i¢in 4000 x g’de 15 dakika santrifiij
edildikten sonra supernatant, icerisinde dezenfektan (%0,1-1 sodyum hipoklorit) olan bir
kaba bosaltildi. 0,067 M fosfat tamponu (pH 6,8) tekrar 50 ml isaretine kadar eklendi. Fosfat
tamponu ortamin pH’sin1 dengelemek icin kullanilmakta olup igersinde bulunan bromtimol
mavisi yesile dontistiiglinde, noétralizasyonun gergeklestigi diistinlilmektedir. Bir sonraki
asamada, tiip tekrar santrifiij yapilip dipteki sedimentten daha sonra LJ ve/veya BACTEC
besiyerine inokiilasyon yapildi. Ayrica aside direngli boyama i¢in sedimentten lama yayma

hazirlandi (46).

3.2.2. Biyokimyasal Testler:

Mikobakteri iiremesi tesbit edilen LJ besiyerinden ve/veya BACTEC besiyerinden
(vaklasik olarak 10-40 giin sonra) biyokimyasal identifikasyon yapildi. Biyokimyasal
identifikasyon i¢in iiremenin oldugu kiiltiirlerden 1 6ze dolusu koloni ve/veya 100 ul 6rnek,
middlebrook 7H9 siv1 besiyerine aktarildi ve 1 hafta sonra besiyerinde iireme olup olmadigini

kontrol etmek ve kontaminasyon olup olmadigini tespit etmek i¢in aside direngli boyama ve
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cikolata besiyerine ekim ile Ornekler degerlendirildi. Cikolata ve sivi besiyeri saf olan
orneklere nitrat, katalaz ve niasin testleri uygulandi.

Nitrat testi i¢in, taze kiiltiirlerden bir 6ze dolusu koloni alinarak, 2 ml nitrat ¢ozeltisi
igerisine ilave edildi ve 37 °C’ lik etiivde 2 saat bekletildi. Bu siire sonunda kiiltiir
slispansiyonu iizerine 1 damla hidroklorik asit, 2 damla % 0,2’ lik siilfanilamid ¢6zeltisi ve 2
damla % 0,12 lik N-naftil etilen diamin dihidroklorid ¢ozeltisi ilave edildi. Tiipler ¢alkalanip
renk olusumuna gore degerlendirildi. Pembe renk olusumu nitrat rediiksiyonunun oldugunu
gostermektedir. M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, bazi saprofit nonkromojenler, M.
smegmatis ve M. fortuitum grubu nitrat rediiktaz pozitiftir.

Niasin testi i¢in, LJ besiyerindeki 3—4 haftalik taze kiiltiir tiiplerine 1,5 ml steril distile
su (serum fizyolojik de olabilir) konuldu. Sivi kolonilerin iizerine ortecek bicimde 30 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda tiiplerdeki sivilardan 1’ er ml bos tiiplere aktarildi. Tiiplerin
tizerine % 4 anilin ve %10 siyanojen bromid’den 0.5’ er ml ilave edildi. 10 dakika i¢inde renk
olusumuna gore degerlendirilme yapildi. Sari renk olusumu besiyerinde biriken niasini
gostermektedir. Biitiin mikobakteriler niasin ribonukleotidini tiretir ancak M. tuberculosis ile
M. simiae ve M. chelonae’nin bazi suglarinin niasini nikotinamid adenin diniikleotide (NAD)
doniistiirecek enzimlerinin olmadig1 saptanmustir.

Katalaz testi, 1s1ya stabil katalaz testi ve semikantitatif katalaz testi olmak tizere iki
farklt sekilde uygulanmaktadir. Bu calismada semikantitatif katalaz testi yapildi. LJ
besiyerine 1 ml H,O,-Tween karisimi eklendi. Tiip oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Olusan
hava kabarciklarmin yiiksekligi olciildii. Yiiksek katalaz reaksiyonunda hava kabarciklarinin
yiiksekligi > 45 mm iken diisiik katalaz reaksiyonunda < 45 mm’dir. M. tuberculosis ve MAC
diisiik katalaz reaksiyonu verir. M. kansasii, hizli lireyen mikobakteriler ve siklikla izole
edilen skotokromojenler yiiksek katalaz reaksiyonu verir®. Testte kontrol olarak M.

intracellulare, M. kansasii ,M. austroafricanum ve H37Rv standart suslar1 kullanilmustir.

3.2.3. DNA izolasyonu:

Hizli DNA saflastirma yontemi ile DNA izolasyonu, bunu takiben PZR yapildi. DNA

izolasyonu, iiremenin oldugu kati besiyerlerinden 1 6ze dolusu koloni 1 ml distile suya
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alinarak ya da BACTEC besiyerinden 1 ml sivi alinarak yapilmistir. Bunlar daha sonra
benmaride 20 dakika 60 °C inkiibe edildikten sonra 12000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Supernatant atild1 yaklasik olarak 200 pl sivi lizerine 200 pl sadece kloform eklenip
vortekslendikten sonra 6000 x g’de 1 dakika santrifiijde cevrildi. Supernatant atilmadan
tizerine 200 pl steril su eklendi. 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Supernatant steril
eppendorflara alindi. Bu sivi bakteri DNA’s1 icermektedir. Ekstrakte edilen DNA PZR ile
amplifiye edildi (87).

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Par¢a Uzunluk Polimorfizmi Teknigi (PZR-RFLP)

PZR ile mikobakterilerin 1s1 sok proteini (hsp65), forward ve reverse primerler
kullanilarak g¢ogaltildi. PZR kosullarinin standardizasyonu amaciyla 6n denemeler yapildi.
PZR karisim1 kontaminasyonun onlenmesi amaciyla steril, temiz kabinlerde hazirlanmistir.
PZR karisimi 50 pl olacak sekilde steril distile su, tampon (1X) (promega), MgCl, (2.5 mM)
(promega), dANTP (200 ul ) (promega), primer Tb 11 (5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT)
(MOLBIOL, 50 pM/ul), primer Tb 12 (5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT) (MOLBIOL, 50
pM/ul), Taq polimeraz (2.5 U/ul) (Promega) ve ekstrakte edilen DNA’ s1 konularak
hazirlanmistir. Amplifikasyonda kullanilan PZR programi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) | Siire (dakika) | Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 94 10 1
Denatiirasyon 94 1

Primer Baglanmasi 55 1 45
Zincir Uzamasi 72 1

Son Uzatma 72 10 1

Cizelge 3.2: PZR Programi
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PZR ile ¢ogaltilan bolgelerin amplifikasyon iirtinleri % 3’liik agaroz jele yiiklenerek
elektroforez yapildi. Bant olusumu gozlenen 6rnekler Hae III ve BStE II enzimleri ile kesildi
Bu enzimlerin tanima bdolgeleri ve kesim sonucu olusacak bant uzunluklar1 her mikobakteri
tiirii i¢in farklidir. Ornekler agaroz jelde vyiiriitiilerek elde edilen bant uzunluklarina gére
mikobakteri tiirlerinin identifikasyonu yapildi. Mikobakterilerin tiplendirilmesinde kullanilan

algotritma semasi ¢izelge 3.4’de verilmistir (4).

3.2.5. PZR ¢ogalma iiriinlerinin elektroforez yontemi ile incelenmesi:

PZR programi tamamlandiktan sonra amplifiye olan bolgeler % 3’liik agaroz jelde
analiz edildi. % 3’liik agaroz jel igerisine 0,5 mg/ml etidiyum bromiir eklendi. Daha sonra,
PZR reaksiyonu iiriinlerine 6X yilikleme tamponundan 1/5 oraninda (1 hacim yiikleme
tamponu, 5 hacim PZR reaksiyonu iiriinii) eklendi. Ornekler agaroz jele yiiklendikten sonra
100mA, 70 Voltta 35 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonucu, Uvitec jel
gorlintiileme cihaz ile fotografi ¢ekilerek yorumlandi. Primerlerin ¢ogalttig1 bolge 439 bp’lik
olup, beklenen bant uzunlugu, molekiiler marker (Roche’dan DNA 100 base pair ladder
(katalog n0:1721933) yardimiyla yorumlanmistir. Beklenen bantlar elektroforez sonucu tespit
edildikten sonra restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim reaksiyonu ¢izelge 3.3 deki gibi
hazirlanmstir.

BStE 1II iceren tiipler 60 °C’ de, Hae III igeren tiipler ise 37 °C’ de 2 saat bekletildi.
Buradan alinan o&rnekler % 4° lik agaroza yiiklenip, 100mA, 70 Voltta 35 dakika
elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonucu Uvitec jel goriintiileme cihazi ile fotografi
cekilerek yorumlandi. Her iki enzimle kesim sonucu elde edilen bant uzunluklarina gore
mikobakteri tiirlerinin identifikasyonu yapildi. Tiplendirme i¢in Cizelge 3.4 deki tiir

degerlendirme cetveline gére mikobakteriler tiir diizeyinde degerlendirildi.
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Stok Son hacim

Restriksiyon 10X 1X (2,5 pl)
enzim tamponu

Restriksiyon 100/ul 10/ul (0,5 ul)
enzimi

PZR iirtinii _ 10 pl
Distile su _ 11 pl
Son Hacim _ 24 pl

Cizelge 3.3. Kesim Reaksiyonu Bilesenleri (5)

BstE 11 Hae IIT Mikobakteri Tiirii
190/80/60 M. gadium
180/140 M. triviale
175/85/60 M. gallinarum
Kesim yok/ 442
160/80/60 M. parafortuitum
150/130 M. lentiflavum |
Kesim yok/ 442 140/105/70 M. szulgai
140/80/70 M. duvalii
140 M. flavescens |
210 M. chelonae |
200/70/60 M. aichiense
325/140 175 M. haemophilum
160/170 M. immunogen |
155/85 M. mucogenicum |
325/115 190/140 M. terrae
190/140 M. diernhoferi
180/150 M. neoarum, M. aurum 1|
175/120/60 M. rhodesiae
155/85 M. mucogenicum Il
155/85/60 M. chitae
150/130 M. lentiflavum 11
140/115/65 M. gordonae IV
140/105 M. genavense
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140/100/80 M. kansasii V
140/65/60 M. chelonae Il
BstE 11 Hae II1 Mikobakteri Tiirii
210/70 M. abscessus Il
200/ 135 M. simiae
200/115/80 M. ulcerans
180/60/55 M. austroafricanum
175 M. scotochromogen
160/ 115/ 80 M. marinum
160 /70 M. abscessus |
155/150/100 M. peregrinum Il
245/220 155/150/50 M. scrofulaceum
155/ 140 M. simiae Il
150/135/100 M. peregrinum 11
150/125/100 M. porcinum
150/ 100 M. flavescens |1
150/ 80 M. phlei
150 /80 / 60 M. chubuense
140 /115 M. gordonae IV
140/ 105/ 60 M. avium
140 /75 /60 M. celatum
175/ 80 M.aurum |
160/ 130/ 60 M.smegmatis
155/150/100 M. pregrinum II
245/140/85 150/110/70 M. shimodei
150/ 80/ 60 M. tokaiense
140/120/95 M. gordonae IV
140/105/70 M. gastri
140/ 105 M. kansasii 1l
170 /115 M. gordonae 11l
155/140/ 60 M. intracellulare
245/115/100 155/110/70 M. malmoense
150/ 135 M. lentiflavum Il1
150/ 65 M. hibernae
140 /120 M. gordonae 11l
235/115 M. gordonae II
200/ 150 M. senegalense
170/ 115/ 60 M. gordonae |
170/ 105/ 60 M. xenopi
245/115/80 160 / 140 / 70 M. tuberculosis complex
160 M. nonchromogenicum |
155/ 135 M. fortuitum |
150/135/60/55 M. fortuitum |1
140/115/70 M. kansasii IV

Cizelge 3.4: Mikobakteri tiir degerlendirme cetveli (5)




4. BULGULAR

4.1. Bakteriyolojik Bulgular:

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarma tiiberkiiloz

stiphesi ile gonderilen toplam 100 hasta 6rnegi calismamiza dahil edildi. Hastalarin % 60’1
erkek (60 hasta), % 40’1 kadin (40 kadin) olup 6rneklerin dagilimi ise; balgam 70 (% 70),
idrar 14 (% 14), steril viicut stvist (SVS) 5 (% 5), bronkoalveolar lavaj (BAL) 2 (% 2), plevral
mayi 4 (% 4), apse 3 (% 3), aclik mide sivist (AMS) 2 (% 2) seklindedir. Hasta 6rneklerinin

gonderildigi klinikler ise GOgiis hastaliklari, Dahiliye, Pediatri, Kardiyoloji, Dermatoloji,

Enfeksiyon, Ortopedi, Uroloji, Néroloji, Silifke Verem Savas Dispanseri ve Mersin Verem

Savas Dispanseri’dir.

Orneklerin EZN yontemi ile kiiltiir sonuglar1 (L] ve BACTEC 12B) ¢izelge 4.1°de

verilmigtir.
Ornek | Hasta ARB LJ BACTEC

Sayisi

Pozitif | Negatif | Pozitif | Negatif | Kontamine Pozitif Negatif | Kontamine

Balgam 70 28 42 33 37 2 29 41 3
Idrar 14 1 13 6 8 3 6 8 1
SVS 5 5 5 1 4
BAL 2 2 2 2
Abse 3 3 2 1 2 1 1
Plevra 4 4 2 2 3 1 1
Stvist
AMS 2 1 1 2 1 1
Toplam 100 30 70 43 57 5 42 58 6

Cizelge 4.1. EZN yontemi ile yapilan boyama ve kiiltiir sonuglar1 (LJ ve BACTEC 12B)
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Ekim 6ncesi yapilan EZN direkt incelemelerinde ARB pozitifligi 6rneklerin % 30°nda
(n=30) saptanmustir. Orneklerin % 43’ii (n=43) kiiltiir yéntemi (LJ ve/veya BACTEC 460) ile
pozitif bulunurken, EZN ve kiiltiiriin ayn1 anda % 30’1 (30) pozitif olarak tespit edilmistir. LJ
besiyerindeki kontaminasyon 5 (% 5), BACTEC igin ise 6 (% 6) olarak tespit edildi.

4.2. Klasik Identifikasyon Sonucu Elde Edilen Bulgular:

Ayrica kiiltiirde tiremesi olan 6rneklere klasik yontem ile de identifikasyon yapildi. Bu
amagcla nitrat, katalaz ve niasin testleri uygulandi. Tiim hastalara klasik identifikasyon yapildu.
Bunun sonucunda 40 hastanin katalaz testi diislik, nitrat1 pozitif bulunmustur (Cizelge 4.2).
Sekil 4.2' de nitrat testi pozitif olan hastalar pembe, negatif olanlar renksiz olarak
goriilmektedir. Sekil 4.3' te katalaz testinde diisiik ve pozitif olan hasta kiiltiirleri verilmistir.
30 hastanin niasin testi pozitif olarak saptanmistir. Sekil 4.4' de niasin testi pozitif olan

ornekler sar1 olarak elde edilmistir.

Hasta | Nitrat | Nitrat | Katalaz | Katalaz | Niasin | Niasin Koloni morfolojisi

Sayis1

43 Pozitif | Negatif | Diisiik | Yiiksek | Pozitif | Negatif | Pozitif Negatif
40 3 40 3 30 13 Karnibahar | Sarimsi, S

goriiniimlii, | tipi koloni

R tipi koloni

Cizelge 4.2. Klasik Identifikasyon sonuglar
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L

Sekil 4.1. Kiiltiir pozitif 6rneklerin nitrat testi sonucu renk degisimi

Sekil 4.2. Kiiltiir pozitif 6rneklerin katalaz testi sonucu renk degisimi
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u

Sekil 4.3. Kiiltiir pozitif 6rneklerin niasin testi sonucu renk degisimi

4.3. Molekiiler Bulgular:

Bu orneklerden, kiiltiir pozitif olanlarin hizli DNA saflastirma yontemi ile
ekstraksiyonu yapildi. Daha sonra PZR sonrasi elde edilen irlinler % 3’lik agaroz jel
elektroforezinde analiz edildi. 439 bp bantlarin tespit edildigi 6rnekler Mycobacterium spp.
olarak tanimlandiktan sonra BstE II ve Hae III enzimleri ile kesim yapilarak tiplendirilmistir.
Sekil 4.1'de MTC ve NTM olan hastalarin elektroforez sonuglart verilmistir

Mycobacterium spp. olarak izole edilen 66 (% 66) ornekten 7’sinin (% 7) atipik
oldugu geri kalan 59 (% 59) 6rnegin MTC oldugu tespit edildi. Cizelge 4.3’de Orneklerin
PZR/RFLP sonuglar1 verilmistir.
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Ornek PZR PZR/RFLP sonucu
Mycobacterium spp. Negatif MTC NTM
Balgam 49 21 negatif 47 MTC 2 M. fortuitum
Idrar 10 4 negatif 5 MTC 5 M. fortuitum
SVS 1 4 negatif 1 MTC
BAL 1 1 negatif 1 MTC
ABSE 3 3 MTC
Plevral Mai 2 2 negatif 2 MTC
AMS 2 negatif
Toplam 66 34 59 7 hasta

Cizelge 4.3. Orneklerin PZR/RFLP sonuglar

353
242

190
147
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89
67
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Sekil 4.4 PZR-RFLP/Bst EIl ve PZR-RFLP/Hae I1I kesim elektroforez goriintiisii.
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Calismamizda orneklerimizin % 30’unda ARB pozitif, % 43’iinde LJ/BACTEC
pozitifligi, % 66’sinda PZR pozitifligi tespit edilmistir. Kiiltiir ve PZR pozitif 36 6rnek klasik
yontem ve PZR RFLP ile MTC olarak 7 Ornek ise NTM olarak identifiye edilmistir.
LJ/BACTEC Kkiiltiirinde kontaminasyon ve iireme olmadi olarak degerlendirilen ornekler
PZR pozitif olarak tesbit edildi bu sonuglar 14 yanlis pozitiflik olarak degerlendirilmistir

Ayrica LJ/BACTEC de MTC izolasyonu yapilan 43 oOrnekten 17°si PZR ile

belirlenememistir. Bu 6rnekler i¢cin PZR sonuglar1 yanlis negatif olarak degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz, insidansinda artis ve azalmalarin oldugu, giiniimiizde halk saglig
acisindan 6nemini kaybetmemis bulasict bir hastaliktir. Gegmiste ¢icek, veba veya kolera gibi
hastaliklarla birlikte oldukg¢a ciddi salginlara neden olan tiiberkiiloz, giinlimiizde AIDS ile
birlikte degerlendirildiginde benzer bir salgin modeli olusturan bir enfeksiyon olarak kabul
edilmektedir (42).

Tiiberkiilozun tiim diinyada Onlenebilir 6liim nedenleri i¢inde % 25 ile ilk sirada
oldugu bildirilmistir. Diinya niifusunun 1/3’iinii olusturan 1,7 milyar insanin tiiberkiiloz basili
ile infekte oldugu ve bunlarin biiylik cogunlugunun gelismekte olan iilkelerdeki insanlardan
olustugu saptanmustir. Gelismis iilkelerdeki infekte bireylerin % 80’1 50 yas ve iizerinde iken,
gelismekte olan iilkelerdeki bireylerin ise % 77’si 50 yas ve altindakilerden olugmaktadir.
Ayrica DSO’ niin verilerinde, diinyada 20 milyondan fazla tiiberkiiloz hastas1 oldugu ve buna
her yil 8 milyon yeni hasta eklendigi belirtilmistir. Her yil ortaya ¢ikan olgulardan akciger
tiiberkiilozlu olgularin 3,6 milyonunun bulastirict olgular (yayma pozitif) 3,6 milyonunun ise
bulastirict niteligi olmayan (yayma negatif) olgular oldugu saptanmis olup, geri kalan 0,8
milyon olgunun akciger dis1 organ tiiberkiilozlu olgular oldugu DSO tarafindan bildirilmistir
(15).

Tiiberkiilozun tanisinda giiniimiizde halen altin standart olarak kiiltiir kabul
edilmektedir. Kiiltiir sonucunun mikroskobiye gore daha duyarli olmasmin nedeni ise
balgamin mililitresinde sadece 10 tane tiiberkiiloz basili olmasinin, kiiltiirden pozitif bir sonug
elde edilmesini saglamasidir. Ancak bu yontemin dogru ve giivenilir bir sonu¢ vermesi igin
orneklerin zamaninda ve uygun sartlarda alinmasi, laboratuvara uygun kosullarda ve en kisa
zamanda ulagtirllmasi1 gerekmektedir. Kiiltiiriin direkt bakiya gore bir diger istiinligi ise
mikobakteri tlirlerinin identifikasyonuna ve antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasini
saglamasidir. Yaptigimiz calismada tiiberkiiloz siiphesi ile gonderilmis ve kiiltiirii pozitif olan
orneklere identifikasyon yapilmistir. Bu nedenle 100 hastada kiiltiir pozitifligi, % 43 (n=43)
olup EZN ve kiltirin aynm1 anda pozitifligi % 30 (n=30) olarak belirlenmistir.
Mikobakterilerin kiiltiir ortaminda iiretilmesinde degisik kiiltiir ortamlarinin karsilastirildigi

calismalarda elde edilen sonuglar cizelge 5.1'de verilmistir (88, 89, 90, 91, 92). Ulkemizde
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yapilan caligmalarda kiiltiir pozitiflik oraninin % 4,8—18,0 arasinda degistigi saptanmistir.
Orneklerin cinsiyetlere gore dagilimina baktigimizda erkek olgularin sayisinin  kadin
olgulardan fazla oldugu tespit edilmistir. Benzer sonu¢ Ozkiitiik ve ark. tarafindan da

bildirilmistir (88).

Aragtirmacilar Kiiltiir Pozitif (%)
Uslu % 4,6
Ozkiitiik % 10
Yagci % 8.1
Enis % 18.0
Kisa % 11
Orhan %8.45

Cizelge 5.1. Kiiltiir Pozitif Ornek Yiizdesi

Calismamizda oOrneklerimizin % 30’unda ARB pozitif, % 43’linde LJ/BACTEC
pozitifligi, % 66’sinda PZR pozitifligi tespit edilmistir. Kiiltiir ve PZR pozitif 36 6rnek klasik
yontem ve PZR RFLP ile MTC olarak 7 Ornek ise NTM olarak identifiye edilmistir.
LJ/BACTEC Kkiiltiiriinde kontaminasyon ve iizeme olmadi olarak degerlendirilen ornekler
PZR pozitif olarak tesbit edildi bu sonuglar 14 yanlis pozitiflik olarak degerlendirilmistir

Ayrica LJ/BACTEC de MTC izolasyonu yapilan 43 ornekten 17°si PZR ile
belirlenememistir. Bu 6rnekler i¢cin PZR sonuglar1 yanlis negatif olarak degerlendirilmistir.

Kiiltirden DNA izolasyonu yapildigi halde PZR kiiltiir uyumsuzlugunun bu kadar
yuksek olmasi dikkat ¢ekici bulunarak sonuclar yeniden goézden gecirildiginde bunun
nedeninin BACTEC’ten yapilan izolasyonlardan kaynaklandigi saptanmistir. Yanlhs negatif
sonuglarin, BACTEC’te erken donemde iireyen oOrneklerden yapilan izolasyonlardan
kaynaklandigi saptanmistir. BACTEC’in erken donemde pozitif verdigi zaman alinan

orneklerden yapilan izolasyonda bu hatalar gozlenmis ancak oOzellikle LJ’den alinan
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kolonilerden yapilan izolasyonlarda yanlis negatiflik elde edilmedigi belirlenmistir (93, 94,
95, 96).

Orneklerin dagilimmna baktigimizda, calismamzda en fazla sayida incelenen
orneklerin ilk {i¢giinii balgam, idrar ve SVS olusturmaktadir. Bu sira Orhan ve ark.min
caligmalarinda balgam, plevra, ve BAL olarak yer almistir (91). Tekereoglu ve ark Malatya’da
yaptiklar1 ¢aligmalarinda ise ilk ii¢ sirada balgam, idrar ve steril viicut sivilart yer almistir
97).

DSO verilerine gore her yil yaklasik 3 milyon kisinin &liimiine yol agmasi, takibi zor
olmas1 gibi nedenlerle mikobakteriyel enfeksiyonlarin erken tani ve tedavisinde molekiiler
yontemler, genotiplendirme ve ilag direnci ¢aligmalar1 giindeme gelmistir. Tiiberkiilozun
tanisinda kullanilan molekiiler yontemler genellikle PZR tabanli teknikler olup hizlhi
identifikasyon amaci ile PZR-RFLP yontemi tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir.
Calismamizda mikobakterilerin identifikasyonu i¢in molekiiler teknik olarak PZR-RFLP
teknigi kullanilmistir. Bu teknik kullanilarak tiim mikobakterilere spesifik olan 65 kilo
daltonluk 1s1 sok proteini bolgesine ait PZR {irlinlinlin restriksiyon enzimleri ile kesilerek
mikobakteri tiirleri belirlenmistir (4).

Tekeroglu ve arkadaslar1 c¢alismalarinda direk baki, kiiltiir, PZR pozitifliklerini
incelemisler ve ARB i¢in % 14.2, kiltlir i¢cin % 14.3 ve PZR icin % 28.9 oranlarimi
bildirmisler ve alinan bu sonuglar 15181inda 6zellikle steril viicut sivist ve idrar 6rneklerinde
molekiiler yontemlerin kullanilmasinin yerinde olacagini belirtmislerdir (97).

Tiiberkiiloz basilinin identifikasyonunda kullanilan alternatif yontemlerden olan
niikleik asit hibridizasyon tekniklerinin uygulanmasi kolay, hizli ve pratiktir. Klinik
orneklerden tiiberkiiloz basil kompleksinin identifikasyonunda kullanilabilecek ¢ok sayida
molekiiler yontem mevcuttur. Ancak bu yontemlerin standardizasyonu halen saglanamamigtir
(98). Noordohoek ve ark. tarafindan yapilan bir c¢aligmada niikleik asit amplifikasyon
tekniklerinin dogrulugu degerlendirilmistir. Bu ¢aligmaya 18 iilkeden 30 laboratuvar katilmig
olup 20 6rnek calisilmigtir. Bunlar igerisinde sadece 5 laboratuvar 6rnekleri dogru bir sekilde
identifiye edebilmistir. Molekiiler tekniklerin duyarliligt ve dogrulugunun laboratuvarda
kullanilan prosediirlerin kalite kontroliine ve deneyimli personele bagli oldugu yapilan

caligmada saptanmistir (99).
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Yayma ve kiiltiir negatif olan olgularda ortamda bulunan basil sayisi ¢ok az sayida
olsa bile tbc tanisi yapilabildigi icin PZR-RFLP yontemi oldukc¢a duyarli ve spesifik bir
tekniktir. Ayrica bu yontemle NTM’ler saptanabilmistir. Ancak bu yoOntemde bazi
mikobakteri tiirlerinin bant paternlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi nedeniyle identifikasyon
zaman zaman gi¢lesmektedir. Ayrica ortamda bulunabilecek inhibitér ya da kontaminant
ajanlar nedeniyle ortaya ¢ikan yanlis pozitif veya yanlis negatif olgularin 6niine geg¢ilmesi igin

mutlaka negatif ve pozitif kontrollerle birlikte caligmak gereklidir.

Giliniimiizde laboratuvar ortaminda izole edilen mikobakterinin MTC yada MOTT
olup olmadigimi rutin olarak tespit edebilmek icin c¢esitli biyokimyasal identifikasyon
yontemleri kullanilmaktadir. Bu amacgla kord faktdr olusumu, MacConkey agarda, kanlh
agarda iireme testi, NAP (p-nitro-a-acetylamino-p-hydro-xypropiophenone) testi gibi testler
yani sira katalaz testi, niasin testi, pirazinamidaz testi, thiophene-2 karboksilik asit hidrazid
testi gibi birgok biyokimyasal test kullanilmaktadir (62). Bu biyokimyasal testlerden nitrat,
katalaz ve niasin testlerini ¢aligmamizda kullandik. Yaptigimiz ¢alismada nitrat ve katalaz test
sonuclarinin ayni oldugunu (% 40) ancak niasin test (% 30) sonucunun biraz daha farkh

oldugunu tespit ettik.

Cesitli arastirmacilar tarafindan calismalarinda saptanmis olan kontaminasyon
oranlari; Somoskovi ve ark. BACTEC sisteminde % 2.9, LJ besiyerinde % 1,2, Kirihara ark.,
BACTEC sisteminde % 1,6, LJ besiyerinde ise % 5,5 olarak bildirmislerdir (94, 95). Kog ve
ark., BACTEC’de % 8 ve LI besiyerinde % 4,3 ve Ozekinci, BACTEC’de % 6,4, LJ
besiyerinde % 7,3 seklinde oldugunu belirtilmislerdir (100, 101). Yaptigimiz ¢alismada ise
kontaminasyon orani1 LJ besiyeri i¢in % 5 olup bu arastirmacilarin oranlarina yakin olarak

bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarma tiiberkiiloz
sliphesi ile gonderilen toplam 100 hasta 6rneginde Mycobacterium spp izolasyonu i¢in klasik
(ARB, LJ / BACTEC 46) yontemler kullanilmis izolatlarin identifikasyonunda klasik
yontemler ve PZR-RFLP kullanilmistir. Calismamizda orneklerin % 43’1 (n=43) kiiltir
yontemi ile pozitif bulunurken, EZN ve kiiltiiriin ayn1 anda % 30’1 (30) pozitif olarak tespit
edilmistir. Kiiltiir sonrast yapilan PZR sonucu 6rneklerin 66’s1 (% 66) Mycobacterium spp.
olarak tanimlanmistir. PZR RFLP ile bu 6rneklerin 59°u (%59) MTC, 7’si (%7) NTM (M.
fortuitum) olarak identifiye edilmistir. Gilinimiizde tiiberkiilozun tanisinda, izolatlarin
identifikasyon ve duyarliligimin belirlenebilmesi kiiltiir halen altin standart olarak yerini
korumaktadir. Ancak mikobakterilerin besiyerinden izolasyonlar1 i¢in 68 hafta inkiibe
edilmesi ayrica klasik identifikasyon i¢inde 2-4 haftalik zaman gerekmektedir. Bundan dolay1
izolasyon, identifikasyon ve duyarlilik belirlenmesinde daha hizli molekiiler yontemler
kullamima girmeye baslamistir. Ozellikle yayma ve kiiltiir negatif olan olgularda ortamda
bulunan basil sayis1 diisiik miktarda oldugu durumlarda PZR-RFLP yontemi ile
mikobakterilerin identifikasyonu miimkiin olmaktadir. Ancak diger ¢aligmalarda oldugu gibi
bizim ¢alismamizda da yontemin en 6nemli dezavantaji olarak zaman zaman yanlis pozitif ve
negatif sonuglar ortaya ¢ikmistir. Yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglarm, kullanilan
yontemin standardize olmamasindan, izolasyon sirasinda ortamda bulunan inhibitor,
kontaminant maddeler, yetersiz ekstraksiyon ve homojenizasyon ve dekontaminasyon
sartlarindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda klasik (ARB
ve LJ/BACTEC ) ve molekiiler yontemlerin sonuglar1 degerlendirilirken mutlaka klinik 6n

tani ile birlikte degerlendirilmelidir.
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