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OZET

Balica Y. Tekirdag Ilindeki Tiiberkiiloz Siipheli Hastalarda Aside
Direngli Basil Tamisinda Erlich-Ziehl-Neelsen ve Auramine-Rhodamine Boyama
Yontemlerinin Sonuglarinin Karsilagtirmali Degerlendirilmesi, Namik Kemal
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji Anabilimdah
Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag 2019. Tiiberkiiloz yakin temas ile kolay bir sekilde
bulagan ve potansiyel 6liim tehlikesi olarak kabul edilen bir hastalik olmasi nedeniyle

hizh tani konulmast ve etkili bir sekilde tedavi edilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada; tiiberkiiloz siipheli hastalardan laboratuvara gelen klinik

ornekler EZN ve AR boyama yontemleriyle karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda; Kiiltiir referans test kabul edilerek AR boyama yonteminin
duyarliigr (%92) EZN boyama yonteminin duyarliligma (%78) gore daha yiiksek
bulunmustur. EZN boyamanin 6zgiilliigii (%94) AR boyamanin 6zgiilliigiine (%84)
gbre daha diisiik bulunmustur. Calismamizda boyanan peraparatlarin mikroskopta
alan tarama sireleri karsilagtirildiginda EZN ile boyanan bir preparat ortalama 5.4

dk da, AR ile boyanan bir preparat ortalama 2.8 dk’ da incelenmistir.

Sonu¢ olarak; duyarliligi yiiksek bir boyama yénteminin kullaniimasi
incelenecek ornek sayisini azaltarak, her preparat i¢in alan tarama siiresinin

kisalmastyla kiiltiir pozitif 6rneklerin tespit edilme olasiligini arttiracaktir.

Anahtar kelimeler: EZN, tiiberkiiloz, AR, floresan mikroskop
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ABSTRACT

Balica Y. Comparative Evaluation of Erlich-Ziehl-Neelsen and Auramine-
Rhodamine Dyeing Methods in the Diagnosis of Acid Resistant Basil in
Tuberculosis Susceptible Patients in Tekirdag, Namik Kemal University
Institute of Health Sciences, Department of Medical Microbiology Master
Thesis, Tekirdag, Turkey. Tuberculosis is a disease that is easily transmitted by the
close contact and is considered as a potential death hazard, so it should be diagnosed
quickly and treated effectively.

In this study; clinical samples from patients with suspected tuberculosis were
compared with EZN and AR staining methods.

In our study; The sensitivity of AR staining method (92%) was higher than
the sensitivity of EZN staining method (78%). The specificity of EZN staining (94%)
was lower than the specificity of AR staining (84%). In our study, we screened the
area of the microscope when compared with the EZN staining time of an average of
5.4 minutes, a preparation stained with AR was examined at an average of 2.8
minutes.

As a result; The use of a high-sensitivity staining method will reduce the
number of samples to be examined, thereby increasing the probability of detecting

culture-positive samples by shortening the area scanning time for each preparation.

Key words: EZN, tuberculosis, AR, fluorescent microscope
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AR: Auramine O-rhodamine B/KMNO4
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ARB: Aside direngli basil

TDM: tiiberkiiloz dis1 bakteri

BAL: bronkoalveolar lavaj

BOS: beyin omurilik sivisi

NALC: N-Asetil-L-sistein

NaOH: Sodyum hidroksit

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
LJ: Lowenstein-Jensen

IDT: ilag duyarhlik testi

CLSI: Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii

LED FM: Aydinlatma yayan floresan mikroskop
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1.GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), 6zellikle gelismekte olan iilkelerde morbidite ve mortalite
orant yiiksek seyreden kronik enfeksiydz bir hastaliktir. Giiniimiizde diinya
niifusunun 1/3’nin tiiberkiiloz basili ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO)’niin kiiresel verem raporuna gore 2017 yilinda diinyada
yaklasik 1,3 milyon Kkisinin tiiberkiiloz nedeniyle hayatin1  kaybettigi ve
300.000°ninin insan immun yetmezlik virusu (HIV) pozitif hastalar oldugu
bildirilmistir. Oliimlerin diisik ve orta gelirli gelismekte olan iilkelerde daha ¢ok
goriildiigii ifade edilmistir. Hastalik insidansinin  en yliksek oldugu bdlgeler
Giineydogu Asya, Afrika’da Sahra Coli'nlin  giineyi ve Dogu Avrupa’dir
(WHO/CDS/TB/2018.20).

Eski ¢aglardan beri halk saghgini tehdit eden tiiberkiiloz, bati iilkelerinde 18.
ve 19. yiizyillarda ciddi salgmlara ve dliimlere yol agmustir. 20. yiizytlin basinda
kemoterapiden bagimsiz olarak azalmaya baglamstir. Gelismekte olan iilkelerde ise
hastalik 20.yiizyilda baslamig ve salgin en st diizeyde seyretmistir. Bilylik bir
salginla karsilagan bu iilkelerde, yoksulluk, tiiberkiiloz kontrol programlarinin etkili
bir sekilde uygulanamamasi ve ozellikle Afrika’da Sahra Coli'ntin giineyi ve
Giineydogu Asya iilkelerindeki HIV/AIDS salgini hastaligin kontrol altina alinmasini

giiglestirmigtir (Murray 2010).

Tiiberkiiloz yakin temas ile kolay bir sekilde bulasan ve potansiyel 6lim
tehlikesi olarak kabul edilen bir hastalik olmasi nedeniyle hizli tani konulmasi ve
etkili bir sekilde tedavi edilmesi gerekmektedir. Tiiberkiilozun yayilmasinda HIV
enfeksiyonlari da etkili olmaktadir. Enfeksiyonun yayilminin nlenmesi ve spesifik
tedaviye gecikmeksizin baslanabilmesi igin Mycobacterium tuberculosis miimkiin

olan en kisa siirede laboratuvar kosullarinda tanimlanmalidir.



Tiiberkiiloz tanisinda  kullanilan  konvansiyonel yontem, &rneklerin
Ehrlich Ziehl — Neelsen (EZN) yéntemi ile boyanarak mikroskopta incelenmesi ve

etkenin kiiltiire edilerek tanimlanmasidir (Ozkara 2007).

Kiiltlir, mikobakteri klinik Orneklerinde yiiksek duyarlihgr ve spesifitesi
nedeniyle altin standart tan1 yontemidir. Ancak mikobakterilerin tiretilebilmesi igin
en az 4-8 haftalik bir siireye ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle tiiberkiiloz tanisinda
konvansiyonel yontemlere alternatif olarak hizli, ucuz ve pratik tani yontemleri

gelistirilmisgtir.

Konvansiyonel bir yéntem olan EZN boyamaya alternatif olarak gelistirilen
floresan mikroskopi duyarlilig1 daha yiiksek bir yontemdir. Daha kiigiik bir bilyiitme
ile daha fazla alan taranabildigi i¢in birim zamanda daha hizli sonug vermektedir. Bu
nedenle dzellikle giinliik ¢ok sayida hasta 6rneginin islendigi laboratuvarlarda hem
tant amaciyla, hem de tedavi alan hastalarin izleminde floresan mikroskop ydntemi

onerilmektedir (Upadhyaya 2016).

Bu calismada, tiiberkiiloz siiphesi olan hastalarda kiiltiir altin standart kabul
edilerek, konvansiyonel rutin tani yéntemi olan EZN boyama ve gelecekte rutin
tanida daha aktif kullanilacagi diisiiniilen daha hizli sonug veren fluorokom boyama
yontemi olan auramine O-rhodamine B/KMNOs (AR) ile floresan mikroskop
kullanilarak aside direngli basil tanisinda sonuglarin kargilastirmali degerlendirilmesi

amaglanmigtir.

2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihce

Tiiberkiiloz bilinen insanlik tarihi boyunca bir ¢ok 6liime neden olmustur.
18. ve 19. yiizyillarda Avrupa ve Kuzey Amerika'da salgin boyutlarina ulagmustir.

Tiiberkiiloz patogenezinin anlagilmasi, 19. ytizyilin baslarinda The’oile Laennec’in



¢aligmasiyla baslamustir. Tiiberkiilozun bulagict bir hastalik oldugunu Fransiz doktor
Jean-Antoine Villemin kanitlayarak insanlardan hayvanlara veya bir hayvandan
digerine temas yoluyla bulagtigini ifade etmistir. 1882 yilinda ise Robert Koch
tiberkiiloz basillerini etyolojik ajan olarak tanimlamustir. Clemens von Pirquet
1907'de tiiberkiilin deri testini gelistirerek 3 yil sonra gocuklarda asemptomatik
seyreden gizli tiiberkiiloz enfeksiyonunu gdstermek igin kullanmistir. 19. yiizyilin
sonlar1 ve 20. yiizyilin baglarinda ise sanatoryum, tiiberkiiloz hastalarinin tedavisi
igin gelistirilmistir. Ancak sanatoryumlarin tiiberkiilozun tedavisinde ve kontroliinde
bir etkisi olmamigtir. Halk Saghg o6nlemleri ise tiiberkiilozun yayilmasi ile
miicadelede, bakteriyel nedeninin kesfedilmesinden sonra ortaya c¢ikmistir. BCG
agist I. Diinya Savasi'ndan sonra yaygin olarak uygulanmistir. Modern tiiberkiiloz
tedavisi ve kontrolii dénemi 1944'te streptomisin ve 1952'de isoniazid kesfi ile

baslamistir (Daniel 2006).

2.2. Epidemiyoloji

2.2.1. Diinyada Tiiberkiiloz

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tiiberkiiloz i¢in gerekli énlemlerin alinmasini
saglamak amaciyla 1993 yilinda TB icin acil durum ilan etmistir. 1994 yilinda ise
tiiberkiiloz ile daha etkin miicadele etmek icin "Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi
(DGTS)" adint verdigi yeni programini agiklamistir. DSO, 1997 yilindan beri her yil
kiiresel TB kontrol raporu yayimlanmaktadir. 2018 yili kiiresel tiiberkiiloz raporuna
gore 2017 yilinda 10 milyon vakanin tespit edildigi ve bunlarin 3.2 milyonu kadin, 1
milyonunun ise cocuk oldugu ifade edilmistir. Hastaligin yaygin olarak Asya ve
Afrika kitalarinda daha ¢ok gériildiigii belirtilmistir. DSO’niin 2017 tahimin insidans
oranlar1 Sekil 1.’de verilmistir. Tiiberkiilozun tedavisinde kullanilan etken madde
rifampisine direng gosterenlerin  sayist 558 bin olarak agiklanmistir. Diinya
niifusunun  %23’iine esit olan 1.7 milyar Kisinin tiiberkiiloz basilini tasidig
belirtilmistir. Raporda diinya genelinde tiiberkiiloz vakalarinin azaldig1 goriilse de
DSO’niin belirledigi hedef olan 2020 yilinda tiiberkiilozu yok edebilmenin zor

oldugunu ifade etmislerdir (WHO/CDS/TB/2018.20).
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Sekil 2.2.1. DSO’niin 2017 tahmini insidans oranlari

2.2.2. Tiirkiyede Tiiberkiiloz

Turkiye Halk Saghigi Genel Mudiirliigii'niin Tiirkiye’de Verem Savasi 2018
raporuna goére 2016 yilinda 12.417 TB hastas1 verem savagi dispanserlerinde kayit
altna alimmigtir. Toplam olgu hizinin 100.000°de 16,2’den 100.000de 15,6’ya (-
%4,1) diistis gosterdigi tespit edilmistir. Hastalarin 5.285%i (%42,6) kadin 7.132’si
(%57.4) erkektir. Erkek/Kadimn orani 1,3 olarak hesaplanmugtir. Olgu hizi kadinlarda
100.000°de 13,3 erkeklerde 100.000°de 17,8°dir. Olgu hizinin yas gruplarma gore
dagilimi degerlendirildiginde, 15-24 yas grubundan baslayarak yiikseldigi, 65 ve
tizeri yaslarda en yiiksek diizeye (100.000°de 33,3) ulastigi goriilmiistiir. Verem
Savas Dispanserlerine kayitli vakalarin yillara gére TB insidansi gosterilmistir (Sekil
2). llag duyarlilik testi yapilan toplam 6.037 hastanin (5.620 AC+417 AC disi)
sonuglari incelendiginde; %19,2’sinde (1.161/6.037) en az bir ilaca direng
saptanmigtir. En yliksek oranda direncin %11,9 ile (720/6.037) izoniyazide kars:
gelistigi goriilmistiir. 12.417 TB vakada 60’ inin HIV (+) oldugu saptanmuistir. 2016

yilinda verem savagi dispanserlerinde kayit altina alinan yabanci iilke dogumlu



hastalarin sayis1 904 olup bunlarin %56,2si (508) Suriye dogumludur. Yabanci iilke
dogumlu hastalarin %86,1°i (778) Asya, %8,1°i (73) Avrupa, %5,7’si (52) Afrika ve
%0,1°i (1) Amerika kitast iilkelerindendir (Kara 2018).
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Sekil 2.2.2 Tiirkiye'de 2017 yilinda tahmini TB insidans oranlari

2.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mycobacterium  cinsi, Prokaryot aleminin, Firmicutes bd&liimtintin,
Actinobacteria sinifinin, Actinomycetales takimmin, Mycobacteriaceae ailesine dahil
olup bu ailedeki tek cinstir. Actinomycetales takiminin diger iiyeleri Rhodococcus,

Corynebacteria ve Nocardia’dir (Murray 2010).

Mikobakteri cinsi iginde bulunan bakteriler aside direnglilik, 70-90 karbon
igeren mikolik asitlerin varlig1 ve deoksiriboniikleik asitlerindeki yiiksek ( %61-71
mol) guanin + sitozin (G+C) igerigi esasina gore siniflandirilmaktadir. Bazi bakteri
tiirlerinin aside diregli olabilmelerine karsin (Nocardia, Rhodococcus, Tsukamurella,

Gordonia) daha az yogunlukta boyanirlar ve mikolik asit zincirleri daha kisadir.



Giinlimiizde tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (nontuberculosus mycobacteria
veya NTM) olarak tanimlanan diger mikobakteriler Ernest Runyon tarafindan {ireme

hizlarina, ve pigment olusumlarina gére siniflandirilmustir.

Mikobakteri cinsi hareketsiz, spor olusturmayan, kapsiilsiiz, 0,2 —0,6 x 1 -10
um boyutlarinda aerob basillerdir (Pedro 2007). Goriintim olarak hafif kivrik veya
diizgiin ¢omak sekilli bakteriler olup dallanmig, filament6z veya kokoidal formda
goriilebilirler ve mikobakteri tiirleri arasinda siklikla pleomorfik morfolojiye

rastlanmaktadir.

Mikobakteriler lipidden zengin kompleks bir hiicre duvarina sahiptir (Sekil
2.3). Bu hiicre duvari aside direnglilik, yavag iireme, dezenfektanlara kars1 direngli
olma, yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere diren¢ gelistirme, antijenisite ve
kiimelesme gibi mikobakterilerin  karakteristik 6zelliklerinden  sorumludur.
Mikobakterilerde bulunan kompleks hiicre duvart distan ice dogru mikolik asit,
arabinogalaktan ve peptidoglikandan olugsmustur. Mikolik asitler 70 — 90 karbonlu
olup uzun ve dallanmis yag asitleri igermektedir. En i¢te bulunan peptidoglikan
tabakasina, D-arabinoz ve D-galaktoz igeren dallanmis bir polisakkarit olan
arabinogalaktanlar baglanir ve tiiberkiiloz basiline sekil vererek yapilsal biitiinliigiin
korunmasmi  saglamaktadir.  Arabinogalaktan  tabakasi, mikolik  asitlerle
peptidoglikan tabaka arasinda koprii gorevi goren dallanmig bir polisakkarittir.
Mikobakterilerin kompleks hiicre duvarmmin saglamligi serbest lipid, polipeptid,
mannofosfoinositid ve lipoarabinomannan baglanmasiyla daha da artmaktadir

(Murray 2010) (Jarlier 1994) (Van 2008) (Ryll 2001).
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Sekil 2.3. Mikobakteri hiicre duvari

M. tuberculosis lipidden zengin kompleks hiicre duvart nedeniyle ilag
molekiillerinin hiicre icine girisini engelleyecek dogal direng mekanizmasina
sahiptir. Diger bakterilerin hiicre duvarindan belirgin gekilde kalin olan bu kompleks

hiicre duvari mikroskobik inceleme amaciyla uygulanan boylarin da hiicre igine

girisine engel olmaktadir (Van 2008) (Somoskovi 2001).

2.3.1. Ureme Ozellikleri

Mikobakterilerin tiremeleri igin optimum sicaklik, tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Mikobakteri tiirleri i¢in 30° C veya daha az ya da maksimum 45 ° C
sicaklik tireme kosullart i¢in uygundur. Bulunduklar1 ortamda pH araliginin 6.4-7
arasinda olmasi gerekmektedir. Uremek igin ise %5-10 CO2’e ve %0.5 C3HzO;3

ihtiyag duymaktadir.

Optimum  kosullar  saglandiktan sonra mikobakterileri kolonilerinin
goriilmeye baglama siiresi 3 — 60 giin arsinda degisiklik gostermektedir. M.

tuberculosis’ in replikasyon siiresi yaklasik 18 — 20 saat arasindadir.



1959 yilinda ilk kez Ernest Runyon M. tuberculosis ve M. bovis disinda kalan
mikobakterilerin koloni morfolojilerini, tireme hizlarint ve pigmentasyonunu temel

alarak siflandirma yapmustir ( Tablo 2.3.1) (Jarzembowski 2008).

Tablo 2.3.1. Runyon siniflamasi

Grup | Ureme | Isikta | Karanlikta | Ornek Tiirler
..... LI ? L
| . Mycobacterium kansasi
Fotokromojenler | Yavag |+ | - | Mycobacterium marinum
| ' . Mycobacterium simiae ,:
| : ! " Mycobacterium scr ofulaceum |
Skotokromojenler Yavas |+ | + Mycobacterium szulgai ':
| ijcobacfem.'m gordonae
| P : : : Mycobacrermm malmoense
| Mycobacterium xenopi

Fotokromojen | yayasg - |- | Mycobacterium avium comp.

olmanyanlar 1
y - Mycobacterium ulcerans

| Mycobacterium haemophilum

| Mycobacterium fortuitum
Hizh iireyenler ;5 Hizh - | - . Mycobacterium chelonae
! i ' | Mycobacterium abscessus

2.4. Tiiberkiiloz Patogenezi

insanhik tarihinin bilinen en eski hastaliklarindan biri olan tiiberkiiloz, basilin
genellikle inhalasyon ile alinmasiyla ortaya g¢ikan kronik graniilomatdz bir
enfeksiyondur (Yaman 1999).

Tiiberkiiloz basilinin hastalik mekanizmasinin dogal geligimini aydinlatmak
amaciyla bir gok galisma yapilmig ve cesitli teorilerin ileri siiriilmesi yaklasik 80
yillik bir siireci kapsamistir. jlk aragtirmalar basilin uzun siire inaktif ve canl kalmasi
nedeniyle gocukluk dsneminde basil ile infekte olan bireylerin eriskin donemde
tiiberkiiloz hastah@n gegirebilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak takip eden galigmalar
primer lezyonlarin zaman igerisinde steril hale geldigi bildirilmistir. Diger bir bagka
hipotez ise eriskin dénemde gelisen tiiberkiilozun reenfeksiyon sonucunda

gerceklesebileceg bildirilen  ¢aligmalarda gosterilmistir. Gelisen  primer



enfeksiyonun immiin cevabi baslatarak tiiberkiiloz basili ile yeniden karsilasma
durumunda daha spesifik bir hipersensitivite reaksiyon ile cevap verildigi Koch
tarafindan gésterilmistir (Rieder 2008). Tiiberkiiloz basiline bagh enfeksiyonun
gelisiminde basilin virtilansindan ¢ok konagin tiiberkiiloza karsi verdigi yanitta hem

dogal hem de edinsel immiinite yetenegi rol oynamaktadir.

Tiiberkiiloz immiinopatogenezi primer enfeksiyondan kavite olusumuna

kadar evrelendirilmektedir (Dannenberg 1989).

Evre 1 — Bulagsma, Baslangi¢ Evresi ( 1. Hafta ): Tiiberkiiloz bulasi, akciger
tiiberkiilozlu olan bireyin 6ksiiriik, hapgirma gibi solunum reaksiyonlarinin saglikli
bireyler tarafindan inhalasyon ile alinmasi sonucu baslamaktadir. Tiiberkiilozlu
bireye ait havada asili kalan sekresyonlarin sivi kaybetmesiyle damlacik ¢ekirdekleri
olusmaktadir. 1- 5 p ¢apindaki damlacik gekirdekleri akciger alveollerine ulasirken
daha biiyiik ¢aptaki partikiiller ise hava yollarina yerlesmektedir. Alveoler
makrofajlarla ilk kargilagma da basilin virulansi, basilin dayanikliligi ve alveoler
makrofajlarin bakterisidal aktivitesi nemli degiskenler olup hastalifin seyrini
belirlemektedir. Akciger alveollerine ulagabilen basiller, makrofajlar tarafindan
fagosite edilmektedir. Ancak makrofajlarin gésterdigi antimikrobiyal yamit ve
proinflamatuvar direng bu dénemde gii¢lii olmadigi igin basillerin bir kismi yapisal
biitiinliigi bozulmadan canli kalirken bir diger kismi da makrofajlar igerisinde
antijenik yapilara ayrilmaktadir. Konagm dogal immunitesinde {ist solunum
yollarinin fiziksel engeli, fagositoz yetenegi, fagositik hiicrelerin salgiladigi reaktif
nitrojen ve oksijen tiriinleri, inflamatuvar hiicreler ve sitokin sekresyonlari, alveoler
makrofajlarin kimyasal yapisii degistirmesi, apopitoz ve genetik faktorlerin rol

oynadig1 bilinmektedir. (Ozbal 2006)

Evre II — Enfeksiyon, Cogalma ve Yayillma ( 2 — 3 hafta ): Makrofajlar -
icerisinde yapisal biitiinliigii bozulmadan kalan basiller, makrofajlarin iginde
¢ogalmaya baslamaktadir. Hizla ¢ogalan basiller makrofajlarin yapisini dejenere
ederek serbestlesmektedir. Makrofajlarin yikimiyla agiga gikan kemokinler farkh

inflamatuvar hiicrelerin olay yerine gdgiine neden olmaktadir. Monositler, T
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lenfositler ve NK hiicreleri de bu dénemde lezyon bélgesine gelmektedir. Yeni
alveol makrofajlari ve monositleri, basilleri yutar ancak basiller gogalmay stirdiiriir
ve konakel hiicrelerini 6ldiirerek yerel yayilma gostermektedirler. 15 — 18 saat
replikasyon siiresi olan bir tiiberkiiloz basili kontrolsiiz ¢ogalma evresinde 20 giinde
54x107 kadar basil sayisina ulasmaktadir. Monosit ve lenfositler lezyon bdlgesine
gelerek graniilom olusumunu baglatmaktadir. Bu nedenle makrofaj icerisindeki
yapisal biitiinliigii bozulmayan ve antijenik yapilara ayrilan basiller dendritik
hiicreler tarafindan alinarak lenf bezlerine taginmaktadir. Tim  viicuda
lenfohematojen yol ile yayilarak yeni yerlestikleri odaklarda graniilom
olusturmaktadirlar. Lenfohematojen yayilim ile en ¢ok akcigerler, bébrekler, uzun
kemikler ve vertabralara yerlesmektedir. Saglikli bireylerde lenfohematojen yol ile
viicuda yayilim gosteren basillerin olusturdugu kazedz odaklar makrofajlar
tarafindan temizlenmektedir. Biiyilk kazedz odaklar ise fibroz bir kapsul ile

cevrilerek izole edilmektedir.

Evre Il — Konak¢ida iImmun Yanitin Gelisimi: Bu evrede tumor necrosis
factor o (TNF «), TL-6, IL-8, IL-12 sekresyonlari ile graniilom ve tiiberkiil denen
spesifik bir lezyon gelismektedir. Tiiberkiiliin ortasinda gelisen kazeifikasyon
olusumu basilin tanindigimi ve yapilan immiinolojik miicadelenin basarili oldugunu

gostermektedir.

Tiiberkiiloz antijenleri T-lenfositlere sunularak antijenik uyarim sonrasi
aktive olan T-lenfositlerden salinan sitokinler, makrofajlarin sayica artmasina neden
olur ve makrofaj fonksiyonlarimi giiglendirmektedir. Basilin inhalasyonundan 2 — 3
hafta sonra hiicresel immunite gelismektedir. Bu siiregte gelisen sekonder
immiinolojik yanit gecikmis tip agirt duyarlilik olup aktive makrofajlar tarafindan
salinan IL-12 ile Tcl hiicreleri stimiile edilmesiyle gergeklesmektedir. Tcl hiicreler
icinde tiiberkiiloz basili bulunan makrofajlari yok ederek basillerin gogalmasini
baskilar, acia ¢ikan basiller solid kazedz dokuya gecerek burada nekroz
olusturmaktadir. Solid kazetz dokuda tiiberkiiloz basili yasayabilir ancak anoksik
ortam, diisiik pH, inhibitor yag asitleri nedeniyle cogalamazlar. Solid kazedz dokuda

basiller uzun yillar dormant olarak kalmaktadir. Dormant basillerin metabolik
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aktivite diizeylerinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle ilaglardan etkilenmemektedirler. 6
— 8 haftada gelisen bu siiregte bireyin PPD deri testi pozitiflesmektedir. Kazedz
nekroz alanlarinda artis ve erime enfekte kisilerin %5 ‘inde enfeksiyondan hemen
sonra meydana gelmekte ve bu tablo primer tiiberkiiloz enfeksiyon evresi olarak
tanimlanmaktadir. Enfeksiyon bu dénem ile sinirli kalirsa primer enfeksiyon evresi
tamamlanmigtir (Kauffman 2005) (WHO/HTM/TB/2008.393).

Kaze6z lezyon, hiicre aracili immunite tarafindan kontrol edilmektedir. Zayif
hiicresel immunite varliginda basiller kazedz nekrozun merkezinden kagarak aktive
olmamis ¢evre alveoler makrofajlar igerisinde hizla ¢ogalabilmektedir. Bu enfekte
makrofajlarin ~ sitotoksik  gecikmis tip asir1  duyarlilik reaksiyonu sonucu

oldiiriilmesiyle kazeoz nekroz giderek genislemektedir.

Evre IV — Likefaksiyon ve Hizhh Basil Cogalmasi, Yeniden Bulasma: Primer
enfeksiyon ddneminde lenfohematojen yolla akcigerin apikal veya subapikal
bélgelerine yerlesen diisiik metabolik aktiviteye sahip dormant basillerin yillar sonra
reaktive olmasiyla ortaya ¢ikan tiiberkiiloz formu postprimer tiiberkiiloz olarak
tanimlanmaktadir. Akciger tiiberkiilozunda en sik rastlanan tablo endojen basillerin
reaktivasyonudur. Ancak diyabet, malignite, renal yetmezlik, kortikosteroid ve
immunsupressif tedaviler, silikozis ya da HIV gibi immunsuprese bireylerde endojen

reaktivasyon gibi eksojen reaktivasyonun da gelistigi bilinmektedir.

Endojen ve eksojen reaktivasyon ayrimi gozetmeksizin postprimer
tiiberkiilozun patognomonik 6zelligi likefaksiyon ve kavite olusumudur. Basiller
kavite igerisinde ¢ogalarak brons yolu ile diger akciger béliimlerine yayilmaktadir.
Genellikle lenfohematojen yayilim goriilmemektedir. Immunitenin bu doénemde

genel tavri likefaksiyon ve kavite formu olarak izlenmektedir.

Immun yanit ile primer enfeksiyonun kontrol edilebildigi bireylerde
reaktivasyon riski devam etmektedir. Akciger odaginin reaktivasyonu sonucu
likefaksiyon ve kavite olugsmaktadir. Hizli basil ¢ogalma evresinde hiicre dis1 basiller

logoritmik olarak gogalmaktadir. T helper 2 (Th2) hiicre yanitinin yogun olmasi
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makrofajlarin bakterisidal etkinligini arttirirken yikim sonucu graniilom dokusunda
kazeifikasyon nekrozu daha yogun gelismektedir Makrofajlardan salinan niikleaz,
lipaz gibi hidrolitik enzimler, tiiberkiilin benzeri basil iiriinleri kazedz odagin
erimesine neden olmaktadir. Erime alani basiller igin uygun bir besiyeri ortami
olusturmaktadir. Basilin hiicre i¢i ortamda ¢ogalmast hiicresel immunite ile kontrol
edilirken, likefiye hiicre disi ortamda kontrol edilemez ve basil sinirsiz olarak
¢ogalmaktadir. Hiicresel immun yanitt yeterli olan bireylerde kazesz odakta bulunan
aktif makrofajlardan salinan hidrolitik enzimler ile graniilom baskilanarak yerini
fibroz dokuya birakmaktadir. Bu fibrotik odakta tiiberkiiloz basili dormant olarak
Omiir boyu canli kalabilmekte ve konagin immun sisteminin baskilandigi durumlarda
aktif hale gegebilmektedir. Hiicresel immunite yetersizliginde basiller ya da konakgi
hiicrelerden agi3a ¢ikan toksik yag asitleri alveoler makrofajlarin &liimiine neden
olarak likefaksiyon ve nekrozu arttirmaktadir. Ilerleyen nekrotik doku brons
¢evresinde nekroz ve riiptiir olusturarak kavite gelistirmektedir. Basil igeren likefiye
materyal bronkojenik yolla akcigerin diger boliimlerine yayilmaktadir. Likefiye
materyalin ekspektorasyonu ile dis ortama sekre edilen damlacik ¢ekirdeklerinin
saglikli bireyler tarafindan inhalasyon ile alinmasi sonucu enfekte olurlar (Kauffman

2001).

2.5. Tiiberkiiloz immiinolojisi

Ust solunum yolunun fiziksel bariyerini asarak alveollere ulasan basiller,
fagositoz yetenegine sahip alveoler makrofajlar ile karsilasmaktadir. Fagosite edilen
¢ogu bakterinin tersine M. tfuberculosis, fagozomun lizozomlar ile birlesmesini
onlemektedir. Ancak fagozom, besinlerin gegmesini kolaylastiran ve vakuol igi
replikasyonu saglayan diger hiicre i¢i vezikiiller ile birlesmektedir. Fagosite edilmis
bakteriler, olusan oksidanlari inaktive etmek amaciyla, nitrik oksit ve siiperoksit
anyonlar1 arasinda olusan nitrojen aran iiriinlerinin aracilik ettigi makrofajlarin

bakterisidal etkisinden kagabilmektedir.
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M.tuberculosis’ in neden oldugu enfeksiyona karsi yanit olarak makrofajlar
IL-12 ve TNF « sekresyonu yapmaktadir. Salinan bu sitokinler enfekte makrofajlarin
bulundugu bélge iginde, T hiicrelerinin ve dogal 6ldiriicti (NK) hiicrelerinin bir
araya gelmesiyle bélgesel enflamasyonu arttirmaktadir. T hiicrelerinin T helper 1
(Th1) hiicrelere doniismesini ve interferon gama (IFN - ) salimmim
indiiklemektedir. IFN — y varliginda, enfekte makrofajlarin aktivasyonu ile birlikte
fagozom-lizozom birlegmesi ve hiicre i¢i 6ldiirme iglemi artarak uyarilmaktadir. TNF
a sekresyonu ise artmug hiicre igi 6ldiirme islemine neden olan nitrik oksit ve nitrojen
ara liriinlerinin yapimini1 stimiile etmektedir. [FN — ¥ ve TNF a sekresyonu az olan ya
da bu sitokinlerin reseptorlerinde bozukluk bulunan hasta bireyler ciddi

mikobakteriyel enfeksiyonlarin gelisimine kars1 yiiksek risk tasimaktadir.

Makrofajlar uyarildiginda antijenik yiik kiiciik ise bakteriler en az doku hasart
ile yok edilmektedir. Ancak bakteri yikii fazla ise hiicresel bagisik yanit doku
nekrozu ile sonuglanmaktadir. Doku harabiyeti ile ilgili bilinen hidrolitik enzimleri

ve toksinleri yoktur.

Konakta enfeksiyonun basladiktan 2 ile 6 hafta icerisinde hiicresel immun
yanit ve lezyon bélgesinde aktif alveoler makrofajlar ve CD4 ve CDS8 T hiicreleri bir
araya gelerek graniilom olusturmaktadir. Graniilom olusumunu, M. tuberculosis
lipitlerinin indiiklemesiyle enfekte makrofajlarin kemokin (IL — 8) sekresyonu
etkilemektedir. Graniilom olusumu ile alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilen
ve eclimine edilemeyen mikobakterilerin gogalmasi ve enfeksiyonun gelisimi
engellenmektedir. TB enfeksiyonuna karsi gelisen bu yamt, basilin baslangicta
¢ogalarak yayilmasint sinirlamaktadir. Gelisen yanitin basarisi virulans faktérlerine
ve sayisina gore degisiklik gostermektedir. Graniilom icerisinde uzun siire dormant
kalan basillerin immunsupresif hastaliklarin varhiginda aktive oldugu bilinmektedir.
Graniilom, kazedz nekroz ile sonuglanmaktadir (Ozbal 2006) (Janeway 1994)

(Stenger 1999). (Ozbal, 2006)
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2.6. Virulans Faktorleri

M tuberculosis virulansinda rol oynayan kesin bir faktér simdiye kadar
gosterilememis olmasma ragmen kord faktor ve siilfatidler gibi bazi immiinoreaktif
komponentlerin viriilanstan sorumlu olabilecegi ortaya konmustur. Bakteri duvarinin
yapisinda toksik etkiye sahip bazi komponentler olsa da bilinen toksinleri ve
histolitik enzimleri yoktur. Ancak hiicre duvarinda bulunan bazi yapilarin toksik

oldugu gegmiste yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Kiyan 1999).

Polisakkaritler (arabinogalaktan ve arabinomannan); duyarli deney
hayvanlarinda anaflaktik tipte asir1 duyarlilik reaksiyonlarina neden olmaktadir.
Gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonlarinda rolleri yoktur. Konak hiicre
makrofajindan TNF-a salinimini arttirmaktadir. Notrofillerin damardan dokuya

gegmesini ve yangisal tepkimenin olusmasini saglamaktadir (Kiyan 1999).

Fosfatidil inositol mannosid (PIM); Lipid yapisinda olup, esas itibariyle
hapteniktir. Capraz koruyucu immunitede roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir

(Kiyan 1999).

Muramil dipeptid(MDP); tek bagina etkisi olmadigi halde trehaloz
dimikolatla birlesince immiin sistemi stimule eder ve antitimor aktiviteyi ortaya

¢ikmaktadir(Kiyan 1999).

Wax Dj; peptidoglikolipid yapida olup Freund’s adjuvaninin etkisini artirici
ozellige sahiptir. BCG agisinin, belli tiimérlerde gerileme gosteren immunoterapik

etkisinde rolii vardir (Kiyan 1999).

Kord faktdr (trehaloz 6’-6’-dimikolat); tiiberkiiloz basillerine kiime
olusturma kabiliyeti kazandirdig1 gibi adjuvan etkiyi de igeren gok sayida &zellige
sahiptir. Alternatif kompleman yolunu aktif etmektedir. Polimorfoniikleer (PNL)
lokosit gogiinii énlemektedir. Graniilom olusumunda rol oynamaktadir. Anti timor

ozelligi de vardir. Konak hiicre membranina tutunarak solunum ve oksidatif
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fosforilasyonda hasara yol agmaktadir. Farelerde karakteristik bir toksisiteye sahiptir

(Kiyan 1999).

Siilfatidler (siilfolipidler); siilfiir iceren glikolipidler. Makrofajlarda,
fagozom-lizozom filizyonunu engellemekte ve bakteriyi lizozomal enzimlerin
etkisinden korumaktadir. Tek bagina etkili olmadigi halde, kord faktérlerle birlikte
verildiginde kord faktoriin toksik etkisini arttirmaktadir (Kiyan 1999).

Fosfatidler; epitelyum hiicrelerinin dev hiicrelere déniismesine neden

olmaktadir (Kiyan 1999).

2.7. Tiiberkiilozun Mikrobiyolojik Tanisi

2.7.1. Ornek alma

Tiiberkiiloz degisik organ ve sistemleri etkileyebilen sistemik bir enfeksiyon
hastah@idir. Tant amagli mikrobiyoloji laboratuvarina génderilecek ornek tipi,
hastaligin tuttugu organ goz Oniine alinarak secilmelidir. Tiiberkiiloz hastaliginin
tanisinda farkl tipte 6rneklerden yararlanilmaktadir. Pulmoner veya ekstrapulmoner

olmak iizere ve florali veya steril alanlardan 6rnek alinarak tan1 konmaktadir.

Orneklerin alindigi kaplar steril ve tek kullanimlik olmalidir. Ornek alinan
kaplarin igerisine mikobakteriler i¢in zararli kimyasal madde, dezenfektan, alkol

veya koruyucu fiksatif konmamalidir.

Klinik 6rneklerden direkt mikroskopi ile birlikte ¢ogu zaman teksif kiiltiir de
yapildigt i¢in tiim islemlerin aymt kap igerisinde yapilmasi onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu nedenle toplama kaplari 50 mI’lik burgu kapakli, konik tabanli,
yaklasik 12em boyunda ve 3 cm genisliginde tercihen polipropilen ( ticari falcon,
grainer veya muadili ) olmahdir. Ornegin kalitesi hakkinda yorum yapma imkani
oldugu igin disginin seffaf olmasi avantajhidir. Hastanin adi, protokol numarasi ve

tarih ornek kaplarinin tizerine yazilmahdir.
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TB siipheli bir hastadan alinan 6rnek tipinin se¢imi ve alinmasi, laboratuvara
gonderilmesi veya gerektiginde uygun kosullar altinda saklanmasi igin genel

kurallara uyulmasi 6nemlidir. Uyulmasi gereken genel kurallar;

TB stipheli bireyden ornek, tercihen antitiiberkiiloz tedavisine baslanmadan

once alinmalidir.

Aseptik sartlarda ornek alarak flora ve gevresel kontaminasyon en aza

indirgenmelidir.

Yeterli miktarda ve sayida drnek alinarak izolasyon sansi arttiriimalidir.

Ornek uygun zamanda alinmali ve uygun tasima kosullarinda laboratuvara

ulastiriimahdir.

2.7.1.2. Akciger tiiberkiilozu tamisinda alinan drnek tipleri

Balgam: Brong ve trakeanin iirtintidiir. Hiicre atiklari, organik partikiiller ve
bogaz mikrobiyotasindaki nonspesifik bakterileri icerdiginden kontamine bir
materyaldir. Basil saptama olasilig1 en yiiksek olan balgam &rnegi sabah a¢ karnina
alimandir. Basil gorme sansini arttirmak ig¢in ii¢ ayri giinde ve sabah yataktan
kalkarken balgam &rnegi alinmasi en uygun yontemdir. Yeterli balgam ornegi
miktar1 3 — 5 ml” dir. TB basili balgamin irinli kisminda bulunmaktadir. Balgamdan
yayma iglemi yapilacagi zaman &zellikle sari-gri veya yesil renkli koyu kisimlari
kullanilmahdir. Balgam &rneginin  yeterli miktarda ve kalitede oldugu
diistiniilmiiyorsa 6rnek isleme alinmali ancak negatif sonug raporlanirken yetersiz

balgam/ uygun olmayan 6rnek seklinde bildirilmelidir.

indiiklenmis balgam: Nebiilizator yardimi ile aerosol haldeki 10 ml %3 -10
luk hipertonik tuzlu suyun 10 — 30 dk boyunca inhale edilmesi akcigerleri hem

oksiirme hem de sulu veya incelmis salgi iiretmeye tesvik edecek kadar irrite
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etmektedir. Materyalin yapisal 6zelliginin tikkiirlige benzemesi nedeniyle yanilmaya

sebep olmamak igin raporda indiiklenmis balgam 6rnegi oldugu bildirilmelidir.

Aghk mide suyu: Genellikle nérolojik hastalik, koma hali vb. nedenlerle
uyum gosteremeyen hastalardan, 10 yagindan kiigiik ¢ocuklardan ve indiiklenmis
balgam veremeyen hastalardan alinmaktadir. Ug ardisik giinde 8-10 saatlik achigt
takiben, hasta yatagindan kalkmadan, gastrik tlip ile 25-50 ml steril su veya serum
fizyolojik verilip aspire edildikten sonra en az 5ml &rnek alinmaktadir. Ornek
tercihen hemen igleme alinmalidir. Hemen isleme alinamayacak 6rneklerin mide

asidini nétralize etmek amaciyla 100 mg sodyum karbonat ilave edilmektedir.

Bronkoalveoler Lavaj: Higbir sekilde balgam veya indiiklenmis balgam
ornegi veremeyen tani konulamamis olgularda alinmaktadir. 5-10 ml brong lavaj

Ornegi alinmaktadir.

Bronsiyal fircalama 6rnegi: 5 ml serum fizyolojik igerisine alinan 6rnektir.

Trakeal aspirat: En az 3ml trakeal aspirat 6rnegi alinmaktadir.

Endotrakel aspirat: Bagka bir sekilde 6rnek veremeyen yogun bakim

hastalarinda tercih edilmektedir. En az 3 ml endotrakeal aspirat ornegi alinmaktadir.

Akciger doku ornegi: Invaziv olmayan teknikler ile tani konulamayan
akeiger tiiberkiilozu olan hastalarda tercih edilmektedir. Asetptik kosullarda kazeoz
lezyondan alinan en az 1 gr doku biyopsisi veya ince igne aspirasyonu ile
alinmaktadir. Agik akciger biyopsi doku 6rnegi 2-3 ml’lik serum fizyolojik igine

alinmaktadir.

Larinks siiriintiisii: Cocuklarda ve diger akciger 6rneklerinin higbirisinin
elde edilemedigi hastalarda alinmaktadur. Larinks siiriintii 6rneg silgic ile alinarak 2-

3 mP’lik steril serum fizyolojik i¢ine alinmaktadir.
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2.7.1.3. Akciger dis1 tiiberkiiloz tanisinda alinan 6rnek tipleri

Idrar: Materyalin igerigi mikobakterilerin canlihiini etkilerken miktar: ise
saptanmalarini etkilemektedir. Bu nedenle 40 ml’den daha az 6rnekler ile bekletilen
veya 24 saatlik biriktirilmis idrar kabul edilmemektedir. Ozellikle sabah idrari tercih
edilmekte ve genital bdlge temizlenerek asiri kontaminasyon engellenmelidir. idrar
3000xg “ de 15 dakika siiresince santrifiij edildikten sonra tist kisim atilarak bir iki
damla ¢okeltiden alinarak dogrudan mikroskopi icin boyanabilir. Kiiltiir yapilacak
durumlarda ¢okelti nce dekontaminasyon islemlerinden gegmelidir.  Uriner sistem
tiiberkiilozu siiphesi bulunan hastalardan alinmaktadir. Ardigik olarak en az ti¢ giin

tist iste alinan sabah idrar1 duyarlihig: arttirmaktadir.

Beyin omurilik sivist (BOS): Santral sinir sistemi tiiberkiilozu siiphesi
bulunan hastalardan alinmaktadir. Aseptik kosullarda en az 2ml (optimal 10 ml)

ornek alinmalidir.

Doku biyopsi érnegi: Invaziv olmayan teknikler ile tam konulamayan
akciger dis1 tiiberkiiloz siiphesi olan hastalardan alinmaktadir. Aseptik kosullarda

kazedz kisimlardan en az 1 gr kadar doku biyopsi 6rnegi alimmaktadir.

Steril viicut sivilart (plevra,periton,perikard,eklem vb): Akciger disi TB
siiphesi bulunan hastalardan almmaktadir. Aseptik kosullarda en az 10 ml

alinmalidir.

Apse ve yara drnegi: Akciger disi Tb siiphesi olan hastalardan alinmaktadir.
Aseptik kosullarda yiizeysel eksuda uzaklastirildiktan sonra apse igerigi ve aspire

edilen sivi alinmalidir.

Kemik iligi: Yaygin TB siiphesi ve nedeni bilinmeyen ateste tercih
edilmektedir. Aseptik kosullarda heparin, SPS igeren steril tiiplere veya ticari

mikobakteriyel kan kiiltiir besiyerlerine 6nerilen miktarlarda alinmaktadir.
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Kan: Aseptik kosullarda 5-10 ml kan SPS veya heparin igeren steril tiiplere

veya ticari mikobakteriyel kan kiiltiir besiyerlerine 6nerilen miktarlarda alinmaktadir.

Diskr: Intestinal TB siiphesi bulunan hastalardan alinmaktadir. Ozellikle
AIDS’li hastalarda M. avium-intracellulare kompleksin izolasyonu igini gerekli
olabilmektedir. Ancak TB tamisinda digkidan yapilan mikroskopi ve kiiltiir islemleri,

klinik yarar ag¢isindan tartismalidir.

2.8. Klinik érneklerin islenmesi

TB basillerinin islenmesi steril veya kontamine alanlardan alinan Grnekler
olmalarina gore farkhlik gostermektedir. Laboratuvara gonderilen klinik &rnekler
mikobakteriler ile birlikte kontaminasyona neden olan bakteriler, mantarlar, eritrosit,
16kosit, viicut sivilart ve doku gibi organik kalintilari da igermektedir. Bu nedenle,
mikrobiyota elemanlarini igeren klinik &rnekler ve kontaminasyona neden olan
bakteri ve mantarlari elimine etmek amaciyla dekontaminasyon islemi

uygulanmaktadir.

Dekontaminasyon islemi, mikobakterilerin canliligint devam ettirmesi ancak
kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin Sodyum hidroksit (NaOH) gibi
kimyasal maddeler ile uzaklastirilmasi ve sayi olarak indirgenmesi iglemidir.
Normalde steril oldugu diistiniilen BOS, kan, viicut sivilari, eklem sivilari, kemik
iligi ve aseptik kosullarda cerrahi olarak ¢ikarilan doku/biyopsi ornekleri
dekontaminasyon islemi gerektirmeyen steril drneklerdir. Ancak steril bosluklardan
ornek alimi  ve tasmmasi sirasinda  sterilizasyon kurallarma  uyulmadigi

diisiiniiliiyorsa bu 6rnekler de dekontaminasyon islemine almmalidir.

Homojenizasyon ise klinik &rneklerde bulunan epitel ve diger sekilli
elemanlar arasinda bulunan basilleri ortaya g¢ikararak mukus yapilarin erimesini

saglayarak santrifijde sedimente olmasim ve basillerin homojen bir sekilde
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dagilmasini saglamak amaciyla NaOH ya da N-asetil-L-sistein (NALC) gibi

kimyasal maddeler kullanilmaktadir.

Nétralizasyon islemi, dekontaminasyon ve homojenizasyon islemleri
sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin Grnekleri asidik ya da alkali hale getirmesi

nedeniyle yapiimaktadir.

Konsantrasyon, klinik 6rneklerdeki basillerin yogunlastirilarak TB basilinin

izolasyon sansini arttirmak i¢in santrifiij isleminin yapilmasidir.

Rutin tani laboratuvarinda yapilan kiiltiirlerde kabul edilebilir kontaminasyon
orant %2 ile %5 arasindadir. Hi¢ kontaminasyon olmamasi veya ¢ok diisiik (<%2)
kontaminasyon oranlart 6n islem kosullarinin ¢ok sert yapildigini ve mikobakterilerin
de diger bakterilerle birlikte elimine edildigini gostermektedir. Yiiksek

kontaminasyon (>%S5) oranlari ise agiri kontaminasyon olarak kabul edilmektedir.

Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda dekontaminasyon islemlerinde en sik N-
Asetil-L-Sistein (NALC) + NaOH yo6ntemi tercih edilmektedir. Bu yontemde NALC
mukolitik, %2-4 oranind NaOH dekontaminan ve %2,9’luk sodyum sitrat klinik
ornekte bulanabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC’in inaktive olmasini
onlemek amaciyla kullanilmaktadir. Incelenecek klinik 6rnegin bulundugu 50 ml’lik
steril burgulu kapakl tiiplere, klinik 6rnegin miktar kadar NALC-NaOH soliisyonu
ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk bekletilmelidir. Ancak dekontaminasyon
isleminin fazla sert olmasmin Oniine gegebilmek ig¢in 15dk’lik bekleme siiresi
asilmamalidir. Bekleme siiresinin baglangicinda tiipler 30 sn’yi gecmeyecek sekilde
vortekslenmeli ve ara sira el ile ¢alkalanmalidir. Bekleme siiresi tamamlandiginda
falkon tiiptiniin 50 ml siirma kadar 0.067 M fosfat tamponu (pH:6.8) ilave ederek
nétralizasyon islemi gergeklestirilmeli ve dekontaminasyon islemi durdurulmalidir.
Kullanilan fosfat tamponun sterilitesi korunmahdir. NALC — NaOH ile yapilan
dekontaminasyon isleminden sonra uygulanacak her islemde sterilizasyon kurallarina
dikkat edilmesi gerekmektedir. Sterilizasyonun atlanilmasi durumunda Kkiiltiir i¢in

kullanilacak besiyerleri kontamine olmaktadir. Konsantrasyon islemi bakteri
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yogunlugunu arttirmak igin fosfat tamponu eklenmis tiipler 3000 Xg’ de 15 -20 dk
santrifiij edilmekte ve santrifiij islemi sonrasi iistte bulunan sivi dezenfektan (% 0.1-1
sodyum hipoklorit, % 70 alkol, % 5 fenol vb.) bulunan bir kaba bosaltilarak
sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH:6.8) eklenmektedir. Tiim islemler
biyolojik emniyet kabininde yapilmalidir. Normalde steril oldugu diisiiniilen BOS,
viicut sivilari ve kan gibi érneklere dekontaminasyon islemi uygulanmamaktadir. Bu
ornekler direkt olarak veya santirifiij islemi uygulandiktan sonra sedimentten
besiyerlerine ekilmektedir. Ancak steril alanlardan &rnek alimi veya 6rnegin
transportu sirasinda sterilizasyon kurallarina uyulmadig; diisiiniiliiyorsa bu érneklere
de dekontaminasyon islemi uygulanmalidir. Konsantrasyon ve dekontaminasyon
islemi tamamlanmis klinik &rnekler mikroskobik inceleme, Kiiltiir ve molekiiler

testler i¢in kullanilabilir.

2.9. Mikroskopik inceleme

Tedavi alan hastalarin izleminde ve tani amaciyla direkt mikroskopi yontemi
hizli, basit, ucuz ve kolay inceleme imkani nedeniyle ilk bagvurulan yéntemdir.
Mikroskopik incelemede ARB pozitifligini saptayabilmek i¢in 6rnegin ml’sinde en
az 5000-10000 bakteri bulunmalidir. Direkt mikroskopi y6nteminin 6zgiilliigii
yiksek olmakla birlikte duyarhiligi degiskendir. Mikroskopi duyarliligi TB
prevalansi, orneklerin kalitesi ve sayisi, boyama yontemi veya mikrobiyologun
deneyimi gibi gesitli faktdrlerden etkilenmektedir. Direkt mikroskopi y&nteminin
duyarlih@ yapilan ¢alismalarda genellikle %25 ile %65 arasinda bildirilmistir.
Solunum 6rnekleri yayma pozitiflik orani en yiiksek olan 6rneklerdir. Boyama islemi
sirasinda yanhs pozitif sonuglar immersiyon yagindan gecis veya lamlarin capraz
kontaminasyonu kaynakli olabilmektedir. (Murray 2010) (Kilicaslan 2007)(Frieden
2004)

Mikobakterilere 6zgii aside direngli boyanma 6zelligi kullamilarak direk
mikroskopi yonteminde 2 farkli boyama teknigi tercih edilmektedir. Bunlar karbol-

fuksin yontemleri ile flourokrom ydntemleridir. Rutin tani i¢in en ¢ok karbol fuksin
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yontemleri tercih edilmekle birlikte daha donanimli ve is yikii fazla olan
laboratuvarlarda flourokrom boyama yéntemleri kullanilmaktadir. Flourokrom
boyama yontemleri mikroskopta daha kiigiik objektifle daha genis alani tarayarak bir
preperatin taranmasi igin gereken siireyi azaltarak yaklagik onda bire diisiirmektedir.
Bu yontemin duyarliligr yiiksek olmakla birlikte dzgiilliigii diisiiktiir. Ozgiilltgiiniin
diigiik olmast nedeniyle pozitif yaymalar EZN boyama ile tekrarlanmalidir (Oguz
2011).

Mikobakterilerin hiicre duvari yapisi diger bakterilere gére daha komplike
olmasi nedeniyle lipit bakimindan oldukga zengin biyokimyasal yapilar igerdigi i¢in
gram boyama yontemi ile boyanamazlar. 1880°li yillarin baslarinda Ziehl ve Neelsen
tarafindan gelistirilen ve Erlich tarafindan modifiye edilen karbol fuksin asit-alkol ve
metilen mavisinden olugan EZN yontemi ile etkili bir sekildle ARB
boyanmaktalardir. Aside direngli basil tanim1 asit ya da alkole maruz birakildiginda
mikobakterilerin canliliini devam ettirmesi ile ilgili olmayip boyama ydnteminde
kullanilan ~ konsantrasyondaki asit veya alkol maruziyetinde bile ilk aldigi boyayi
birakmamasini  tamimlamaktadir. ~ Mikobakteriler ~asit ve alkollere direng

gosteremezler (Koksal 2003).

Flourokrom boyamanin temelinde ise karbol fuksin yerine floresan boyalar
kullanilarak bu boyalarm mikobakterilerin lipit agisindan zengin hiicre duvarina
baglanarak goriiniir hale gelmesi vardir. Flourokrom boyama yéntemlerinin énemli
dezavantajlar1 arasinda deneyimli personel ihtiyaci ve floresan mikroskobunun
maliyetli olmas1 yer almaktadir. Ayrica Uluslar Arasi Kanser Arastirma Ajansi’na
gore kullanilan auramin boya muhtemel karsinojen ajanlar iceren Grup 2B’de
siniflandirilmaktadir. Auramin’e maruz kalma ile kanser riski arasindaki iliski heniz
ispatlanamamakla birlikte mesane ve prostat kanserlerinin insidansinin artisindan

sorumlu tutulmaktadir (Oguz 2011).

Hazirlanan preperatlarda karbol fuksin boyasinin kullanildigi EZN ve
Kinyoun. boyama ydntemlerinde basiller mavi zeminde kirmizi olarak goriiliirler.

Flourokrom yonteminde ise kullanilan filtre sistemine gore farklilk gostererek
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karanlik zeminde sari-turuncu renk floresans veren basiller olarak goriiliirler, EZN ve
Kinyoun boyama yontemlerinde hazirlanan yaymalar 100x immersiyon objektifinde
incelenirken flourokrom boya ile hazirlanan yaymalar 25x veya 40x objektif ile
incelenmektedir (Giimiislii 1998). Karbol fuksin ve flourokrom boyama yontemleri

kargilagtirmali olarak verilmistir (Tablo 2.9).(UTTR 2014)

Tablo 2.9 Boyama yontemlerinin Karsilastirilmasi

Karbol fuksin boyama Flourokrom boyama
EZN Kinyoun AR
Bazik fuksin konsantrasyonu  %0,3 %3,3 yok
Boyama Fenol konsantrasyonu %4,5 %6,7 %3
Isitma var yok yok
Biiyiitme x100 x100
Gériiniim Mavi zeminde kirmiz1 basil Karanlik zeminde
sar1 floresans veren basil
Mikroskopi
Goreceli duyarhihik orta diisiik yiiksek
Goreceli dzgiilliik yiiksek orta diisiik

Mikroskopi sonuglarini raporlarken karbol fuksin boyama teknigi kullanilmig
yaymalarda yaklasik 5 dk siiren en az 300 alan taranmis olmalidir. Flourokrom
boyama teknigi ile hazirlanan yaymalarda ise 25x objektif ile 30 alan, 40x objektif

ile 70 alanin taranmasi yeterlidir (Smithwick 1976).

Direkt mikroskopik inceleme yeni vakalarin saptanmasi, tedaviye yanitm
izlenmesi ve ilaca direngli vakalarin ortaya konmasi gibi bir ¢ok konuda &ngorii
saglamaktadir. Antimikobakteriyel tedavi ile 6nce kiiltiir daha sonra da yayma
negatiflesmektedir. Hastanin tedavi almasma ragmen yaymadaki basil sayisinda

azalma olmamasi1 ila¢ direncini diisiindiirmektedir (Sani¢ 1999). Dogrudan




24

mikroskopi sonuglarmin raporlanmasinda drnekteki basil miktarmin standardize bir
sekilde belirtilmesi hastaligin niteligi hakkinda ya da bulastiricihigmin hangi diizeyde
oldugu konusunda fikir vermektedir. Bu nedenle raporlama hem kantitatif hem de

kalitatif olarak verilmelidir. Kullanilan boyama yéntemlerine gore mikroskopi

sonuglarmin bildirimi verilmistir (Tablo 2.9.1) (Tablo 2.9.2).

Tablo 2.9.1. EZN boyama yontemi ile sonug bildirimi

EZN Boyma/Sonug¢ ARB sayisi inceleme alan1/1000X
Negatif 0
Stipheli 1-2/ 300 alan
1+ 1-9/ 100 alan
2+ 1-9/ 10 alan
3+ 1-9/ 1 alan
4+ >9/ 1 alan

Tablo 2.9.2. Flourokrom boyama ydntemi ile sonug bildirimi

Flourokrom Inceleme alani: 250 X Inceleme alani: 450 X
Boyama/Sonug¢
Negatif 0 0
Siipheli, tekrar 1-2/30 alan 1-2/70 alan

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

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

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

4+ >90/1 alan >36/1 alan
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2.10. Kiiltiir

Altin standart olarak kabul edilen kiiltiir 5Snemini halen korumakla birlikte
direkt mikroskopi yontemine gére de duyarhligi daha yiiksektir. Daha hizli sonug
veren bazi sistemlere gore ge¢ sonug vermesine Kargin kiiltiir, basili canlihgmi
dogrudan géstermesi, ekimi yapilan susun daha sonraki inceleme ve arastirmalar igin
stoklanabilmesi bakimindan ¢ok &nemlidir. TB tanisinda mutlaka kiiltiir yapilarak
basil iiretilmeye ¢alisiimalidir. Bir 6rnege kiiltiir negatif diyebilmek icin en az 4 — 6
hafta beklenmesi gerekmektedir (Tekerekoglu 2000). Kiiltiir yontemi basillerin tiir
diizeyinde identifikasyonuna ve ilag duyarlilik testlerinin yapilarak hastanin dogru

tani ve tedavi alabilmesine olanak saglamaktadir. (Baylan 2005)

Uygun sekilde alindiktan sonra laboratuvara gonderilen &rneklerin 6n
islemlerini takiben santifiriij yapilarak konsantre edildikten sonra besiyerlerine
ekilmektedir. M. tuberculosis kompleksin izole edilmesi ve bazi 6zelliklerinin
incelenmesi amaciyla kullanilan kati ve sivi olmak iizere iki tip besiyeri
bulunmaktadir. Katt bazli besiyerleri yumurta ve agar bazhi olmak tizere iki farkli
sekilde simiflandiriimaktadir. Yumurta bazli besiyerleri arasinda en yaygin kullanilan
Léwenstein-Jensen (LJ) besiyeridir. Bu besiyeri tipik koloni morfolojisi olusturmasi,
iyi tireme saglamasi ve uzun siire dayanikli olmasi nedeniyle 6zellikle primer
izolasyonda tercih edilmektedir. Ancak ilag duyarlihk testlerinde ilag
konsantrasyonlarin tutarli olmamasi,kullanilan yumurtalarin kalitesi ve tiiberkiiloz
dis1 mikobakteriler (TDM) igin ¢ok giivenilir olmamasi LJ besiyerinin dezavantajlari

arasinda yer almaktadir.

Yumurta bazli besiyerleri opak goriiniimliiyken, agar bazli besiyerleri seffaf
goriiniimliidiir. Ekim yapilan besiyerleri 10-12 giin sonra mikroskopta incelenecek
olursa goériiniimiin seffaf olmasi nedeniyle kolonileri gérmek miimkiin olmaktadir.

En ¢ok tercih edilen agar bazl besiyerleri Middlebrook 7H10 ve 7H11’dir (Murray
2010).
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Kontamine olmayan ornekler ig¢in nonselektif besiyerleri kullanilmalidir.
Aseptik kosullarda iglem gormiis 6rnekten pastor pipeti yardimiyla 3 — 4 damla
besiyeri yiizeyine damlatilarak el ile yanlara egip dogrultarak &rnedin besiveri
yiizeyine yayilmasi saglanmalidir. Burgu kapakl tiipler hafif¢e gevseltilerek bir giin
stire ile yatik olarak etiivde bekletilmelidir. Bekleme siiresi tamamlandiktan sonra
%3-11 CO; bulunan etiivde 7 ile 10 giin arasi inkiibasyondan sonra normal etiive
kaldirilmalidir. Basiller bu siiregte logoritmik iireme fazlarmna girdikleri i¢in CO2
ihtiyaglar1 daha azdir. Middlebrook 7H11 agar bazli besiyeri kullanildiginda CO»
kullanimi zorunludur (Pfyffer 2003) (Bilgehan 2004).

Tiiberkiiloz siiphesi ile gelen her bir 6rnek 2 tane L] besiyerine 2 tane de tercihen
Middlebrook 7H10 veya 7H11 besiyerine ekilmelidir. Kiiltiirler kontaminasyon ve
hizli iireme bakimindan ilk 3 ile 5 giin arasinda incelenmelidir. Kontaminasyon
goriiliiyorsa kiiltiir tekrarlanmalidir. Daha sonra ilk 4 hafta haftada 2 kez, sonra
haftada 1 kez olmak tizere kiiltiirler 6 hafta {ireme bakimindan kontrol edilmelidir.
6.haftanin sonunda iireme goriillmiiyorsa 2 hafta daha beklenir ve yine iireme
olmamissa kiiltiir negatif olarak bildirilmelidir. Ureme oldugunda ise kolonilerin
morfolojisi ve pigment yapilart incelenmektedir. Preperat hazirlanarak boyanma
ozellikleri incelenir ve biyokimyasal tani testleri kullanilarak tiir identifikasyonu
yapilmaktadir. L] besiyerinde 2-3 haftada mikobakteri kolonileri beyaz ya da
sarimtrak renkte kati ve piirtiiklii koloniler yaparak tiremektedir. Middlebrook 7H10
ve 7H11 besiyerleri duyarlilik ve izolasyon i¢in kullanilmaktadir. Middlebrook 7H9
ve Dubos Tween Albumin subkiiltiir ve antibiyotik duyarlilik testler igin inokiilim
hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan sivi besiyerleridir. Ayrica inkiibasyon 1sisi
mikobakterilerin iiremesi i¢in onemlidir. M.tfuberculosis igin optimum {ireme
sicakligi 37°C’dir. Mikobakterin tanisi i¢in ticari ve otomotize kiiltiir sistemleri
gelistirilmistir. BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Sparks, MD), BACTEC MGIT
960 (BD Biosciences, Sparks, MD), VersaTREK (ESP Culture System II) (Trek
Diagnostics, Inc., Ohio), BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France) bunlardan
bazilaridir. (Isenberg 2004)
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2.11. Otomatize kiiltiir sistemleri

Kullanimi artarak devam eden hizli kiiltiir sistemleri identifikasyon ve
izolasyon ile birlikte TB ilaglarin duyarliliklari da rutin tanida ¢aligilabilmektedir.
Otomatize kiiltiir sistemleri TB basillerinin izolasyon siiresini énemli oranda
kisaltmakta ve izolasyon sansini arttirmaktadir. Yaklagtk 4 — 12 giinde sonug
alinabilmektedir. Gézle géoriilen bir kontaminasyonun olmadig1 ancak herhangi bir

ilaca kars1 direncin eslik ettigi sonuglarda kontaminasyon olmadig1 dogrulanmalidir.

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

Yar1 otomatize bir sistem olan Bactec 460 TB, uzun bir siire identifikasyon,
izolasyon ve duyarlilik galismalarinda basari ile uygulanmistir. Radyometrik, sivi
bazli ve ticari olan bu sistemde izolasyon ile birlikte MTBC ile MOTT ayrimini
yapabilmekte ve MTBC suglarinin  antimikobakteriyel ilaglara  duyarlihg:
belirlenebilmektedir. 2 tip besiyeri (Middlebrook 7HI12 ve Middlebrook 7H13)
igeren sistem, C14 isaretli palmitik asitin kullanilarak metabolizma sonucu agiga
¢gtkan  14CO; ‘in  dreme indeksi 0-999 sayisal degerleri arasinda
degerlendirilmektedir. Kontaminasyonu engellemek amaciyla antibiyotik karigimi
olan polimiksin B, azlosilin, nalidsik asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA)
ekim isleminden Once besiyerine eklenmektedir. Bactec 460 TB basari ile
kullanilmakla birlikte, sistemde bulunan besiyerlerinin radyoaktif madde icermesi ve
cihazin rutin kalibrasyonlari sirasinda capraz kontaminasyon riski dezavantajlari

arasinda yer almaktadir (Martin 2011) (Siddiqi 1996).

2.11.2. BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (BD,

Sparks, MD) sistemi

Mikobakterilerin tamsi igin gelistirilen tam otomatize bir ticari kiiltiir

sistemidir. Ureme kontroliiniin otomatik olarak yapitlmasi, radyoaktif madde



28

kullanilmamasi, duyarlilik ve identifikasyon testlerine olanak saglamasi avantajlari
arasindadir. Bu sistemde kullanilan tiiplerde 7 mL’lik modifiye edilmis Middlebrook
7TH9 sivi besiyeri ve tiiplerin dip kisimlarinda rutenyum metal kompleksi igeren
silikon Oz de duyarhdir. Klinik drnekler besiyerlerine ekilmeden 6nce OADC ve
PANTA eklenmelidir. Besiyerlerinde Oz varhigina bagl olarak silikon tabakaya
gonderilen UV 1gnina karsi floresans olusmamasi herhangi bir iiremenin olmadigini
gostermektedir. Mikobakteri veya diger farkli mikroorganizmalar tirediginde O3
tilketimi nedeniyle UV 1sinma Karsi floresans olusmakta ve bununla birlikte olusan
floresans miktari {reme biri olarak kullanilmaktadir. Kan disinda tiim klinik
ornekleri galisabilmektedir. Cok sayida 6rnegi es zamanli inceleyebilen BACTEC
MGIT 960 sistemi genellikle is yiikii fazla olan rutin laboratuvarlarda tercih

edilmektedir (Murray 2010) (BD 2004)

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

VersaTrek Kkiiltiir sistemi tam otomatize bir sistem olup seliiloz siinger ve
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri igermektedir. Sistemde olusan gaz basincindaki
degisiklikler  &lgiilerek  mikroorganizmalarin  tiremesi  degerlendirilmektedir.
Bilgisayar destekli bir sistem olmasi nedeniyle besiyerinde olusan gaz basincindaki
degisiklikler grafiksel olarak bilgisayarda ifade edilmektedir. Mikobakterilerin
tiremesini indiikleyen OADC ve kontaminasyonu engellemek amaciyla antibyotik
karisimi besiyerlerine klinikérnekler ekilmeden énce eklenmelidir. Sistem tiim klinik

drnekleri caligabilmektedir (Uzun 2003).
2.11.4. BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France)

BacT/ALERT 3D tam otomatize bir sistemdir. Besiyerlerinin dip kisminda
kolorimetrik bir sensor bulunan ve meydana gelen CO; diizeyini 6lgerek iiremeyi
degerlendirmektedir. Besiyerleri, sistemin bilgisayarli olmasi nedeniyle siirekli
kontrol altindadir. Sistem kan disindaki tiim kliiniilk ornekler icin uygundur.

(Isenberg 2004) (Uzun 2003)
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2.11.5. Bactec 9000 MB (BD, Sparks, MD)

Bactec 9000 MB tam otomatize bir sistemdir. Modifiye Middlebrook 7H9
sivi besiyerlerinde Oz kullanimi floresans ile belirlenmektedir. Klinik &rneklerin
besiyerlerine ekiminden énce PANTA ilave edilmelidir. Balgam ve diger solunum
yolu &rnekleri igin Myco/F sputa, kan ve diger steril viicut sivilarindan alinan klinik

ornekler i¢in MycoF/lytic besiyeri kullanilmaktadir. (Isenberg 2004) (Uzun 2003)

2.12. Identifikasyon testleri

Kiltirde iireyen tiim mikobakteriler igin TDM ve MTBC ayriminin yapilmasi
gerekmektedir. Insanlarda mikobakteri kaynakli enfeksiyonlarin gok biiyiik bir
kisminda etken MTBC oldugundan tiir identifikasyon testlerinde amag MTBC’yi
TDM’den ayrilmaktir. Bu ayrimin yapilarak MTBC’nin tanimlanmasi uygun tedavi
yénteminin  belirlenerek hasta yonetiminin dogru bir sekilde gergeklesmesini

saglamaktadir.

Kiiltiirde tireyen TDM-MTBC izolatlarinin identifikasyonunda biyokimyasal
testlerden,  iireme  &zelliklerinden ve  son yillarda  kullanimi  artan
immiinokromotografik ve hizli genetopik yontemlerden yararlanilmaktadir.
Giintimiizde kullanilan bu yoéntemler giivenilir ve hizli bir sekilde MTBC-TDM
tanist koyabilmektedir. TDM-MTBC ayrimi;

* Fenotipik yontemler
- Biyokimyasal testler
- Ureme 6zellikleri

- HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

*  Genotipik yontemler
- Ters hibridizasyon testleri

- PCR restriksiyon enzim analizi
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* Immiinokromotografik yéntemler

kullanilarak identifikasyon gergeklestirilmektedir.

A. Fenotipik yontemler
A.1. Ureme ozellikleri
=  MTBC’nin tireme 6zellikleri;

Ureme hizi; kati besiyerinde kiiltir pasajinda 7.giinden sonra iireme

gozlenebilmektedir.

Koloni morfolojisi; R (diizensiz) tip koloni, kuru ve agik kahverengi koloniler

olusturmaktadir.
Pigment iiretimi; pigment olugturmazlar.

Mikroskopik inceleme; sivi  kiiltirden yapilan ARB  boyamanin

incelenmesinde kord faktor 6zelligi goriilmektedir.

Ancak treme o6zelligi TDM-MTBC identifikasyonunda MTBC kesin tanist igin

yeterli degildir. On tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir.

A.2. Biyokimyasal testler

» MTBC-TDM identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler ve bu
biyokimyasal testlere ait MTBC sonuglart;
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Katalaz testi; negatif
Niasin birikim testi; pozitif
Nitrat indirgenme testi; pozitif

Paranitrobenzoik asit (PNB)’li besiyerinde iireme: negatif

PNB besiyerinde iireme olmamasit MTBC olarak degerlendirilmektedir.

TDM-MTBC ayrimi igin katalaz, niasin ve nitrat indirgenme testleri bir arada

kullanilmalidir. Bu testler tek baglarina TDM-MTBC identifikasyonu yapamazlar.

Katalaz testi

Katalaz, hidrojen peroksidi (H202) su ve oksijene ayrigtiran hiicre i¢i bir
enzimdir. Biitiin mikobakteriler katalaz aktivitesi gostermekle birlikte bazi iziniazide
direngli M.tuberculosis ve Mbovis suslari katalaz aktivitesi gostermemektedir.
Katalaz enzimi hakkinda fikir edinebilmek igin yari kantitatif katalaz testiyle olusan
hava kabarciklarinin yiiksekligi Slciilmelidir. Negatif sonug i¢in hava kabarciginin
gozlenmemesi gerekmektedir. Mikobakterilerin katalaz iiretimi ve enzimin 1s1ya
stabilitesi degiskenlik gdsterebilmektedir. Mycobacterium tuberculosis ve baz diger
mikobakterilerdeki katalaz enzimleri 68°C’de 20 dakika 1sitildiginda inaktive olur.

(Murray 2010) (Siiriictioglu 2003).

Niasin birikim testi

Mikobakterilerin tamami iiremeleri devam ettigi siirece niasin iiretmektedir.
Ancak bazi mikobakteri tiirleri (M.tuberculosis, M.simiae ve M chelonae) daha fazla
niasini metobolize edemedikleri i¢in ortamda daha fazla birikmektedir. Besiyerinde

biriken niasin bu test ile gosterilmektedir.
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Nitrat indirgenme testi

Mikobakteriler nitrati indirgeme yeteneklerine gore birbirinden ayrilmaktadir.
Bazi mikobakteriler M.ruberculosis gibi nitrorediiktaz enzimi treterek nitratlari
nitritlere indirgeyebilmektedir. Bu test nitrorediiktaz enzim varligini aragtirmaktadir.
Giiniimiizde nitrat indirgenmesini tespit eden strip testler bulunmaktadir (Winn
2006).

P-nitrobenzoik asit (PNB) testi

MTBC’nin tanisinda 37 °C’de PNB’li besiyerinde iireme 6zelligi
kullanilmaktadir. PNB, MTBC’nin tiremesi selektif olarak inhibe etmektedir (UTTR
2014).

A.3. HPLC

Mikobakteri  kiiltiir izolatlarinin  identifikasyonunda mikolik asitlerin
ekstraksiyon ve ayristirilmasini temel alan kimyasal bir yontemdir. Ekipman
gereksinimi ve uygulamadaki zorluklar nedeniyle TB laboratuvarlarinda rutin

kullanim alani bulamamigtir (UTTR 2014).
B. Genotipik yontemler
B.1. PCR restriksiyon enzim analizi (PRA)

Kati veya sivi kiiltiirde iireyen mikobakterilerin kisa zamanda tiir diizeyinde
tanimlanmasini saglamak amaciyla gesitli molekiiler tani sistemleri gelistirilmistir.
Kiiltiirden elde edilen izolatlarin hsp65 geninin 441 bp’lik bri pargasinin PCR ile
amplifikasyonundan sonra amplifiye olan iiriinlerin BStEIl ve Haelll restriksiyon
enzimleri ile kesimi temeline dayanmaktadir. Kesim reaksiyon iiriinleri agaroz jel
elektroforez yontemi ile incelenmektedir. Elde edilen restriksiyon paternleri fragman

biyiikliigii algoritmasi ile kargilastirilarak mikobakteri tipine karar verilmektedir.
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Test giin ig¢inde tamamlanabilmekte ve maliyeti uygundur. Ekipman, donanim ve

deneyimli personel gerektirmektedir (UTTR 2014)

B.2. Ters hibridizasyon testleri

Ters hibridizasyon testleri “Line Probe Assay (LPA)’ hizli,pratik,
degerlendirilmesi kolay olmakla birlikte ekipman gerektiren yiiksek maliyetli
testlerdir. Kiiltiir izolatlarindan amplifiye edilen biyotinle isaretlenmis PCR
tirtinlerinin, nitroselliiloz seritler iizerine baglanmig 6zgiin DNA problari ile hibridize

edilmesi prensibine dayanmaktadir.

B.3. Immiinokromotografik yéntemler

Kati ve sivi kiiltiirdeki izolatlardan hepsi ile ¢alisilabilmekte ve dakikalar
ierisinde sonug vermektedir. Basit, hizli, uygulamasi kolay, ekipman gereksinimi
olmayan, maliyeti diisiik testlerdir. MTBC’ye ozgii hiicre duvari antijenlerinin

(MPT-64) tespit edilmesi prensibine dayali bir yéntemdir.

3.1 Ilag direncinin belirlenmesi

Tiiberkiilozda etkin tedaviye erken baslanabilmesi i¢in ilag direnci hizli ve
dogru olarak tanmimlanmalidir. ilag direncinin belirlenmesi hastaligin siiresini

kisaltabilir, kiir oranini arttirabilir ve ilag direncinin yayilimini azaltabilmektedir.

TB ile miicadelede hastalarin erken belirlenmesi ve etkin tedavi yontemleri
ile bulag zincirinin &niine gecilmelidir. Spesifik tedavinin etkinligi ilag duyarlilik
testleri goz Oniine alinarak arttirilabilmektedir. TB’da direng tedavi goren hastalarda
direngli mutant basillerin segilmesi yolu ile ortaya ¢ikarak sekonder direng, dogrudan
direngli suslar ile bulasi olan ve daha dnceden tedavi almamis hastalarda da primer
diren¢ olarak ortaya c¢ikmaktadir. Epidemiyolojik duruma ve {ilkelere gore

degiskenlik fostermekle birlikte sekonder direng orani, primer diren¢ oranina gore
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daha yiiksektir. Primer diren¢ oraninin yiiksek olmasi TB kontrol programinin

basarisizhginin gostergesidir. (UTTR 2014)

Etkinligi fazla olan antimikobakteriyel ilaglardan izoniazid ve rifampisine
direngli basillerin sebep oldugu Tb vakalari ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz olarak ifade
edilmektedir. Yaygin ilag direngli tiiberkiiloz ise rifampisin ve izoniazid direncine ek
olarak bir kinolona ve bir de ikinci grup enjeksiyonla verilen ilaca

(kapreomisin,kanamisin,amikasin) direngli olmasidir.

MTBC ilag direnci rastgele ve diisiik siklikta kendiliginden gelisen
mutasyonlarin bir sonucudur. Bu nedenle hastaligi olusturan mikobakterilerin

igerisinde diisiik oranda direngli mutantlar bulunabilmektedir.

Kiiltiir temelli ilag duyarlilik testleri, hastaliza neden olan mikobakterilerin
icerisinde direngli olanlarin belli bir oranin iizerinde oldugunda ilacin etkin tedavi
saglayamayacagi mantigina dayanmaktadir. Giintimiizde yaygin olarak kullanilan ve
kiiltiir temelli bir ydntem olan proporsiyon yénteminin amaci bir ilacin kritik
konsantrasyonuna direngli olan bakterinin kritik proporsivon olan %I ’in iizerinde
olup olmadigmt belirlemektir. Sivi besiyeri kiiltiir temelli otomatize ticari
yontemlerde de benzer sekilde proporsiyon yontemi mantigina dayandirilmistir.
Daha farkli bir prensiple galisan molekiiler yontemlerde ise direng ile iliskili gen

mutasyonlarini belirlemek amaglanmustir.

Kiiltur prensibine dayali yéntemlerde antibiyotikli besiyerlerinde test icin
bulundurulmasi gereken konsantrasyonlari kritik konsantrasyon kullanilan yoteme,
kullanilan besiyerine ve test edilen antibiyotige gore farklilk gdstermektedir.
Onerilen  kritik konsantrasyonlarin  kullanilmamasi  yanlis sonuglara neden

olmaktadir.

ilag duyarhlik testleri (IDT) ler direkt ya da indirekt olarak yapilabilmektedir.
Direk IDT yayma pozitif Grnekten dogrudan yapilmakla birlikte kontaminasyon

ihtimali yiiksek, basar1 orani diisiik bir testtir. Indirekt IDT ise iireme gerceklesmis
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kiiltiirden yapilmaktadir. Bu nedenle basari orani yiiksek olmakla birlikte zaman alici
bir testtir. Molekiiler ydntemlerde ise yayma pozitif drneklerle ve kiiltiirde iireme

gergeklesmis Srnekler ile calisilabilmektedir.

Mikobakterilerin duyarhlik testi igin CLSI her hastadan izole edilen ilk
M.tuberculosis susunun primer antitiiberkiiloz ilaglara (rifampisin, izoniyazid,
etambutol, pirazinamid, streptomisin) karst duyarliligin test edilerek belirlenmesi
gerektigini bildirmektedir. Ug ayhk tedavi sonrasinda kiiltiir negatifliginin elde

edilemedigi vakalarda duyarlilik testi tekrarlanmalidir (CLSI 2008).

MTBC antitiiberkiiloz ilaglara kargi duyarliligini belirlemede en yaygin
olarak kiiltiir temelli yontemler ve dirence neden olan mutasyonu belirlemeye

yonelik molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

3. GEREC VE YONTEM

Galismamizda TB siipheli hastalardan alinan &rnekler, mikobakteriyolojik
inceleme amaciyla Namik Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina génderilmistir. Calismaya toplam 100
hasta &rnegi dahil edildi. Laboratuvara gonderilen klinik &rneklere rutin islemler
uygulandiktan sonra iki farkli boyama ydntemi ile galigilmis ve Kkiiltiir ydntemi altin

standart kabul edildi.

Caligilmak tizere burgu kapakli, konik tabanli, steril ve sizdirmaz kaplarin
icerisinde yeterli miktarlarda gonderilen 6rnekler laboratuvarimiz tarafindan kabul
edilmistir. Ornek kaplarinin iizerinde hastanin adi, protokol numarasi ve tarih yazili
olmalidir. Alinan ilk 6rnekler en kisa zamanda laboratuvara ulastirilmis olmali ve

antimikobakteriyel tedaviye baslanmadan 6nce alinmis olmasi gerekmektedir.

Steril viicut Ornekleri (BOS, plevra, periton ve biyopsi materyali gibi)
dekontaminasyon islemine tabi tutulmadan; steril olmayan (BAL, MAS, balgam ve

apse materyalleri) ya da steril kosullarda alinamayan orneklere ise bakteri
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konsantrasyonunu arttirmak i¢in dekontaminasyon/homojenizasyon islemleri

uygulandi.

3.1. Dekontaminasyon/homojenizasyon/konsantrasyon islemleri

Klinik 6rneklerin homojenizasyon ve dekontaminasyonu i¢in NALC-NaOH

yontemi tercih edildi ve hazir ticari kit olarak uygulandu.
N-Asetil-L-Sistein(NALC)+Sodyum hidroksit(NaOH) yéntemi;
NALC: mukolitik

NaOH: dekontaminan

Sodyum sitrat: drnekte bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC’in

inaktive olmasini engellemek amaciyla kullanildi.

1. Laboratuvara gelen klinik érnekler 50ml’lik polipropilen, dibi konik, burgu
kapakli falcon tiiplere aktarildi. Klinik 6rnegin miktari kadar NALC-NaOH
soliisyonu ilave edildi.

2. Klinik 6rnek ve NALC-NaOH karigimini igeren tiipler 30 sn’lik siireyi
gegmeyecek sekilde vortekslendi. Tiipler oda sicakhginda ara sira el ile
calkalanarak 10-15 dk bekletildi.

3. Falcon tiipiindeki klinik ornegin iizerine 50ml ¢izgisine kadar nétralizasyon
amaci ile 0.067 M fosfat tamponu eklendi. Kalan fosfat tamponu diger
asamalar igin bekletildi.

4. Tiipler 10-15dk 3000 xg hizda santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonrasi siipernatant dezenfektan igeren bir kaba bosaltildi.

6. Kalan fosfat tamponu sedimente 1-2 ml kadar ilave edildi ve vorteks ile
karigtirilarak tekrar siispansiyon geline getirildi.

7. Tiipler 10-15 dk 3000 xg hizda santrifijj edildi.

8. Ustte kalan siipernatant dezenfektan igeren bir kaba bosaltildi.

9. Sediment vorteks ile karistirilarak siispansiyon geline getirildi. Bu

siispansiyon lam iizerine oval sekilde yayilarak direkt mikroskobi igin



37

preperat hazirland ve kiiltiir ydntemi igin besiyerine ekim yapmak amaciyla
kullanldi.
10. Islem tamamlandiktan sonra tiipler ticari kit igindeki dezenfaktan ¢ozeltisi ile

muamele edilip atild:.

Plevral, peritoneal, BOS,perikardial,sinovial sivilar steril oldugu diisiiniilen bu
orneklere normal kosullarda dekontaminasyon islemi uygulanmadigidan
santrifiij edilerek besiyerine ekim yapildi. Ornek alimi ve klinik Ornegin taginma
islemleri sirasinda asepsi ve antisepsi kurallarina uyulmadigi farkedilen érneklere

de dekontaminasyon islemi uygulandi.

3.2. Direkt mikroskobik inceleme

Calismamizda hazirlanan yayma preperatlar biyolojik giivenlik kabininde
havada kurumaya birakildiktan sonra hazir EZN boya kiti (DAGT ZR 2A) ile
otomatik boyama cihazi (AFB MULTI STAINER, AT-3001) kullanilarak boyand: ve

mikroskobik inceleme yapildi.
3.2.1. Erlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemi
Hazir EZN boya setinin igeriginde;

e karbol fuksin ¢dzeltisi 1x500 ml
e Asit/alkol karigimi 2x500 ml

e Metilen mavisi ¢ozeltisi 1x500 ml
bulunmaktadir.

Boyanan preperatlarin tizerine immersiyon yagi damlatilarak 1000X biiyiitme ile
1tk mikroskobunda  (Olympus BX43) inceleme vyapildi. Aside direngli
bakteriler(ARB) pembe-kirmizi renkte diger mikroorganizmalar ise mavi renkte
boyandilar. Pempe-kirnizi renk boyanan basillerin goriildiigii 6rnek icin sonug
ARB(+) olarak rapor edildi. En az 300 alan taranipta basillerin ggriilmemesi
durumunda ise sonu¢ ARB(-) olarak rapor edildi. EZN boyama ydntemi ile sonug

bildirimi Tablo 2.9.1."¢ gére yapildi.
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3.2.2. Auramin/Rhodamine/KmnO4 floresan boyama yontemi

Bizim galismamizda ticari auramine/rhodamine kiti (Dagatron, DAGT FR
2A, Auramin-Rhodamine) ile otomatik boyama cihazi (AFB MULTI STAINER, AT-
3001) kullanildi. Kit igeriginde bulunanlar;

e Auramine-O

e Rhodamine-B
¢ Fenol, gliserin
e Ethanol

e KMNO4

Kurumaya birakilan preparatlar 40X objektif ile floresan mikroskopta
(Olympus U-RFL-T) incelendi. Mikobakteriler koyu bir zeminde sari-turuncu
parlak, kivrik i¢i tanecikli floresan veren bakteriler olarak gériildii.Parlak sari-
turuncu goriilen drnekler pozitif sonug olarak rapor edildi. Floresan vermeyen
drnekler negatif sonug olarak rapor edildi. Floresan boyama yontemi ile sonug
bildirimi Tablo 2.9.2’ye gére yapildi. Sonuglar EZN boyama yénteminin verileri

ile karsilastirildi.
3.3. Lowenstein- Jensen kati kiiltiir yontemi

Homojenizasyon/dekontaminasyon/konsantrasyon islemleri sonrasinda elde
edilen karigimdan 0.5 ml alinarak LJ (BD BBL™) besiyerine ekim yapildi. Ekimi
yapilan besiyerleri kapagi kapali ve yatik bir sekilde bir gece 37 °C” de bekletildikten
sonra ertesi giin kapagi biraz gevseterek bir giin boyunca dik olarak bekletildi.
Bekletilme islemi tamamlandiktan sonra kapak sikica kapatilarak sekiz hafta siire ile

besiyerleri haftada bir kez kontrol edilerek tiremenin olup olmadigi incelendi.



3.4. Istatistiksel analiz

39

Calismamizdan elde edilen sonuglar bilimsel aragtirma yontemleri ile

degerlendirilerek duyarhlik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger,

yanhs pozitiflik orani, yanls negatiflik orani ve dogruluk orani analizleri yapildi

(Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Elde edilen verilerin analizleri

Altin standart Altm standart
Tarama testi tani testi tani testi Toplam
pozitif negatif
Pozitif A B A+B
Negatif C D C+D
Toplam A+C B+D A+B+C+D

Duyarhhk (Sensitivite): Bir testin uygulandig populasyonda gergekten hasta
olan bireyleri belirleyebilme yetenegidir. A/(A+C)

»  Ozgiilliik (Spesifite): Testin uygulandigi populasyonda incelenen hastalik
bakimindan saglam bireyleri belirleyebilme yetenegidir. D/(B+D)

* Pozitif prediktif deger (Gergek pozitiflik): Testin uygulandigi
populasyonda pozitif sonucu olan bireylerin gergekte hasta olma olasilhigidir.

A/(A+B)

* Negatif prediktif deger (Gergek negatiflik): Testin uygulandigi
populasyonda negatif sonucu olan bireylerin gergekte hasta olma olasiligidir.

D/(D+C)
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* Yanls pozitiflik orani: Testin gergek saglam bireyler arasindan hatali olarak

hasta dedigi olgulardir. 1-[D/(B+D)]

" Yanhs negatiflik oram: Testin ger¢ek hastalar arasindan hatali olarak

saglam dedigi olgulardir. 1-[A/(A+C)]

* Dogruluk: Gergekte testin hasta ve saglam olarak toplam dogru tani oranina

denir. (A+D)(A+B+C+D)

4. BULGULAR

Calismamiza Namik Kemal Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvarina génderilen tiiberkiiloz siipheli hasta &rneklerinden
1001 dahil edildi. Calismaya dahil edilen kilinik rneklerden kiiltiir sonucu pozitif
olan 50 hasta 6rnegi ve kiiltiir sonucu negatif olan 50 hasta 6rnegi EZN boyama ve
AR boyama yontemleri ile kargilastirmali olarak degerlendirildi. LJ besiyerinde
tiretilen drneklerin morfolojik yapilarinin diizgiin veya bazen diizensiz kenarli, krem
rengi ve kii¢lik koloni olusturdugu gozlemlendi (Sekil 4). EZN boyama yontemiyle
ARB (+) preparatlar mavi zeminde kirmizi/pembe renk basiller olarak gériildii (Sekil
4.1). AR boyama yontemiyle floresan mikroskopta ARB (+) preparatlar koyu

zeminde parlak sari floresans veren basiller olarak goriildii (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. EZN boyama yontemiyle boyanan ARB (+) 151k mikroskobunda preparat
goriintiisii
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Sekil 4.2. AR boyama y6ntemiyle boyanan ARB (+) FM preparat goriintiisii

Kiiltiirinde aside direngli basil tireyen rneklerin 44°ii (%88) balgam, 3’ii
(%6) bronkoalveolar lavaj, 2’si (%4) mide aglik sivisi(MAS) ve 1°i (%2) plevra
olmak tizere 50 hasta drnegi degerlendirildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kiiltiir pozitif klinik rneklerin dagilimi

Kiiltiir (+) klinik érnek tipleri Ornek sayis1 (n)
Balgam 44 (%88)
Bronkoalveolar lavaj 3 (%6)

Mide aglik sivisi 2 (%4)

Plevra 1 (%2)

Kiiltiiriinde aside direngli basil iiremeyen hasta Grneklerinin 34’ (%68)
balgam, 9’u (%18) bronkoalveolar lavaj, 2’si (%4) idrar, 3’1 (%6) MAS, 1’i (%2)
beyin omurilik sivisi(BOS) ve 1°1 (%2) yara olmak iizere 50 hasta Ornegi

degerlendirildi (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Kiiltiir negatif klinik rneklerin dagilimi

Kiiltiir (-) klinik 6rnek tipleri Ornek sayisi (n)
Balgam 34 (%68)
Bronkoalveolar lavaj 9 (%18)

Mide aglik sivisi 3 (%6)

Idrar 2 (%4)

Beyin omurilik sivisi 1 (%2)

Yara 1 (%2)

Calismamizda kiiltiir sonucu pozitif klinik érneklerin EZN boyama ve AR
boyama yéntemleri ile karsilastirmali mikroskopik degerlendirilmesinde 39 (%78)
ornek EZN boyama ydntemi ile ARB pozitif, 46 (%92) drnek AR boyama yontemi
ile ARB pozitif olarak bulundu. EZN boyama yontemi ile ARB pozitif olarak
degerlendirilen 39 &rnedin 37°si balgam, 1°i bronkoalveolar lavaj, 1I’i mide aghk
stvistydl. AR boyama yontemi ile ARB pozitif olarak degerlendirilen 46 drnegin
42’si balgam, 2’si bronkoalveolar lavaj, 1’i mide aglik sivisi ve 1°i plevrayd: (Tablo

4.5).

Kiiltiir sonucu negatif klinik &rneklerin - mikroskopik degerlendirilmesinde
EZN boyama ydntemi ile 2’si balgam,1’i BAL olmak iizere 3 6rnek ARB(+) olarak
degerlendirildi. AR boyama ydntemi ile 5’i balgam, 2°si BAL, 1°i MAS olmak {izere
8 ornek ARB(+) olarak degerlendirildi (Tablo 4.6). Degerlendirilen bu érneklerden
2’si balgam ve 1'i BAL olmak iizere hem EZN boyama ydntemiyle hem de AR

boyama ydntemiyle ortak pozitif olarak belirlendi.
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Tablo 4.5. Kiiltiir (+) izolatlarin EZN boyama ve AR boyama yoéntemi ile ARB

sonuglari
Kiiltiir (+) klinik 6rnekler EZN AR

Pozitif Negatif | Pozitif Negatif
Balgam 37 7142 2
Bronkoalveolar lavaj 1 212 1
Mide achk sivisi 1 111 1
Plevra - 111 -
Toplam 39 11 | 46 4

Tablo 4.6. Kiiltiir (-) izolatlarn EZN boyama ve AR boyama ydntemi ile ARB

sonuglari
Kiiltiir (-) klinik 6rnekler EZN AR

Pozitif Negatif | Pozitif Negatif
Balgam 2 3215 29
Bronkoalveolar lavaj 1 812 7
Mide achk sivisi - 311 2
Idrar - 2| - 2
Beyin Omurilik Sivisi - 1]- 1
Yara - 1]- 1
Toplam 3 47 | 8 42

Calismamizda 50 kiiltiir pozitif érnegin EZN boyama yontemiyle 39’unda

(%78), kiiltiir negatif 50 drnegin ise 3’iinde (%6) ARB gériildii (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. EZN boyama yontemiyle kiiltiir sonuglarmin karsilastiriimasi

EZN boyama Kiiltiir Kiiltiir
yontemi pozitif negatif Toplam
Pozitif 39 3 42
Negatif 11 47 58
Toplam 50 50 100
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Kiiltir pozitif 50 rnegin AR boyama yontemiyle 46’sinda (%92), kiiltiir
negatif 50 6rnegin ise 8’inde (%16) ARB gériildii (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Auramine O/Rhodamine B boyama ydntemiyle kiiltiir sonuglarinin

karsilastirilmasi
Auramine Kiiltiir Kiiltiir
O/Rhodamine B pozitif negatif Toplam
boyama yontemi
Pozitif 46 8 54
Negatif 4 42 46
Toplam 50 50 100

Kiiltir altin standart kabul edilerek EZN boyama ve AR boyama
yontemlerinin sonuglari kargilagtirmal olarak degerlendirilerek duyarhlik, dzgiilliik,
pozitif prediktif degerleri ve negatif prediktif degerleri ve testin gecerliligi
(dogruluk) hesaplandi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. EZN ve Auramin O/Rhodamine B ydntemlerinin duyarlilik, ozgiilliik,
pozitif ve negatif prediktif degerleri ve testin gegerliligi (dogruluk)

EZN AR
Duyarlilik %78 %92
Ozgiilliik %94 %84
Pozitif prediktif deger %92,86 %85.19
Negatif prediktif deger %81,03 %91.3
Dogruluk %86 %88

AR ve EZN boyama yontemleriyle hazirlanan preperatlarin  boyanma

stireleriyle mikroskopta incelenme siireleri karsilastirildi. EZN ile boyanan 10
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preparat i¢in boyanma siiresi 18 dk olarak hesaplanirken AR ile boyanan 10 preparat
i¢in gereken siire 9 dk olarak hesaplandi. EZN boyama ile hazirlanan bir preparat
151k mikroskobunda ortalama 5.4 dakikada incelenirken AR boyama ile hazirlanan

bir preparat FM ile ortalama 2.8 dakikada inelendi.

5. TARTISMA

Tiiberkiiloz, insanlik tarihinin en eski ve en bulasici hastaliklarindan biri
olmastyla birlikte insidansinda zaman icerisinde farkli dalgalanmalar gériilse de
glintimiizde bir halk saghgi sorunu olarak tiim diinyada 6nemini korumaktadir.
Inhalasyon yolu ile bulagan bir hastalik olmasi nedeniyle toplum saghgimi korumak
ve tliberkiiloz kontroliinii saglamak agisindan hastaligin erken tani ve tedavisi biiyiik

6nem tasimaktadir.

Akciger tiiberkiilozunun tanisinda kullanilan hizli ve ekonomik EZN boyama
yontemi konvansiyonel olarak rutin tanida kullanilmaktadir. Pulmoner ve
ekstrapulmoner tiiberkiilozun varlig klinik verilerle uyumlu olsa da histopatolojik ve
radyolojik incelemelerin diginda, kesin tani igin direkt mikroskopik incelemede tespit
edilmesi ve kiiltiirde etkenin iiretilerek dogrulanmasi gerekmektedir. Bu nedenle
aside direngli basil tanisinda altin standart kiiltiir yontemi olarak kabul edilmektedir

(Moore 1998) (Cheng 2005) (Alp 2011)

Molekiiler yontemler tiiberkiiloz tanisinda hizli ve etken tanimlama araliginin
genig olmasi nedeniyle tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanim alan
bulmustur. Etkenin saptanarak iiretilen bakteri tiiriiniin tiplendirilmesi ve
antimikobakteriyel ilaglara direncin belirlenmesinde PZR ydntemi kullanilabilir.
Ancak PZR kullanimi deneyimli personel, laboratuvar alt yapisi, yiiksek maliyet ve
ekipman gereksinimi, yalanci pozitiflik ve negatiflik gdsterebilmesi ve sonuclarin
yorumlanmasinin uzman Kkisiler tarafindan yapilmasi gerekliligi nedeniyle rutin
tanida tercih edilmemektedir. Tiiberkiiloz tanisinda en sik kullanilan rutin yontemler

EZN boyama ile direkt mikroskobik inceleme ve kiiltiirdiir.
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Direkt mikroskopik inceleme hizli, ucuz ve basit bir ysntem olmasi nedeniyle
tan1 koymada ve tedavi siirecinde olan hastalarin takibinde kullanilmaktadir.
Yontemin duyarliligr igerdigi bakteri miktarina, Srnegin tiiriine, uygulanan teknige ve
sonuglari degerlendiren uzmanin deneyimine bagli olarak %20-85 arasinda farklilik
gostermesine karsin 6zgiilliigi yiiksektir. Mikroskopik incelemede ARB pozitifligini
belirleyebilmek igin yayma preparat Orneginin mililitresinde 5000-10000 basil

goriilmesi gerekmektedir.

Mikobakteriler, hiicre duvari etrafinda bulunan yogun lipid tabakasinin
kazandirdig: hidrofobik 6zellikleri nedeniyle suda ¢6ziinen boyalar ile boyanmazlar.
Bu nedenle mikobakteriler karbol fuksin boyama yontemleriyle boyanmaktadir.
Boya igerisine fenol konularak lipid tabakasi yumusatilir ve mikobakteriler hiicre
igine aldiklar1 boyayr birakmazlar. Bu preparatlar 151k mikroskobunda incelenerek

ARB tespiti yapilmaktadir. (UTTR 2014)

Rutin tan1 amagh en ¢ok karbol fuksin boyama yontemleri kullanilmakla
birlikte duyarlihgi daha fazla olan ve hazirlanan preparatlarin birim zamanda daha
hizlt taranmasini saglayan flourokrom boyama yéntemleri (auramine O, auramine
rhodamine B) de giiniimiizde tercih edilmektedir. Flourokrom boyama yontemi ile
hazirlanan preparatlar floresan mikroskobunda incelenmektedir. Bu yontem ile daha
kiigiik objektifte daha genis alan taramasi yapmak miimkiindiir. Preparati taramak
i¢in gereken siire yaklasik olarak onda bire diismektedir. Bu nedenle 6zellikle islenen
ornek sayisinin fazla oldugu ve zaman problemi olan laboratuvarlarda flourokrom

boyama yontemi tercih edilmektedir. (UTTR 201 4)

Son yillarda EZN boyama yénteminin yaninda AR boyamayla birlikte
floresan mikroskop ydntemiyle de balgam drnekleri incelenmektedir. AR boyamayla
FM  kullanimi EZN yéntemi ile karsilastirmali olarak degerlendirildiginde
duyarliliginin daha yiiksek ve birim zaman agisindan daha kisa siirede tarama
yapilabildigi Dbildirilmektedir. TB vakalarinin siklikla az gelismis lilkelerde
goriildiigii g6z 6niinde bulunduruldugunda FM icin karanlik oda ve lamba 15181 gibi

maliyetli ekipman gereksinimi dezavantaj olarak gériilebilir.
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Rutin tanida kullanilan EZN boyama yonteminin &zgiilliigiiniin  yiiksek
olmasina karsin duyarliliginin diisiik olmas1 AR boyamayla birlikte FM kullaniminin
EZN boyama yéntemine yakin 6zgiilliigii ve preparat taramada yiiksek duyarliliginin

olmasi avantaj olarak kabul edilmektedir.

Tiiberkiiloz ~ vakalarinin  zaman gegirilmeden tanimlanmasima yonelik
konvansiyonel yéntemlerle karsilastirilmali aragtirmalar  yapilmakta ve bu
yontemlerin etkinlikleri gésterilerek en kisa siirede en dogru sonucu verebilecek
testin belirlenmesi i¢in calisiimaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan bazi

¢aligmalarda elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

Oguz ve dig, 2011°de yaptiklari ¢alismada 1013 balgam orneginden 101
(%9,97)’inin kiiltiirde iireme gosterdigini belirtmislerdir. Kiiltiir pozitif 60 (%5,92)
ornegi EZN boyama yontemiyle, kiiltiir pozitif 53 (%5,24) balgam Ornegi ticari
Auramine/Acridine Orange boyama kitiyle, kiiltiir pozitif 81 (%7,99) balgam &rnegi
Auramine-Rhodamine/KMnO4 boyama yéntemiyle de pozitif bulduklarini ifade
etmiglerdir. Kiiltiir pozitifligi belirlenen 41 (%4,05) balgam &6rnegini EZN boyama
yontemiyle, kiiltiir pozitif 48 (4,74) balgam &rnegini Auramine/Acridine Orange
boyama kitiyle, kiiltiir pozitif 20 (%1,97) balgam Ornegini  Auramine-
Rhodamine/KMnO4 boyama yontemiyle negatif bulduklarini ifade etmislerdir.
Kiiltiir negatif 15(%1.48) balgam 6rnegini EZN boyama yéntemiyle, kiiltiir negatif
61 (%6,02) balgam Ornegini Auramine/Acridine Orange boyama kitiyle, kiiltiir
negatif 147 (%14,52) balgam Ornegini Auramine-Rhodamine/KMnO4 boyama
yéntemiyle pozitif bulduklarint belirtmislerdir. Kiiltiir negatif 897 (%88,5) balgam
ornegini EZN boyama yontemiyle, kiiltir negatif 851 (%84) balgam 6rnegini
Auramine/Acridine Orange boyama kitiyle, kiiltiir negatif 765 (%75,52) balgam
ornegini Auramine-Rhodamine/KMnO4 boyama ydntemiyle de negatif bulmuslardir.
Kiiltiir pozitif 101 (%9,97) balgam &rneginden 43 (%42,57)iiniin her ii¢ boyama
yontemiyle de pozitif, 7 (%6,93)’sinin Auramine/Acridine Orange boyama kiti ve
Auramine-Rhodamine/KMnO4 boyama yéntemiyle pozitif, 15 (%14,85)’inin EZN
boyama ve Auramine-Rhodamine/KMnO4 boyama yo6ntemiyle de pozitif
bulundugunu ifade etmislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda kiiltiir altin standart kabul

edilerek EZN boyama yontemi igin duyarlilk, &zgiilliik, pozitif prediktif deger,
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negatif prediktif deger sirasiyla %59.4 %98,3 %80 ve %95,6 olarak belirlemislerdir.
Auramine/Acridine Orange boyama Kiti icin duyarlilik, 6zgiillik, pozitif prediktif
deger, negatif prediktif deger sirasiyla %524 %94.6 %42,7 ve %94,6 olarak
bildirmislerdir. Auramine-Rhodamine/KMnO4 boyama yontemi igin duyarlilik,
ozgilliik, pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger sirasiyla %80,1 %83,8
%35,5 ve %97.4 olarak belirlediklerini ifade etmislerdir.

Demirol 2010°da yaptigi calismada 291 balgam ormegini EZN boyama
yéntemi ve Auramine/Rhodamine boyama ySntemiyle kargilastirdigini belirtmis ve
Bact/Alert 3D sivi besiyeri kiiltiir sistemi, LJ kati besiyeri kiiltiir yonteminin her
ikisini de referans test olarak aldigini ifade etmigtir. 291 balgam 6rneginden 18
(%6,1)’ini  Auramine/Rhodamine  yontemiyle, 13 (%4,9)’tinti  EZN boyama
yéntemiyle ve 19(%6,5)’unu kiiltiir yontemiyle pozitif olarak belirlemistir. Her iki
kiiltiir ydntemi referans alindiginda EZN boyama yontemi igin duyarhlik, 6zgiilliik,
pozitif prediktif deger ve negatif prediktif deger sirastyla %68.4 %99.6 %92.8 ve
%97,7 olarak bildirmigtir. Auramine/Rhodamine boyama yontemi i¢in duyarlilik,
ozgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif deger sirasiyla %94,7 %98
%78,2 ve %99,6 olarak belirledigini ifade etmistir.

Alagehir ve dig. 2016 yilinda yaptiklari calisgmada 62.456 Ornegi
degerlendirmislerdir. Kiiltiir pozitif ve EZN pozitif 2497 (%4) ornek, kiiltiir pozitif
ve EZN negatif 5114 (%8,2) drnek, kiiltiir negatif ve EZN pozitif 356 (%0,6) drnek,
kiiltiir negatif ve EZN negatif 54.489 (%87,2) 6rnek belirlediklerini ifade etmislerdir.
Bu calismanin sonuglaria gére kiiltiir referans yontem olarak alimdiginda EZN
boyama y&ntemi igin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif
deger sirasiyla %32,8 %99,4 58,75 ve %91,4 olarak belirlemislerdir.

Can’in 2013 yilinda yaptigi bir tez ¢alismasinda EZN boyama ydnteminin
ozgiilligiini (%99.85) Auramine O boyama ydnteminin &zgiilliigiine (%96.3) gére
daha yiiksek bulmustur. Auramine O boyama yonteminin duyarlihgmi (%64.7) ise

EZN boyama y6nteminin duyarliligina (%49.02) gére daha yiiksek bulmustur.

Tarhan ve dig. 2003’te yaptiklari bir galismada 311 balgam &rneginin
103(%33)’tinde kiiltiir pozitifligi belirlemislerdir. EZN boyama yontemiyle kiiltiir
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pozitif 103(%33) 6rnegin 89(%86.,4)’unda, kiiltiir negatif 208 (%66,88) drnegin 8§
(“3,8)’inde ARB goriildiigiinii ifade etmislerdir. Kiiltiir pozitif 14 (%13,6) 6rnegi
EZN boyama yéntemiyle, 200 (%96,2) Grnegi ise hem EZN boyama yontemiyle hem
de kiiltiir yontemiyle ARB negatif olarak belirlemislerdir. Auramin/Rhodamine
boyama yontemiyle kiiltiir pozitif orneklerin 77 (%74,8)’sinde, kiiltiir negatif
orneklerin ise 24 (%11,5)’tinde ARB varhigini saptamislardir. Kiiltiir pozitif 26
(%25,2) 6rnegi Auramine/Rhodamine boyama yontemiyle, 184 (%88,5) trnegi ise
hem kiiltiir hem de Auramine/Rhodamine boyama yontemiyle ARB negatif olarak
belirlemiglerdir. Bu sonuglara gére kiiltiirii referans yontem Kkabul edilerek EZN
boyama igin duyarlilik ve ozgiillik sirasiyla %86.4 %96.2 olarak bildirmiglerdir.
Auramine/Rhodamine boyama yontemi i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik sirastyla %74,8
%088,5 olarak bildirmislerdir.

Verweij ve dig. 2010°da Zambia’da yaptiklari bir galismaya 100 hastadan 271
balgam 6rnegi almiglardir. 30 balgam 6rneginde kiiltiir pozitifligi belirlemislerdir. 30
balgam &rneginin 17 (%56,7)’sini  M.tuberculosis kompleks, 11 (%36,7) ini
tiiberkiiloz dig1 basil(NTM) olarak tanimlamislardir. Kiiltiir pozitif NTM olarak
degerlendirilen 11 hastadan 3’tinii Auramine O boyama yontemiyle, 1’ini hem
Auramin-O hem EZN boyama yéntemiyle pozitif olarak belirlemislerdir. Yapilan bu
calismada MGIT Kkiiltiir sistemini referans test olarak kabul etmisler ve sonuglari
degerlendirdiklerinde Auramin-O igin duyarliligi %57,1 EZN boyama yéntemi igin
ise duyarlilig1 %28,6 olarak bildirmislerdir.

Bhadade ve dig. 2015°te Hindistan’da yaptiklar1 bir ¢alismada 800 balgam
orneginin  130’unu LED floresan mikroskop yontemiyle 33’iinii EZN boyama
yOntemiyle, 77°sini Lewenstein-Jensen Kkiiltiir yontemiyle ARB pozitif olarak
belirlemislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda Kkiiltiir referans test olarak kabul
edildiginde LED floresan mikroskopinin duyarlihigint (%67,53) EZN boyama
yonteminin duyarlilifina (%40,26) gore daha yiiksek bulduklarini belirlemislerdir.
Ancak EZN yonteminin 6zgiilliigiinii (%99,71) LED floresan mikroskopi yonteminin

ozgiilliigtine (%88,71) gére daha iistiin bulduklarini ifade etmislerdir.

Goyal ve dig. 2013’te yaptiklar1 bir ¢alismada floresan boyama ydnteminin

EZN boyama ydntemine gére daha duyarl oldugunu belirtmislerdir. Calismaya 388
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balgam 6rnegi dahil etmislerdir. Floresan boyama yontemiyle toplam 57 balgam
ornegini ARB pozitif olarak belirlemislerdir. EZN boyama yontemiyle toplam 29
balgam &rnegini ARB pozitif olarak tanimlamiglardir. 28 balgam &rnegini EZN
boyama ydntemiyle ARB negatif, floresan boyama yontemiyle ise ARB pozitif
olarak belirlemislerdir. 331 balgam ornegini hem EZN boyama yontemiyle hem
floresan boyama yontemiyle ARB negatif olarak bildirmislerdir. 29 balgam &rnegini
hem EZN boyama y&ntemiyle hem floresan boyama yontemiyle ARB pozitif olarak

belirlemislerdir.

Tedjo ve dig. 2011°de Endonezya’da yaptiklari bir calismaya 30 hasta 6rnegi
dahil etmislerdir. Kiiltiir pozitif 22 6rnegin, EZN boyama yontemiyle 20°(%67)sini
ve auramine boyama ydntemiyle 23 (%77)’ini  ARB pozitif  olarak
degerlendirmislerdir. ~ Kiiltiir negatif 8 ornegin - 10(%33)’nunu EZN boyama
yontemiyle, 7(%23)’sini auramine boyama yontemiyle ARB negatif oldugunu
belirtmislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda EZN boyama igin duyarlih@i ve 6zgiilltigii
sirastyla %91 ve %100, Auramine boyama yéntemi igin duyarlihgr ve ozgiilliigii

sirastyla %100 ve %88 olarak belirlediklerini ifade etmislerdir.

Marais ve dig. 2008 yilinda Hollanda’da yaptiklari bir ¢calismada MGIT ve LJ
kiiltiir sistemlerini referans test olarak kabul etmislerdir. LED floresan mikroskop,
EZN boyama y6ntemi ve civali floresan mikroskop yontemini karsilastirmislardir.
EZN boyama yontemi, LED floresan mikroskop ve civali floresan mikroskop
yontemlerinin - duyarhliklarini ~ sirastyla %61,1 %84,7 ve %73,6 olarak
bildirmiglerdir. EZN boyama yntemi, LED floresan mikroskop ve civali floresan
mikroskop y&ntemlerinin 6zgiilliiklerini sirasiyla %98,9 %98.9 ve %99.8 olarak
bulmuslardir. Yaymasi yapilan preperatlarin inceleme siiresini her bir yayma igin
EZN ile 3.6 dakika ve LED floresan mikroskop ile 1.4 dakika olarak hesaplamuslar
ve floresan mikroskop yonteminin %61 daha fazla zaman kazandirdigini

belirlemislerdir.

Laifangbam ve dig. 2009°da yaptiklar1 ¢alismaya klinik tanili tiiberkiilozu
olan 102 hasta &rnegi dahil etmislerdir. EZN boyama ydntemi, auramin-O boyama
yontemi ve kiiltlir yontemi ile sirasiyla 45, 73 ve 72 &rnegi ARB pozitif olarak

degerlendirmiglerdir. EZN yayma pozitifligi orani ve auramine-O yayma pozitifligi
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oranint sirasiyla %44,51 (45/102) ve %71,6 (73/102) olarak belirlemislerdir. Her iki
boyama yontemi de kullanilarak kombine yayma pozitifligini %72,5 (74/102) olarak
bildirmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari dogrultusunda floresan mikroskopi ile kiiltiir
arasinda 97/102 (%95,51) uyum, 5/102 (%4,9) uyumsuzluk oldugunu ifade
etmislerdir. Kiiltiir pozitif 72 6rnekten 43’line EZN boyama yontemi ile tani
koymuslardir. EZN tarafindan yanlis negatif olarak degerlendirilen 29 6rnegi kiiltiir
ile dogrulamislardir. 71/102 (%69,6) 6rnek ile uyum, 31/102 (%30,4) ornek ile
uyumsuzluk oldugunu belirtmislerdir. Auramine-O boyama yonteminin yanlis

negatif orani %2,78 iken EZN yanlis negatif oranini %40,27 olarak bildirmislerdir.

Lehman ve dig. 2010°da Kamerun’da yaptiklar1 bir ¢aligmaya 300 balgam
6rnegi dahil etmislerdir. EZN boyama ydntemiyle ARB negatif olarak tanimladiklar
17 6rnegi, floresan mikroskop yéntemi ile ARB pozitif olarak bulmuslardir. 100
(%33,3) balgam &rnegini floresan mikroskop ydntemiyle ARB pozitif, 83 (%27,7)
balgam Ornegini EZN boyama yontemiyle ARB negatif olarak bulmuslardir. Bu
sonuglar dogrultusunda floresan mikroskopinin duyarliligini, EZN boyama

yontemine gore daha yiiksek olarak degerlendirdiklerini ifade etmislerdir.

Holani ve dig. 2014’te yaptiklari ¢alismaya 50 balgam 6rnegi ve 50 tiikiiriik
ornegi olmak iizere toplam 100 8rnek dahil etmislerdir. 50 tiikiiriik 6rneginin EZN ile
boyandiginda %10 pozitiflik gosterdigini, AR boyama yontemiyle ise %76 pozitiflik
gosterdigini ifade etmislerdir. 50 tiikiirik 6rneginden AR boyama ybntemiyle
41(%82)’ini, EZN boyama yontemiyle ise 5 (%10)’ini ARB pozitif olarak
bulmusglardir. 50 balgam 6rneginin tamammi AR boyama ve EZN boyama
yontemiyle pozitif bulmuslardir. LJ kiiltlir ortaminda 50 balgam 6rneginin %88’inin
tireme gosterdigini, 50 tiikiirtik 6rneginin ise %60’ mm kiiltiirde ireme gosterdigini
ifade etmislerdir. Ki-kare testi kullanarak yapiltiklart istatistiksel analizde AR
boyama yonteminin duyarlihi@ i¢in degeri anlamli bulduklarint belirtmislerdir

(p<0.001).

Calismamizda 100 hasta Ornegdi igin kiiltiir altin standart kabul edilerek
yapilan degerlendirme sonucunda; EZN boyama yontemi i¢in duyarlilik, 6zgiilliik,
pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger sirasiyla %78, %94, %92.86 ve

%81.03 olarak belirlenmistir.
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Galismamizda kullanilan EZN boyama yénteminin duyarhligi Oguz ve dig.,
Marais ve dig.’nin belirledikleri degerlerden daha yiiksek, Tedjo ve dig.’nin
belirledikleri degerden daha diisiik bulunmustur. Tarhan ve dig., yaptiklari ¢alismada
EZN boyama yonteminin duyarliliginit %86.4 olarak belirlemisler ve bu sonug bizim
galismamiza en yakin deger olarak belirlenmigti. EZN boyama yonteminin
dzgiilligiinii ise Demirol’un yaptig1 ¢alismada %99.8 olarak, Bhadade ve dig.’nin
yapti@1 calismada ise %99.71 olarak belirlenirken bizim ¢alismamizda %94 olarak

degerlendirilmistir.

Calismamizda 100 hasta 6rnegi igin kiiltiir altin standart kabul edilerek
yapilan degerlendirmede AR boyama yontemi ic¢in duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif
prediktif deger ve negatif prediktif deger sirasiyla %92, %84, %85.19 ve %91.3
olarak degerlendirilmistir. Caligmamizda belirlenen AR boyama ydnteminin
duyarlihgimmi Tarhan ve ark., Bhadade ve ark. sirasiyla %74,8 ve %67,3 olarak
belirlemisler ve bu sonuglar bizim ¢alismamizin AR boyama ydnteminin duyarlilik
sonucuna gore daha diisiik bulunmustur. Tedjo ve ark.’nin yaptigi ¢alisma sonucuna
gore duyarliligi %100 olarak belirlemisler ve bu sonug bizim ¢alismamiza gére daha
yiiksek bulunmugtur. Demirol’un yaptig1 ¢aligmayla bizim sonucumuz biiyiik 6lgiide

uyumlu bulunmustur.

Duyarlilik deger araliginin bahsi gegen caligmalarda degisken oldugu (AR
icin; %67.3-%94.7  ve EZN i¢in %28.6-%91) goriiliirken 6zgiilliikk sonuglarinin ise
deger araliklarinin birbirine olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir. Duyarliligin
degisken araliklara sahip olmasi; incelenen drnegin tiirii, hastaligin siddeti, 6rnekteki
mikobakteri sayisi, drnegin toplanma sekli, yaymanin kalinligi, raporlandirma yapan

kisinin tecriibesi gibi etkenlerden kaynaklanabilir.

Calismamizda EZN boyama ve AR boyama yonteminin duyarliliklart
arasinda onemli derecede fark oldugu saptanmistir. Calismamizda AR boyamanin
duyarlihi@i %92 olarak belirlenirken, EZN yonteminin duyarliligi %78 olarak
belirlenmistir. AR boyama yonteminin duyarlihgi  %I14 farkla EZN boyama
yontemine gore daha yiiksek olarak hesaplanmugstir. Yapilan birgok caligmaya gore
yiiksek bir sonug olarak degerlendirilebilir. Can’in yapti§i ¢alismaya gore AR

boyama yonteminin duyarhhgini %15.5 fark ile EZN boyama y&nteminin
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duyarlihgma gére daha yiiksek bulmustur. Cok daha yliksek bir fark bulan Marais ve
ark.’nin yaptigi ¢alismaya gére ise AR boyama yonteminin duyarhligini %23.6
farkla. EZN boyama yénteminin duyarhiliina gore daha yiiksek olarak
hesaplamislardir. Calismamizda AR boyama ynteminin duyarlihginda EZN boyama
yonteminin duyarliligina gore dnemli bir artis oldugu belirlenmis ve bu artisin
yapilan birgok calismayla parelellik gosterdigi goriilmiistiir. Calismamizda EZN
boyama yonteminin 6zgiilliigi, AR boyama yonteminin Ozgiilligtine gdre daha
yiiksek bulunmustur. EZN boyamanin 6zgiilliigii yiiksek bir yontem oldugu yapilan

caligmalarla da desteklenmistir.

Yapilan birgok ¢alismaya gére daha istisnai bir sonu¢ bulan Tarhan ve ark.
AR boyama yonteminin duyarhligini  (%74.8), EZN boyama yonteminin
duyarlilhigina (%86.4) gore daha diisiik olarak belirlemislerdir. Calisma sonucunun
farkhihigimin ~ 6rnegin  kontaminasyonu, kisinin tecriibesi ve dekolarizasyon

islemlerindeki aksamalardan kaynaklanabilecegini diisinmekteyiz.

Calismamizda  kiiltiirii  pozitif olan 50 ornegin 4’tinde AR boyama
yéntemiyle, 11’inde EZN boyama yontemiyle aside direngli basil gdriilmemistir.
Bunun nedeni olarak homojenizasyon/dekontaminasyon islemlerinin siiresinin uzun
tutulmas veya kiiltiir yonteminin duyarhiliginin daha yiiksek olmasi nedeniyle pozitif

sonug verdigi diistiniilmiistiir.

Cahigmamizda kiiltiir negatif 50 klinik &rnekten 2’si balgam ve 1°i BAL
olmak {izere hem EZN boyama yontemiyle hem de AR boyama yontemiyle ortak
olarak ARB(+) kabul edilmistir. Pozitif bir kiiltiir elde etme olasilig1 rnekteki ARB
sayisiyla ilgilidir. Bu sonug¢ diisiik mikobakteri sayisina sahip &rneklerin agiri
dekontamine olma egilimi géstermesiyle yanlis negatif kiiltiirlere neden olabilecegi
seklinde agiklanabilir. Bhadade ve dig. yapmis oldugu ¢alismada asiri
dekontaminasyonu is yiikiiniin fazla oldugu laboratuvarlarda 6rtiik motivasyonun bir

sonucu olabilecegini de ifade etmistir (Bhadade 2015).

Bizim ¢aligmamizda her bir yayma preparat igin inceleme siiresi FM ile 2.8
dk, 151k mikroskobu ile 5.4 dk olarak hesapladik. Marais ve ark. bir yayma preparat
i¢in inceleme zamanin1 LED FM ile 1.4 dk, 151k mikroskobu ile 3.6 dk olarak bizden
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daha kisa bir siirede degerlendirmislerdir. Burada &nemli olan yayma preparatin AR
boyama ve FM kullanimt ile daha kisa siirede incelenebiliyor olmasidir. Yapilan
caligmalarin tamamimda FM ile yayma preparat inceleme siiresi daha Kkisa
hesaplanmigtir. Bunun nedeni FM ile x40°lik objektifte incelenerek birim zamanda

daha ¢ok alan taranabiliyor olmasindandir.

Basillerin taranmasi igin AR boyamayla birlikte FM kullamminda disiik
biiyiitme  kullanildig1  igin floresan eserler ve artefaktlar zaman zaman
artabilmektedir. Ancak bu riski KMNO4 kullanarak biiyiik 6lgiide azalttgimizi

diisiinmekteyiz.

Holani ve ark., Lehman ve ark. ve Goyal ve ark. AR boyama ydnteminin
duyarlih@m EZN boyama yonteminin duyarhlifma gore daha yiiksek bulmuslardir.
Bu sonuglarin bizim ¢alismamizla parelel oldugu gorilmiisttir. AR boyamanin artmis
duyarhihginin mikolik aside afinitesinin EZN boyamadan daha giiglii olabilecegini
diigiindiirtmektedir. EZN boyama yonteminin duyarliigimin diistik olmast yanlis
negatiflik oranini arttirmaktadir. Bu durum EZN boyama yonteminin dezavantajlar
arasinda  kabul edilebilir. Yanhs negatif sonuglar tani ve tedavi siirecinde
gecikmelere ve toplumdaki saglikli bireylere bulas riski enfeksiyonun kontroliinde ve

yayiliminin engellenmesinde bagarisizliklara neden olacaktir.

Bizim ¢alismamizda da birgok calismada oldugu gibi AR boyama yonteminin
ozgilligi EZN boyama yénteminin  ozgiilligiine  gore daha diisiik olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda AR boyama yoénteminin ozgiilliglinin
diisik olmast yanlis pozitiflik orannt arttirmaktadir. Bu durum AR boyama
yonteminin dezavantajidir. Yanhs pozitif sonuglar hastaya yanhs tan1 koymaya ve
hastanin gereksiz yere tedavi almasina neden olacaktir. Alti aylik TB tedavisinin
ciddi yan etkileri olmakla birlikte hayat: tehdit eden yan etkilerin goriilme sikligi
oldukca seyrektir. Bir baska dezavantaji ise Uluslar Arasi Kanser Aragtirma
Ajansinin karsinojenik risklerin degerlendirilmesine iliskin monograflarmna gore
auramine kanserojen ajanlar igeren Grup 2B’de sintflandiriimistir. Auramine’e maruz
kalma ile kanser riski arasindaki iligki heniiz kanitlanmamis olmakla birlikte mesane
ve prostat kanserlerinin insidansindaki artigla iligkili oldugu diistiniilmektedir.

[(https:Hmonographs.iarc.fn‘wp—contcnt!uploadszO 18/06/monol100F-12.pdf)]
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Bu sonuglar dogrultusunda duyarlilik ve ozgiilliik arasinda bir 6diin verilmesi

gerekiyorsa artmig duyarliligin altini ¢izmek gerekmektedir.

6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonuglart genel olarak degerlendirildiginde;

1.

AR boyama yonteminin, EZN boyama y&ntemine gore daha duyarli oldugu
ancak EZN boyama yonteminin AR boyama ydntemine gore dzgulligiiniin
daha yiiksek oldugu bulunmustur.

AR boyama yénteminin negatif prediktif degerinin EZN boyama ydntemine
gore daha yiiksek, EZN boyama ydnteminin pozitif prediktif degeri ise AR
boyama yonteminin pozitif prediktif degerine gore daha yiiksek bulunmustur.
Mikroskopta alan tarama siireleri karsilastinldiginda AR boyama yontemiyle
boyanan preparatlar igin gereken siire daha kisa bulunmustur.

Sonug olarak EZN boyama yontemiyle tiiberkiiloz tanis1 koymak zaman alic
olmakla birlikte is yiikii fazla olan laboratuvarlarda tim orneklerin EZN ile
tespit edilip dogru sonuglar vermesi son derece zordur. Bu i yiikii daha hizh
sonug veren AR boyama ydtemi ile FM kullanilarak pozitif olarak belirlenen
srnekleri EZN boyama ydntemiyle dogrulayarak azaltilabilir.
Enfeksiyonunun kisa siirede belirlenmesi tiiberkiiloz kontrol programlarinin

da basanisini arttirabilir.
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