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OZET

flknur MINDAS, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Saghk Uygulama ve
Arastirma Merkezinde 2013-2018 Yillar1 Arasinda izole Edilen Mycobacterium
tuberculosis kompleks Izolatlarimin Degerlendirilmesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019.

Amag: Bu calismada Ocak 2013-Subat 2018 tarihleri arasinda tiiberkiiloz ©6n
tanisiyla laboratuvara gonderilen hasta 6rneklerinden elde edilen Mycobacterium
tuberculosis izolatlarinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Yontem: Hasta bilgileri kayit defterleri ve hastane bilgi isletim sisteminden elde
edildi. Orneklerin tiimiiniin mikroskobik degerlendirmesi Erlich-Zielh-Neelsen,
kilturleri Loéwenstein Jensen ve BACTEC MGIT 960 sistemiyle, dort temel ilag icin
duyarhilik testi BACTEC MGIT 960 ve PZR testi TB AMPLICOR (Roche
Diagnostics) sistemiyle yapildi. Veriler SPSS 19.0 programina girilerek tanimlayici
degerlendirilmeleri yapildi.

Bulgular: Belirtilen tarihler arasinda 7842 hasta 6rnegi (%72.7 akciger, %15.4 steril
viicut sivisi, %6.1 doku ve %S5.7 idrar) incelenmistir. Orneklerin %2.7’sinde EZN
boyama ile pozitiflik belirlenmistir. Kiiltiir pozitif tespit edilen 380 o6rnegin 90
(%23.7)’mnin  kadin hastalara, 290 (%76.3)’inin erkek hastalara ait oldugu
belirlenmigtir. Kiiltlir pozitifliginin erkek hastalarda ve 65 yas {lizeri hastalarda
istatistiksel olarak belirgin diizeyde yiiksek (p<0.001) oldugu bulunmustur. Akciger
orneklerinde %5.9, steril viicut sivisi orneklerinde %1, doku Orneklerinde %5.1 ve
idrar 6rneklerinde %0.7 kiiltiir pozitifligi belirlenmistir. Her iki kiltur yontemi ile
pozitiflik oran1 %4.8 bulunmus, 2013-2018 yillar1 arasinda pozitif kiiltiir oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Kontaminasyon oranlar1 LJ
ve MGIT 960 i¢in sirasiyla %1.9 ve %2.4 olarak belirlenmistir. PZR testi istemi olan
303 ornegin besi pozitif bulunmus ve tliimiiniin kiiltiirlinde tiremesi olmustur. PZR
negatif bulunan 9 6rnek kiiltiir pozitif tespit edilerek tiiberkiiloz bildirimi yapilmistir.
Streptomisin (STR), etambutol (EMB), izoniazid (INH) ve rifampin (RIF) direncleri
sirastyla %9.5, %1.5, %15.9 ve %]1.1 olarak belirlenmistir. Sekiz izolat STR+INH, 3
izolat RIF+INH, 1 izolat RIF+STR, 1 izolat STR+EMB, 4 izolat EMB+INH ve 1
izolat INH+RIF+STR’ye direngli bulunmustur.



Sonug: 2013-2018 yillar1 arasinda pozitif kiiltiir oranlarinda istatistiksel anlamli
azalma oldugu belirlenmis, kiiltiir pozitifligi erkek hastalarda ve 65 yas {lizeri
hastalarda istatistiksel olarak belirgin diizeyde yiiksek bulunmustur. En yiiksek
direng orani izoniazide kars1 bulunmustur. Cok ilaca direncli (INH+RIF) (¢ izolat
(%0.7) tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Lowenstein Jensen, MGIT 960,

ilag duyarlilik testi



ABSTRACT

flknur MINDAS, Evaluation of Mycobacterium tuberculosis complex isolates
which isolated between year 2013 and 2018 at Zonguldak Builent Ecevit
University Health Application and Research Center, Department of Medical
Microbiology, M.Sc. Thesis, Zonguldak, 2019.

Aim: In this study, it was aimed to evaluate the Mycobacterium tuberculosis isolates
obtained from the patients’ specimens sent to the laboratory with the pre-diagnosis of
tuberculosis between January 2013 and February 2018.

Method: Patients’ information was obtained from registry and hospital information
operating system. Microscopic evaluation of all specimens was performed with
Erlich-Zielh-Neelsen, specimens were cultured with Lowenstein Jensen and
BACTEC MGIT 960 system, tested by BACTEC MGIT 960 for sensitivity to four
basic drugs and PCR test was performed with TB AMPLICOR (Roche Diagnostics)
system. Data were entered into SPSS 19.0 program and descriptive evaluations were
made.

Results: Among the mentioned dates, 7842 patient specimens (72.7% lung, 15.4%
sterile body fluid, 6.1% tissue and 5.7% urine) were examined. 2.7% of the
specimens were positive with EZN staining. Of the 380 culture positive specimens,
90 (23.7%) were found to be female patients and 290 (76.3%) were male. Culture
positivity was found to be statistically significantly higher in male patients and in
patients 65 years and older (p <0.001). Tuberculosis positivity was 5.9% in lung
specimens, 1% in sterile body fluid specimens, 5.1% in tissue specimens and 0.7% in
urine specimens. The rate of positivity was found to be 4.8% by both culture
methods, and it was determined that there was a statistically significant decrease in
positive culture rates between 2013-2018. Seven patients who were found to be
negative with LJ were positive with MGIT 960 culture method. Contamination rates
were found to be 1.9% and 2.4% for LJ and MGIT 960, respectively. Five of the 303
specimens with the PCR test request were positive and all of them were grown in
culture. Nine specimens with negative PCR were identified positive for culture and
tuberculosis was reported. STR, EMB, INH and RIF resistances were determined as
9.5%, 1.5%, 15.9% and 1.1% respectively. 8 isolates were found to be resistant to
STR + INH, 3 isolates RIF + INH, 1 isolate RIF + STR, 1 isolate STR + EMB, 4
isolates EMB + INH and 1 isolate INH + RIF + STR.



Conclusion: There was a statistically significant decrease in positive culture rates
between 2013-2018. Culture positivity was found to be statistically significantly
higher in male patients and in patients 65 years and older. The highest resistance rate
was found against isoniazide. Three isolates (0.7%) were found to be multidrug
resistant (INH + RIF).

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, LOowenstein Jensen, MGIT 960, drug

susceptibility testing
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1. GIRIS

Tuberkuloz (TB), Mycobacterium tuberculosis (MTB)'in neden oldugu diinya
capinda 6nemli morbidite ve mortaliteye sahip bulasici bir hastaliktir. Diinya
nifusunun Ggte biri TB ile enfektedir (1). TB’nin biiyiik yiikii, diisiik, orta gelirli ve
gelismekte olan iilkeler arasinda bulunmaktadir. Ozellikle, saghigm ii¢ sosyal
belirleyicisi, yani diisiik egitim, diisiik gelir ve alkol bagimliligi, disik gelirli
iilkelerde oldukga yaygin sorundur. Diislik egitim, diisiik gelir ve alkol kullanimi TB
hastalarinda tedavi basarisizliginin ve buna bagl olarak gelisen ilag¢ direncinin
Oonemli bir nedenini olusturmaktadir (2). Toplum sagligi agisindan TB’nin
bulagmasini engellemek icin, olgularin tedavi edilmesi gereklidir. Tedavi basarisi
icin en az 6-8 ay gibi uzun bir zamana ihtiya¢ vardir. Cok ilaca diren¢ (CID)’li
suslarin ortaya ¢ikmasi ile hastalik i¢in uygulanabilir tedavi secenekleri azalmis,
boylelikle TB yeniden tedavi edilemez ve Sliimciil bir hastalik haline gelmistir. TB
yiikiiniin azaltilmasi, aktif TB hastaliginin uygun laboratuvar yontemlerinin
kullanilmasiyla dogru ve hizli tanisi ile saglanabilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO)'niin 2014 yili verilerine gore, 5.2 milyon olgunun sadece % 58'inin
mikroskopi veya kultur gibi laboratuvar yontemleriyle pulmoner TB olarak
tanimlandig1 bildirilmis, diger olgulara klinik kriterler (semptom Oykiisii veya gogiis
rontgeni) yardimiyla tan1 konuldugu belirtilmis, kaynaklarin siirli oldugu bolgelerde

laboratuvar olanaklarmin kullanilabilirliginin arttirilmast gerektigi vurgulanmistir

(1).

Bakteriyolojik dogrulama, TB tanisinda altin standart olarak 0Onem
tasimaktadir (3). Bunun icin geleneksel olarak mikroskopi ve kiltir yontemleri

kullanilmakta ve izole edilen suslar i¢in ila¢ duyarlilik testi yapilmaktadir (4).

Yeni olgularin hizli bir sekilde tespiti, hem TB’nin yayillimmin 6nlenmesi
hem de etkili tedavi rejimlerinin hizli bir sekilde uygulanmasi i¢in 6nem tasimaktadir
(5). Molekiiler testlerdeki gelismelerle birlikte TB’nin hizli tanisi ve ilag¢ direncinin
tespitinde gectigimiz son yillarda belirgin degismeler kaydedilmistir. Hastalik
Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC)’nin 2009 yilinda yayinladigi rehberinde
TB’den siiphelenilen hastalarda molekiiler yontemlerin tanida yardimci olmasi

amaciyla standart olarak uygulanmasi onerilmektedir. Buna ragmen diisiik ve orta



gelismislik seviyesindeki ilkeler bu testlerden yeterince yararlanamamakta, 2016
yilinda bile, gelisme diizeyi orta ve diisiik olan iilkelerde mikroskopi TB tanisinda en
yaygin kullanilan test olarak bildirilmektedir (6). Ulkemizde cografi bolgelere gore
dagilim degerlendirildiginde en yiiksek olgu hizlar1t Marmara ve Bartin (Karadeniz)
bolgesinde goriilmekte, sanayinin, hava kirliligi ve niifusun yogun olmasinin bu
sonuca etkisi oldugu diisiiniilmektedir (7). Bartin bdlgesi ayrica endiistriyel
hammaddeler (kuvars kumu kuvarsit) ve tagkomiirii maden ocaklaria sahiptir (8).
Tagkomiirti tiretimi ve kullanimi sirasinda komiir tozuna ve dumanina maruziyet
solunum yolu hastaliklar1 i¢in bir risk faktoriidiir (9). Zonguldak ilinin tagkomiirii
havza sinirlart 3,885 km? si karada, 3,000km?’si denizde olmak tizere 6,885 km?®'lik
bir alan1 kapsamaktadir (10). Saghk Bakanligi Tiiberkiiloz Daire Bagkanligi
verilerine gore 2017 yilinda Zonguldak ilinin TB insidansmnin (19.3) (596,892
niifusta) Tiirkiye’nin TB insidansindan (14.9) yiiksek oldugu belirlenmistir (11).

Calismamizda Biilent Ecevit Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma
Merkezinde Ocak 2013 Subat 2018 yillar1 arasinda izole edilen Mycobacterium

tuberculosis kompleks izolatlarinin degerlendirilmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tuberkuloz Hastahig: ve Tarihcge

Tarih 6ncesi ¢aglardan beri bilinen ve insanlik tarihi kadar eski bir gegmise
sahip olan TB, ayirim yapmaksizin toplumun her kesimini etkileyen bir hastaliktir.
Ug vyiiz milyon yildan beri varhigimmi siirdiiren TB hastaligmm etkeni olan
mikroorganizma, sularda, otlaklarda, toprakta, camurda, havada; kisaca tim yasam
alanlarinda uzun siirelerce canli bulunabilmektedir. TB hastaliginin etkeni olan
mikobakteri cinsinin 150 milyon yil once Dogu Afrika’da insanlarin sigirlart
evcillestirmesi ve ayni yasam alanlarin1 paylasmasinin sonucunda sigirlarda bulunan
basilin insanlarda patojenite yapabilmek igcin mutasyon gegirerek Mycobacterium
humanus’a doniismiis oldugu hipotezi ortaya atilmistir (12). Bakterinin genom bilgisi
aciga ciktiktan sonra, MTB’nin, M. bovis’ten mutasyon sonucu gelisen bir bakteri
olmadig1 ancak her iki bakterinin de ortak bir atadan mutasyonlarla farklilasmis iki
tiir oldugu anlasilmistir (13). Sigir tipi mikobakteri onceleri insanlarda lenf bezi ve
kemik TB’sine yol acarken sonradan akcigerde tahribat yapan ve Oksiiriikle bulasan

bir hastalik yapar 6zellik kazanmastir (14).

Dogu Afrika’da 3 milyar yil 6nce ilk insansilarin MTB ile enfekte olmus
olabilecegi diisliniilmektedir. Modern MTB’nin ortak atasinin ilk defa 15 000-20 000
y1l dnce goriilmiis olabilecegi hipotezi mevcuttur. Misir mumyalarinda (M.O. 2400)
TB hastaligimin neden oldugu tipik iskelet deformitelerine rastlanmistir. Mumyalar
tizerinde karakteristik Pott lezyonlar1 bildirilmis ve benzer anomaliler erken Misir
sanatinda acikca resmedilmistir. Buna ragmen Misir papiruslarinda hastalik
lezyonlart ile ilgili bir kanitlara rastlanmamustir. M.O. 700 yillarinda &len Peru’lu bir
cocugun mumyasinda yapilan incelemeler sonucunda, etken bakterinin DNA’s1
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile gdsterilmistir (15, 16). Ilk TB hastaligin
tanimlayan yazili belgeler 3300 ve 2300 yil 6nce Hindistan ve Cin’de bulunmustur

(15).

Hipokrat (M.0.460-375) TB’yi tamimlamak icin ‘Phitisie’ (elden ayaktan
diismek) kelimesini kullanmis, hastaligir ozellikle geng yetigkinler i¢in Sliimciil
olarak tanimlamistir. Hipokrat tarafindan hastalik semptomlarinin ve karakteristik

akciger lezyonlarini kesin bir sekilde tanimlandig1 anlasilmaktadir (14, 16). M.S. II.



yiizyilda yasamis olan Eski Roma’nin iinlii hekimi Kapadokyali Areteus, TB’yi su

sekilde tanimlamistir:

“Veremin en O6nemli belirtileri kanli balgam ve kronik Oksuruktir, sesleri
kisik, boyunlar1 hafif biikiik ve sert; parmaklar silindirik fakat eklemleri sis,
viicutlart iyice eridigi i¢in kemikleri belirginlesmistir. Tirnaklar1 egri, yassilagmis ve
kirilgandir. Burun keskin ve silindirik, yanaklar1 belirgin bir sekilde pembelesmis,
gozler iyice cukura cekilmis olmasina ragmen parlakligin1 kaybetmemistir. Yiizleri
kadavra giiliisli halini almis. Kol ve bacak kaslar1 erimistir. Kadinlarin sadece meme
baglar1 kalmistir. Kaburgalarin basladigi ve sonlandigi yerler ve eklemler net bir

sekilde secilebilmektedir. Skapulalar kus kanad1 halini almistir  (17).

TB’nin kavite ve skar dokusuna sebep oldugu Padua Universitesinden
patoloji bilgini Giovanni Battista Morgagni (1682-1771) tarafindan bildirmistir.
Morgagni, hastaligin bulasici olduguna inandig1 i¢in onlara otopsi yapmaktan
kacinmistir (18). Bilim adami, yazar ve ¢ok iyi bir klinisyen olan Laennec, veremin
akcigerden baska karaciger, dalak, bobrek gibi diger organlarda tiiberkiil denilen

kabarciklara sebep oldugunu gostermistir (14, 17).

Fransiz hekim Antoine Villemin, 1865 yilinda “Tiiberkiilozun nedeni ve
Ozellikleri ile insandan tavsana bulagtirllmasi” adindaki makalesi ile tavsanlara
tiiberkiilozlu hastalarin balgamini vererek hastaligin bulasici oldugunu ispatlamistir.
Villemin, “TUberkiiloz Uzerine Incelemeler” adiyla yayimlanan kitabinda, TB’nin
bulasici, korunulabilir ve iyilestirilebilen bir hastalik oldugunu belirtmistir.
Hastaliktan korunmak i¢in, barinma ve calisma, yasam ve beslenme kosullarinin

duzeltilmesinin 6nemi vurgulanmistir (15).

Robert Koch 1882 yilinda TB’den 6len bir hastanin akciger lezyonlarinda
etken mikroorganizmay1 gostermis, daha sonra bu mikroorganizmay1 kiiltiirde
iretmis ve liretilen basil ile deney hayvanlarinda hastalik olusturmustur. Robert Koch
tirettigi bu basile MTB adin1 vermistir. Bakterinin boyanmas: ilk defa Koch ve ekibi
tarafindan yapilmistir. Fakat Koch’un ifadesiyle diger patojenik mikroorganizmalarin
gosterilmesinde ¢ok yararli olan boyama metodlart MTB i¢in basarisiz olmustur.
Koch, 1875’de Karl Weigert tarafindan gelistirilen alkol metilen mavisi boyamanin

TB lezyonlarini kolayca boyamadigini gézlemlemis, bakterinin Weigert’in mavisi ile



24 saatlik temas sonrasinda KOH muamelesiyle boyanabildigini tespit etmistir. Koch
ayni zamanda 40° C’de 1sitmanin boyama siiresini 1 saate indirdigini gdzlemlemis,
bu boyamay1 kullanarak diger tiim yapilarin kahverengiye boyanmasina ragmen

MTB’yi maviye boyamay1 bagarmistir (18).

Calmette ve Guerin, Lille’deki Pasteur Enstitiisinde TB hastaligina karsi
uzun yillar boyunca as1 bulma c¢alismalar1 yapmiglardir. M. bovis’i, patates-gliserin-
safrali vasatta iiretip 230 kez pasajladiktan sonra elde edilen basiller kobay, sigir,
tavsan ve atlar tizerinde denenmis, gelistirilen bu asiya Bacille Calmette-Guerin

(BCG) agis1 ismi verilmistir (15, 19).

Waksman’in 20 Kasim 1944°de streptomisini (STR) bulmasi ile tiiberkiilozda
antibiyoterapi  donemine  girilmistir  (15,16,19). Daha sonra 1946’da
paraaminosalisilik asit (PAS), 1952’de en etkili anti-TB ilaclardan olan izoniazid
(INH) bulunarak; uclu tedavi (18-24 ay) uygulamasina gecilmistir. Pirazinamid
(PZA), etambutol (EMB), rifampin (RIF) gibi anti-TB ilaglarinin bulunmasiyla da
tedavi siresi 18-24 aydan 6 aya inmistir (16).

2.2. Tuberkuloz Epidemiyoloji
2.2.1. Dunyada tuberkuloz epidemiyolojisi

MTB, yayma pozitif olgularin 6ksiirme, hapsirma ve konusma gibi solunum
hareketleri ile basil yiiklii damlaciklarin (1-5 mikron), ¢evre havasina dagilmasi

(havada asili kalmasi) ve saglam kisiler tarafindan solunmasi ile bulasir (20, 21).

TB, tipik olarak akcigerleri etkilemekle birlikte (pulmoner TB), bdbrek,
kemik ve beyin gibi diger organlara (ekstrapulmoner TB) da yayillim
gosterebilmektedir. MTB ile enfekte olan tahmini 1.7 milyar insanin nispeten kii¢iik
bir kisminda (% 5-10) yasamlart boyunca TB hastaligi gelismektedir. Bununla
birlikte, énemli bir immiin siipresyon nedeni olan AIDS hastaligi olan kisiler
arasinda TB gelisme olasilig1 cok daha yiiksektir. Ayrica yetersiz beslenme, diyabet,
sigara ve alkol tiketimi gibi faktorler de immiin siipresyon olusturmalar1 nedeniyle
TB gelisimini kolaylastirmaktadir. Genel olarak TB olgularmin yaklasik % 901
yetiskinlerde gozlenmekte, erkeklerde ise kadinlara gore daha fazla (2:1)
rastlanmaktadir (22).



TB’ye baghh olimlerin biiylik bir ¢ogunlugu akciger TB’si, 6zellikle de
yayma pozitif olgulardir. Hastaligin seyrini belirleyen en 6nemli faktor tedavinin
yeterli ve diizenli yapilmasidir. Diizenli tedavi goren olgularda kiir oranlar1 ve 6liim
riski baslica hastalarin yasi ve hastalardaki HIV/AIDS prevalansina bagli olarak
degismektedir (22).

DSO her yil yaymmladigi Kiiresel TB Raporlar: ile hastaliga ait verileri
diinya, bolgeler ve iilkeler bazinda ortaya koymaktadir. TB’ye ait veriler bircok
iilkede kayit altina alinmaya calisilsa da bu veriler cesitli nedenlerle iilkeden iilkeye
derecesi degismek iizere eksik bilgiler icerebilmektedir. DSO’niin yayimladig
veriler bilimsel bulgulara dayanan tahmini rakamlardir. DSO’niin Kiiresel TB
Kontrolii 2018 yil1 raporunda global olarak, en iyi yaklasimla 5.8 milyon erkek, 3.2
milyon kadm, 1.0 milyon ¢ocuk olmak tizere 10 milyon insanda (9.0-11.0 milyon
araliginda) 2017 yili icinde TB hastalig1 gelistigi bildirilmistir. Olgular tiim tilkelerde
ve tim yas gruplarinda goriilmekle birlikte, %90’ min yetiskin (15 yas ve {istil),
%9’unun HIV ile enfekte (%72’si Afrika’da) ve Ucte ikisinin 8 llkede [Hindistan
(%27), Cin (%9), Endonezya (%8), Filipinler (%6), Pakistan (%5), Nijerya (%4),
Banglades (%4) ve Giiney Afrika (%3)] kiimelesme gosterdigi anlasilmaktadir (Sekil
1). Bu iilkeler ve yiikksek TB barindiran 30 iilke igindeki 22 diger iilke diinya
vakalarinin %87’sine sahiptir. Global vakalarin sadece %6’s1 Avrupa (%3) ve
Amerika Bolgesindedir (%3). Ulkeler arasinda hastalik sikligi genis bir dagilim
gostermektedir. 2017°de en yuksek gelire sahip Ulkelerde 100 000 nufusta 10°dan
daha az, yiiksek TB yiikii olan 30 iilkenin ¢cogunda 150-400, Mozambik, Filipinler ve
Giliney Afrika’y1r kapsayan birka¢ tlilkede 500’{in {izerinde yeni vaka goriilmiistiir

(22).

Ilaca direngli TB biiyiik bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmistir.
Primer antitliberkiloz ilaglardan RIF ve INH’ye direngli basillerin neden oldugu TB
olgular;, CID-TB olarak tanimlanmaktadir. Yaygmn ilag direncli tiiberkiiloz (YID-
TB) ise INH ve RIF direncine ek olarak bir kinolona ve bir de ikinci grup

enjeksiyonla verilen ilaca (kanamisin, kapreomisin, amikasin) diren¢ olmasidir (23).

2017’de diinya ¢apinda en iyi yaklasimla RIF’e direngli 558,000 TB hastas1
olmus (483,000-639,000) ve bunlarin %82’sinin CID-TB oldugu belirlenmistir.
Hindistan (%24), Cin (%13) ve Rusya Federasyonu (%10) diinyadaki CID/RIFD-TB
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vakalariin neredeyse yarisina sahiptir. Global olarak yeni TB vakalarinin %3.5 ve
onceden tedavi gormiis vakalarin %18’i CID/RIFD-TB sahiptir. En yiiksek oranlar
(onceden tedavi almis vakalarin %50°den fazlasi) eski Sovyetler Birligi
iilkelerindendir. 2017°de CID-TB vakalari icinde %8.5 nin ileri ilag¢ direncli oldugu
Ongoriilmiistiir. Diinya niifusunun %23’linlin yani 1.7 milyar civarinda insanin gizli

TB hastaligina sahip oldugu 6ngoriilmektedir (Sekil 1) (22).

MDR-TB TB/HIV

Sekil 1: 2016-2020 Yillar1 arasinda yiiksek TB vyiiklii iilkelerin TB, CID-TB ve
TB/HIV agisindan tglii karsilastirmasi ve kesismeleri (22).

2017°de TB hastalarinda 6liim oram1 %16 olarak belirlenmistir. Bu oranin
2000 yilindaki %23’e gdre azalmis olmasi sevindiricidir. Veriler diinya genelindeki
TB insidansinin yillik yaklasik %2 diismekte oldugunu gostermektedir ve 2013-2017
yillar1 arasinda hastalik insidansinda bolgesel en hizli diisiis Avrupa Bolgesinde
(yilda %5) ve Afrika Bolgesinde (yilda %4) olmustur. Diinya genelinde HIV negatif
hastalar arasinda TB &liimlerinin sayist 2000 yilindan bugiine, en iyi yaklasimla %29
diismiis ve 2000 yilinda 1.8 milyondan 2017 yilinda 1.3 milyona inmistir. Bu da son
TB stratejisinin baglangi¢ yili olan 2015’den beri %5’e tekabul etmektedir. HIV
pozitif hastalar arasinda TB’den 6liim sayisi 2000°den beri %44 oraninda azalarak,
2000 yilinda 534 000°den 2017 yilinda 300 000’e diigmiistiir (22).

2.2.2. Turkiye’de tuberkuloz epidemiyolojisi

Ulke genelindeki tiim saglik calisanlarimiz ve TB’ye karsi miicadele eden
gontlli kuruluslarimizin igbirligi ve katkilar1 ile ulusal TB kontrol caligmalar
yiriitiilmektedir. Giin gegtikge sayisi artan Suriyeli misafirlerle beraber iilkemizde

yabancit hasta yiikii artmasma ragmen TB ile ilgili tan1 ve tedavi ¢abalar
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yiiriitilmeye devam edilmektedir. 2005 yilindan itibaren Tiirkiye genelinde verem
savag dispanserlerine kayit edilen tim TB hastalarmin verileri bireysel olarak
toplanmaktadir. 2015 yil1 hasta verileri ile 2014 yili TB hastalarinin tedavi sonuglari
T.C. Saglik Bakanligi Halk Saglig1 Genel Miidiirliigli Tiiberkiiloz Dairesi Bagkanlig
tarafindan toplanarak DSO’ye iletilmis, DSO tarafindan analiz edilen veriler Kiiresel
Tiiberkiiloz 2016 Raporu’na yansitilmigtir. Buna gore toplam 12,772 TB hastas1
2015 yilinda verem savasi dispanserleri kayitlarina girmistir. Toplam olgu hiz1 yiiz
binde 17.2°den yuz binde 16.2’ye (-%5.8) diislis gostermistir. Hastalarin 7,210’u
(%56.5) erkek, 5,562’si (%43.5) kadin, erkek/kadin oraninin 1.3 oldugu
gozlenmistir. Olgu hiz1 erkeklerde yiiz binde 18.2 ve kadinlarda yiiz binde 14.2dir.
Olgu hizinin yas gruplarina dagilimi incelendiginde, 15-24 yas grubundan baglayarak
yiikseldigi, 65 ve iizeri yaslarda en yiikksek diizeye (yliz binde 32.7) ulastig
gortlmektedir. Toplam 12,772 hastada yeni olgularin oranmi %92.4 (11,803) iken
onceden tedavi gérmiis olgularin orani %7.6 (969)’dir. Onceden tedavi gdrmiis
olgularin toplam hasta i¢indeki oranlari; %5.8 (747) niiks, %1.2 (156) tedaviyi
terkten donen, %0.5 (64) tedavi basarisizligindan gelen ve %0.02 (2) kronik olgudur
(11) (Tablo 1).

Tablo 1: TB hastalarinda olgu tanimina gére hastaligin tutulum yerinin dagilim,

2015 (11).
HASTALIGIN YERI
— = TOPLAM
OLGU TANIMI Akciger | Akciger Disi Akc‘geggk“ger
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
Yeni 6,842 | 58.0 | 4,376 | 37.1 585 50 | 11,803 | 924
Onceden Tedavi 756 | 780 | 172 | 178 a1 22 | 969 | 76
Gormiis
Niiks 565 756 | 151 | 20.2 31 4.1 747 5.8
Tedaviyi Terkten 132 | sa6 | 18 | 115 6 38 | 156 | 12
Donen
Basarisizhiktan gelen 57 89.1 3 4.7 4 6.3 64 0.5
Kronik 2 100.0 - - - - 2 0.02
TOPLAM 7,598 | 59.5 | 4548 | 35.6 626 49 | 12,772 | 100.0




Hastalarin %59.5’1 (7,598) akciger tutulumu, %35.6’s1 (4,548) akciger disi
organ tutulumu, %4.9’u (626) hem akciger hem de akciger dis1 tutulum gostermistir.
Akciger dis1 TB tespit edilen toplam 5,174 hastanin (4,548+626) %40.9’u (2,116)
erkek, 9%59.1°1 (3,058) kadindir. Akciger dist organ TB’si olgularinda en sik
ekstratorasik lenf bezleri (%30.2) ve plevra (%24.8) tutulumu oldugu tespit edilmistir
(12).

2015 yilinda akciger TB’si olan 8,224 hastada yapilan bakteriyolojik tetkikler
incelendiginde; mikroskopi yapilma orami %89.2 (7336), mikroskopi yapilanlar
icinde mikroskopi pozitiflik oran1 %64.0 (4695); kiiltiir yapilma oran1 %80.6 (6631),
kiiltiir yapilanlar i¢inde kiiltiir pozitiflik oran1 %84.2 (5582); kiiltiir pozitif olgularda
ilag duyarlilik testi (IDT) yapilma orani ise %94.4 (5267) bulunmustur. IDT yapilan
toplam 5648 hastanin (5267 akciger+381 akciger dis1) sonuglar1 incelendiginde;
%21.3’linde (1205/5648) en az bir ilaca diren¢ saptanmistir. En yiiksek oranda
direncin %13.7 ile INH’ye kars1 gelistigi (774/5648) goriilmiistiir. INH ve RIF igin
(her ikisine) IDT yapilan 5629 olgunun 230’unun (%4.1) CID-TB oldugu tespit
edilmistir. IDT yapilanlarda CID-TB oran1 yeni olgularda %2.5 (127) iken, énceden
tedavi gdrmiis olgularda %17.8 (103) olarak saptanmistir. CID-TB olgularindan 3’ii
YID-TB (1 yeni olgu, 2 basarisizliktan gelen olgu)’dir . Toplam 12,772 TB
olgusundan 61’inin HIV (+) oldugu tespit edilmistir (11). Verem savasi
dispanserlerinde 2015 yilinda kayit altina alinan yabanci {ilke dogumlu hastalarin
sayisinin 872 ve bunlarin %56.1’inin (489) Suriye dogumlu olup, yabanci iilke
dogumlu hastalarin %83.6’sinin (729) Asya, %9.4’liniin (82) Avrupa, %6.7’sinin
(58) Afrika ve %0.3’linlin (3) Amerika kitast tllkelerinden oldugu anlagilmaktadir
(11)

Toplam TB olgularinda tedavi basaris1 %85.3 (11,368/13,336); yeni olgularda
%87 (10,633/12,215), o6nceden tedavi gormiis olgularda %65.6 (735/1,121) olarak
tespit edilmistir. Oliim orani; tiim olgularda %5.2 (696), yeni olgularda %5.2 (629)
ve Onceden tedavi gérmiis olgularda %6 (67) olarak saptanmistir. Kadin hastalarda
tedavi basarist %87.7 ve tedavi terki %2.5 iken, ayni1 oranlar erkeklerde sirasiyla
%83.5 ve %4.6’dir. Kadin hastalarin tedavi sonuglarmin daha iyi oldugu
gortlmektedir (11).



2.3. Mikobakteriler

Mikobakteriler spor olusturmayan, hareketsiz, kapsulsiiz, aerop, 0.2-0.6 pm
eninde ve 1-10 um uzunlugunda diiz ya da hafif kivrik gériintimlii (24, 25), zengin
lipid igerikli hiicre duvarlarina sahip basillerdir (26, 27). Mikroskobik gdérinimleri
taze kiiltiirden alinip boyanmis yaymalarda tek tek ya da ikili-liclii gruplar seklinde,
eski kiiltiirden hazirlanmig yaymalarda dallanmis, filamentdz ya da kokoidaldir (24,
28). Aside direnglilik, yapisindaki mikolik asitler (70-90 karbonlu) ve DNA’larinda
yiiksek oranda guanintsitozin (G+C)‘e sahip olmalar1  mikobakterilerin
siiflandirilmasinda  6nemlidir. Mikobakteriler aside direngli (asidorezistan)
bakterilerdir (24, 25). Diger boyama yontemleri ile kolay boyanmazlar. Boyanmalari
icin fenollu ve yogun boya eriyiklerinin uzun siire sicaklik etkisi ile uygulanmasi
gerekir. Aside direncgli bakteriler, hiicre duvarlarindaki zengin lipid igeriginden

dolay1 bir kez boyandiktan sonra asit alkol ile yapilan dekolorizasyonla boyalarini

birakmazlar (25).

Mikobakterilerin hiicre duvar1 peptidoglikan, arabinogalaktan (arabinoz ve
galaktaz) ve mikolik asit gibi {i¢ temel tabakadan olusan ve lipitten zengin karmasik
bir yapidir (Sekil 2). Peptidoglikan tabaka hiicrenin seklinden sorumludur.
Arabinogalaktanlara baglanan mikolik asitler ise bakterinin hiicre duvarmin kalinlig
ve aside direngli olmasindan ve trehaloz denilen sekerlere baglanarak kord faktor
olusumundan sorumludur. En dis tabaka olan mikozidlerin icerdigi lipid (%60)
oldukca fazladir. Mikobakterilerin ¢ogu 37 °C de ve %5-10 CO;’li ortamda
uremektedir. (M.ulcerans, M. marinum, M. haemophilum: 30-32 °C, M. xenopi:
42°C) (25). Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi sekil 2°de gosterilmistir (29).
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Sekil 2: Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi (29)

Glinlimiizde 150’den fazla mikobakteri tiirii tanimlanmistir. Bu bakterilerin
bliyiik bir cogunlugu yasadigimiz dogada (su, hayvan, toprak) serbest halde bulunan
ve insanlar1 hasta etmeyen tiirlerdir. Ancak immiin sistemi zayiflayan insanlarda
enfeksiyon olusturabilecek kadar da gucludirler. Bu bakteriler Mycobacterium
tuberculosis kompleks (MTBK) disinda kaldiklart igin, tiiberkiiloz dis1
mikobakteriler (TDM) ya da atipik mikobakteriler olarak anilmaktadirlar. Insanlarda
en cok enfeksiyon yapan kompleks ya da tirler; M. tuberculosis, M. avium
kompleks, M. leprae, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae ve M. abscessus’dur
(24, 25). Ernest Runyon TDM’yi kati besiyerinde iireme ve pigment olusturma
Ozelliklerini dikkate alarak simiflandirmistir (Tablo 2) (30, 31). Woods ve
Washington (1987), Runyon smiflandirmasinin yetersiz oldugunu fark ederek

klinikle uyumlu bir siniflandirma 6nerisini ortaya koymustur (Tablo 3) (32, 33).

Tablo 2: Mikobakterilerin runyon siniflandirmasi

MIKOBAKTERILER
Blyiime hizina gore
Hizl iireyenler Yavas iireyenler
M.fortiutum Pigment 6zelligine gore
M.chelonae Fotokromojenler Skotokromojenler Non-fotokromojenler
M.abcessus (Isikta pigmentli) Isikta ve karanlikta | Karanlikta az
pigment pigment
M.marinum M.xenopi M.avium kompleks
M.kansasii M.gordonae M.haemophilum
M.simiae M.scrofulaceum M.molmoense
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Tablo 3: Woods ve Washington Siniflandirmasi (32, 33)

Klinik Onemi Olan Insanda Potansiyel Insanda Nadiren Hastahk
Mikobakteriler Patojen Mikobakteriler Yapan Saprofitik Turler
M. tuberculosis M. avium-intracellulare A-Yavas Ureyenler
kompleks kompleks M. gordonae
M. tuberculosis M. kansasii M. asiaticum
M. bovis (M. bovis M. fortuitum-chelonae M.terrae-triviale komp.
BCG) kompleks M. shimoidei
M. africanum M. scrofloceum M. gastri
M. microti M. xenopi M. nonchromogenicum
M. canetti M. szulgai M. paratuberculosis
M. malmoense B-Orta Hizda Ureyenler
M. simiae M. flavescens
M. genavense C-Hizh Ureyenler
M. marinum M. thermoresistible
M. ulcerans M. smegmatis
M. haemophilum M. vaccae
M. celatum M. phlei
M. parafortuitum kompleks

MTB, insanlardaki mikobakteriyel hastaliklarin en yaygin sebebidir ve klinik
onemi olan mikobakterilerden MTBK (M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum,
M.microti, M.conetti)’nin bir iiyesidir. Uzunlugu 1-4 pm eni 0.3-0.6 pm, ince ve
bazen hafifge kivrik, hareketsiz, spor olusturmayan, kapsiil igermeyen, aside direncli
comaklardir. Hasta orneklerinden hazirlanip boyanmis yaymalardaki mikroskobik
goruntdleri tek tek ya da ikili ve ti¢lii gruplar seklindedir (25, 34). Lowenstein Jensen
(LJ) veya Middlebrook besiyerinde 37 °C’de 14-28 ginliuk inkibasyon sonucunda
kolonilerin olugmasi ayirt edici bir 6zelligidir. %5-10 CO; igeren etlivde 37°C’de ve
pH 7’de iyi Urer. Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda 5-10 glinliik inkiibasyondan
sonra mikrokoloniler gdériinmeye baslar ve sarmal hale gelerek kord olustururlar.
Koloni goriintiisii R tipidir. Zorunlu aerop oldugu i¢in oksijen konsantrasyonunun
yiiksek oldugu dokulara yerlesmeyi sever(33). Olumsuz kosullarda bile dayanikli
(+4° C’de haftalarca, -70 °C’de yillarca) olup canli kalabilir (25, 35).

2.4. Tiiberkiilozun Laboratuvar Tanis1
2.4.1. Mikroskopi

Tan1 ve tedavi amaciyla yapilan mikroskobik inceleme hizli, basit ve
laboratuvar teshisinin temel tagini olusturan bir yontemdir (36). Mikobakteri cinsi,

hiicre duvarinda yiiksek miktarda lipid (mikolik asit) igermesi nedeniyle zor
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boyanan, bu nedenle geleneksel bakteri boyast olan Gram boyasi ile ¢cok zayif ya da
hi¢ boyanamayan bir bakteridir. Klinik 6rneklerde aside direngliligi tanimlamak igin
en yaygin kullanilanlar karbol fuksin (Ziehl-Neelsen ve Kinyoun) ve florokrom
(auromine O ya da auromine-rhodamine) boyamalardir (Sekil 3 A-B) (Tablo 4).
Florokrom boyamalar, karbol fuksin boyamalara gore daha kuclk objektif ile
degerlendirilmesine bagli olarak hiz ve duyarlilik artis1 saglamalar1 nedeniyle klinik
orneklerin incelenmesi icin dnerilmektedir. Asido-resistan boyama halen mikobakteri
tanimlamasinda en hizli yontemdir. Klinik ornekte mikobakteri bulundugunu
gosterir, tedavi altindaki hastanin izlenmesini de saglar. Ancak duyarliliginin ve
ozgiilliigiiniin diisiik olmas1 nedeniyle kiiltiiriin yerini almas1 miimkiin degildir (36,
37). Aside direngli bakteri (ARB) pozitifligi aktif akciger TB’si i¢in bulastiricilik
endeksi olarak kullanilir. Bununla birlikte, ARB negatif kiiltiir pozitif hastalardan da
bulagma riski mevcuttur. Diisiik kaliteli bir ARB performansi, izolasyon ve temas

izleme dnlemlerini olumsuz etkileyebilmektedir (36).

Mikroskopinin 6zgiilliigii yiiksek olmasina ragmen, duyarliligi 6rnegin tiirti
ve kalitesine, icerdigi bakteri miktarina, uygulanan homojenizasyon-
dekontaminasyon teknigine, yaymanin kalinligmma, uygulanan boyama tipine,
incelemeyi yapan kisinin tecriibesine gore degigsmektedir (23, 37). Yapilan farkli
calismalarda mikroskobik inceleme duyarliliginin 9%20-%85 arasinda degisebildigi
g6zlenmektedir (38, 39). Yayma yapilan 6rnegin 1 ml’sinde 5000-10000 basil olmasi
ARB pozitifligi icin yeterlidir. Direkt ya da islenmis (dekontaminasyon-
homojenizasyon-santrifiijleme yapilmis) 6rnekten, biri yedek olmak {izere iki adet
yayma hazirlanmalidir. Islem gérmiis drnekten pastdr pipeti yardimi ile 1-2 damla
almarak, lamin ortasina (1x2 cm) dairesel hareketlerle yayilmalidir. islem gérmemis
ornegin mukoid ve piiriilan kisimlarindan lamin ortasina (1x2 cm) dairesel hareketler
yapilarak preparat hazirlanir. Yaymalar Biyogiivenlik Kabini (BGK) i¢inde havada
ya da elektrikli preparat kurutucusunda 65-75°C’de en az 2 saat bekletilerek
kurutulur. Preparatlar boyama oncesinde alevden gecirme (3-4 kez) yoluyla lama
tespit edilir. Her ¢alismada yapilan boyamanin kontrolii i¢in bir pozitif (MTB H37Ra
ATCC 25177) ve bir negatif (Escherichia coli) yayma 6rnegi hazirlanmali, ilk 6nce

kontrol preparatlarinin incelemesi yapilmalidir (23).
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Otuz yedi ayr1 ¢alismanin toplam verilerini analiz eden kapsamli bir literatiir
taramasinda yayma pozitif olgularin ilk iki balgam 6rneginde pozitifliginin %95’ten
biiylik oldugu tespit edilmistir (40). Yayma pozitif olgularin ortalama %85.8'inde
birinci, olgularin %11.9'unda ikinci yayma ile pozitiflik bulunmustur. Ik iki balgam
ornegi negatifken, ii¢lincli bir numunenin test edilmesi sadece %3.1 oraninda ek
saptama saglamistir. Bu verilere dayanarak DSO, TB olgularinin taranmasi igin
incelenecek orneklerin sayisinin, is yiikiiniin ¢ok yiiksek oldugu ve insan
kaynaklarinin kisitli oldugu, iyi isleyen bir dis kalite giivence sisteminin bulundugu

yerlerde tigten, ikiye disiiriilebilecegini bildirmistir (41).

Floresans boyama, temel olarak Erlich Ziehl-Neelsen (EZN) boyama ile ayni
yaklasimi kullanir, ancak temel boya olan karbol fuksin, bir floresans boya ile
degistirilir.  Floresans yOnteminin avantaji, slaytlarin  diisiik  biiyiitmede
incelenebilmesidir. BOylece zaman birimi basina ¢ok daha biiyiik bir alanin
incelenmesine olanak saglamaktadir. Floresans mikroskopide, 151k mikroskobu ile 10

dakika boyunca incelenmesi gereken ayni alan iki dakika i¢inde incelenebilmektedir
(42).

Yaymanin EZN boyasiyla mikrobiyal muayenesi MTB’nin tespiti i¢in en
hizli yontem olmasina ragmen hassasiyeti diisiiktiir. Yaymada bakterinin
gorlilebilmesi icin balgamda ml basina en az 10,000 bakteri bulunmasi
gerekmektedir. Auramin boyama metodu, EZN boyamaya gore daha yiksek
hassasiyete sahip olmakla birlikte yanlis pozitiflik ihtimali mevcuttur. Mikroskopik
inceleme i¢in EZN ve auramine florokrom yonteminin karsilagtirildigi bir ¢alismada,
birinci grupta (n=150) auramin florokrom boyasinda tiim oOrnekler pozitif
bulunurken, EZN metodu ile sadece 1341 pozitif bulunmus ve 136 ornekte kiiltiir
pozitifligi saptanmistir. Ikinci grupta ise (n=100) tiim 6rnekler her iki boyama ile

negatif bulunmus 14'linde kiiltiirde pozitiflik gézlenmistir (43).

14



Tablo 4: Mikobakteri tanimlamasinda kullanilan farkli boyama yontemlerinin

szellikleri(23)

Karbol fuksin boyama Florokrom boyama
. Auramin O/Auramin-
EZN Kinyoun Rhodamin
©
§  Bazik fuksin %3 %3.3 Yok
‘%‘ Konsantrasyonu
Fenol Konsantrasyonu %4.5 %6.7 %3
Isitma Var Yok Yok
Renksizlestirme %3 asit alkol (Etanol+HCI) 9%0.5 asit alkol (Etanol+HCI)
Zemin Boyama Metilen Mavisi Potasyum Permanganat
Blyutme Isik Mikroskobunda x1000* Floresan mikroskobunda
= x250-x400
g Gordndm Mavi zeminde kirmizi/pembe  Karanlik zeminde sari/turuncu
S basil basil
= Géreceli duyarlilik Orta Diisiik Yiksek
= Goreceli 6zgulliik Yiiksek Orta Diigiik**

* %1000 buyitme = 100x objektif (vagly) X 10x okiiler
**  Yalanci pozitiflik olasiligi nedeniyle EZN ydntemiyle dogrulanmalidir.

Karbol fuksin ve florokrom boyama yontemleriyle boyanmis bir preparata

negatif diyebilmek icin; 151k mikroskobu ile en az 300 alan, floresan mikroskop ile

x250 blyitmede en az 30, x400 blyutmede en az 70 alan incelenmelidir (Tablo 5).

Florokrom boyama ile pozitifligi tespit edilmis yaymalarin sonucu, karbol fuksin

boyama yontemi ile de dogrulanmalidir (44).

A) B)

Sekil 3: A) Karbol fuksin boyama goriintiisi  B) Florokrom boyama goruntusi (1
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Tablo 5: Yayma degerlendirilmesi 6lgiitleri (23)

Goriilen ARB sayisi
Karbol fuksin boyama Florokrom boyama
x1000 x250 x400
Negatif 0 0 0

Siipheli, tekrar 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ >9/1 alan >90/1 alan >36/1 alan

Yayma inceleme sonuglarinin 24 saat i¢inde ilgili klinisyene bildirilmesi
gerekmektedir (23). Yayma sonucu derecesine gore ARB pozitifligi olarak
bildirilmelidir (1).

2.4.2. Kultur

Bakteriyolojik olarak TB tanisin1 koyabilmek i¢in, MTB nin kiiltiirde iretimi
altin standarttir. Hasta 6rneginin kiiltiirde {iremesi i¢in, 1 ml’sinde sadece 10 adet
canli basilin olmasi yeterlidir (23). Kultlr, mikroskopik incelemeden daha yiksek
duyarliliga sahip olmasinin yani sira, tiirlerin tanimlanmasini, ilag duyarliliginin
arasgtirtlmasini, tedavinin izlenmesini ve negatif kiiltiirlere dayanarak hastanin geri
kazanilmasin1 da saglamaktadir. Mikobakterilerin klinik 6rneklerden izolasyonunun
tyilestirilmesi i¢in kat1 bir kiiltlir ortaminin siv1 bir ortam ile birlikte kullanilmasi
Onerilmistir (45). BOlinme slresi 18-24 saate kadar uzayabilmesi nedeniyle
MTB’nin iiremesi olduk¢a yavastir. Mikobakterilerin liremeleri i¢in gliserol ve
asparajin igeren yumurta ve agar bazli kati besiyerlerine, serum ve sigir albiimini ile

zenginlestirilmis s1vi besiyerlerine ihtiyaci bulunmaktadir (Sekil 4-5) (24, 35).

MTB’nin koloni morfolojisini gbzlemleyebilmek icin bir kat1 besiyerine (LJ,
Ogawa, Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H11) ve duyarliligi arttirabilmek i¢in bir
siv1 besiyerine (Middlebrook 7H9, Bact/Alert 3D, MGIT 960, vb) ekim yapilmasi
onerilmektedir (Tablo 6) (46, 47). Kiiltiir islemlerinin tiimiindn, temiz alandan Kirli
alana dogru tek yonlii hava akimina ve saatte 6-12 kez temiz hava degisimi saglayan
mekanik havalandirma sistemine sahip odada ve biyolojik giivenlik diizeyi siif 2

olan BGK iginde yapilmasi gerekmektedir. (23).
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Sekil 4: Agar besiyerinde M. tuberculosis H37Ra (48)

Sekil 5: LJ besiyerinde M. tuberculosis H37Ra (49)

Kati1 besiyerinin avantaji (tUpte veya plakta) karisik Kkiiltiirlerin  ve
kontaminantlarin tespitine olanak saglamasidir. Yumurta bazli kati besiyerinin
baslica avantaji, bircok mikobakterinin iiremesini ve niyasin testine olanak
saglamasidir. Fakat besiyerinde kontaminasyon daha kolay gerceklesmektedir.
Yumurta bazli besiyerleri (LJ, Petragnani, ATS) igeriginde bulunan malasit yesilinin
kontaminant bakterilerin iiremesini engelleyici 0Ozelligi mevcuttur. Agar bazlh
besiyerinin baslica avantajlari, daha az kontaminasyon, daha erken ve daha kolay
gorulebilir ~ koloni  morfolojisidir. ~ Koloni ~ morfolojisi  mikobakterilerin
tanmimlanmasina yardimeidir. Izolasyon igin segici ve segici olmayan besiyerlerinin

her ikisinin de kullanilmas1 gerekmektedir. Segici besiyeri kontaminant bakteri veya
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mantarlarin iiremesini engellemek ic¢in bir veya birden ¢ok antimikrobiyal ajan
icermektedir (47). Kat1 veya sivi besiyerlerindeki inkiibasyon siireleri 6-8 hafta
arasindadir. Ancak yayma sonucu pozitif olan ve kiiltiirii negatif ¢ikan 6rnekler icin
bu siirenin uzatilmasi (4 hafta kadar) yararlidir. Kat1 besiyerlerinin, kontaminasyon
ve lireme takibi agisindan ilk hafta iki kez, sonra 8. haftaya kadar en az haftada bir
kez ireme agisindan kontrol edilmesi gerekmektedir (23). Mikobakterilerin
izolasyonu icin kullanilan besiyerlerinin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 7°de

gosterilmistir (23).

Tablo 6: Tiiberkiilozun izolasyonunda kullanilan kati (yumurta ve agar temelli) ve
s1v1 besiyerleri (23)

Kltar besiyerleri

Kati Sivi
Yumurta Bazli Agar Bazli Manuel Otomatize
Léwenstein Jensen Middlebrook 7H10 Middlebrook 7H9 Bact/Alert 3D
Ogawa Middlebrook 7H11 MGIT Manuel MGIT 960
Petragnani VersaTREK
American Thoracic Society

(ATS)

Tablo 7: Kiltir yontemlerinin 6zellikleri (23)

Yumurta temelli Agar temelli Sivi
Hazirlik Zahmetli Kolay Kolay
Raf 6mrii 6 ay 4 hafta Sisteme gore degisir
Besiyeri goruntimu Opak Seffaf Seffaf
Koloni morfolojisi Ayirt edilebilir Ayirt edilebilir Ayirt edilemez
Ortalama tireme suresi 21-42 giin 18-28 giin 7-14 gin
Sonuglandirma siiresi 8 hafta 6 hafta 6 hafta
Izolasyon sans1 Yiiksek Yiiksek Cok yiiksek
Maliyet Disiik Orta Orta-Y uksek

Klinik 6rneklerde mikobakterileri tespit etme siiresini azaltmak i¢in gesitli
manuel ve otomatik sistemler gelistirilmistir. Manuel yaklagimin 6rnekleri, iki fazh
Septi-Chek AFB (Becton Dickinson, Sparks, MD) ve MB-Redox (Biotest AG,
Dreieich, Almanya) sistemlerini icermektedir. Otomasyon ve bakteri reme tespit
yontemlerinde kaydedilen ilerlemeler, radyometrik BACTEC 460TB (Becton
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Dickinson), florometrik BACTEC MB9000 ve BACTEC MGIT (Mycobacteria
Growth Indicator Tube) 960 sistemlerinin (Becton Dickinson), karbondioksit
algilayan MB / BacT ALERT 3D Sistemi (Organon Teknika, Durham, NC) ve basing
algilayict ESP Kiiltiir Sistemi II (Trek Diagnostic Systems, Westlake, OH)’nin

gelistirilmesini saglamistir (46).

2.4.2.1 Bifazik kiltur sistemi

Septi-Chek AFB Sistem (BD BBL, Becton Dickinson Microbiology
Systems); kendi kendine yeten bir CO;, (%20) ortami olan bir bifazik besiyeridir
(Sekil 6). Bu besiyeri 20 ml Middlebrook 7H9 brot igeren kapakli sise ile her iki
yilizeyinde gémiilii kat1 kiiltlir besiyeri (bir ylizde Middlebrook 7H11, diger yiizde;
yarist modifiye LJ ve diger yarisi ¢ukulata agar) bulunan plastik bir tiipten
olugmaktadir. Plastik tiip ¢ikarilabilir vidali kapak ile sisenin bir ucuna
tutturulmustur. Bu besiyeri geleneksel agar ve sivi bazli sistemler ile
karsilastirilabilir duyarlilikta bulunmustur. Bu sistemde cukulata agarin bulunmasi
kontaminant bakterilerin es zamanli olarak goriintiilenmesi bakimindan avantaj

saglamaktadir (33).

Sekil 6: Septi-Chek bifazik kiiltiir sisesi (50)

19



Ekim yapilmadan 6nce Middlebrook 7H9 igerisine iiretici tarafindan saglanan
1 ml zenginlestirici eklenmektedir. Islenmis &rnekten 0.5 ml alinarak sivi besiyerine
ekilerek ardindan vidali kapakli ve kat1 kiiltiir besiyeri entegre edilmis plastik tiip s1v1
besiyerinin bulundugu kiiltiir sisesine takilarak sabitlenmektedir. Besiyeri hafifce ters
yiz edilerek, kati kiiltiir besiyerine ekim yapilmasi saglanmaktadir. Sistem dik
pozisyonda 35 °C’de inkibe edilmektedir. CO, saglayan inkiibator gerekli olmasa da
kullanilmas: da mumkindir. Her ¢ gunde bir agar yuzeyleri ve kiltir besiyerinde
iireme olup olmadig1 kontrol edilmektedir. Ureme yoksa agar besiyerinin tekrar
ekimi igin sisenin ters ¢evrilmesi gerekmektedir. Ureme goriiliirse agar yiizeyinden
ve Middlebrook 7H9’dan 0Ornek alinarak yayma hazirlanarak degerlendirme

yapilmasi gerekmektedir (33).

Dort farkli merkezde 3000 farkli klinik Ornegin degerlendirildigi bir
calismada Septi-Check sisteminin mikobakteri izole elde edilmesi oraninin LJ, 7H11
ve BACTEC brot’dan daha yiiksek oldugu bulunmustur ( 51). Bu sonucun, Septi-
Chek sisteminin bifazik dogasi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiis, sivi ortamda
cogalan bakterilerin agar besiyeri ile erken temas etmelerinin (sisenin ters
cevrilmesi) bakteri izolasyonu sansini arttirarak avantaj saglandigi bildirilmistir. LJ
ve 7H11 ile karsilastirildiginda Septi-Chek AFB Sisteminin MTB tespitinde ortalama
3, Mycobacterium avium kompleks (MAC) tespitinde 9 giin avantaj sagladig: tespit
edilmistir. BACTEC brot, Septi-Chek’e gbére, MTB tespiti icin 3, MAC tespiti i¢in
12 giin avantajli gibi goriinmesine ragmen, BACTEC brotta koloninin
gbzlenememesi nedeniyle son tanimlama zamani bakimindan iki sistem ig¢in esit
olarak degerlendirilmistir (51). Daha sonra yapilan bir ¢alismada da BACTEC 12A
siselerinde mikobakteri tiirlerinin iiremesi erken tespit edilmesine ragmen, Septi-
Chek daha erken koloni izolasyonu imkani saglamis ve iiremenin tespiti i¢in 6zel

ekipmanlara ihtiyag duyulmamistir (33).
2.4.2.2. Ureme kontrolli kiiltur sistemleri
2.4.2.2.1. BACTEC 460 TB sistemi (Becton Dickinson)

Bu sistemde palmitik asit (**C) iceren Middlebrook 7H9 (BACTEC 12B)
veya Middlebrook 7HI3 (BACTEC 13A) sivi besiyerleri kullanilmaktadir.

Mikobakterilerin *C isaretli palmitik asiti kullanmasi sonucu **CO, olusmakta,

20



isaretli gaz ¢ikist BACTEC 460 TB cihaz tarafindan izlenmektedir (Sekil 7). EKim
oncesi besiyerlerine OADC (Oleik asit-alblimin-dekstroz-katalaz) ve antibiyotik
karistmimin eklenmesi gerekmektedir. Orneklerin BACTEC 12B’ye ekim miktari
0.1-0.5 ml’dir. BACTEC 12B siseleri, alt1 hafta stiresince 35-37°C’de ve %5-10
COy’li ortamda inklbe edilmekte, ilk 2-3 hafta boyunca haftada 3 kez, sonraki
haftalarda ise haftada 1 kez BACTEC 460 TB cihaz1 ile degerlendirmeleri
yapilmaktadir (52).

Yari-otomatik radyometrik bir sistem olan BACTEC 460 TB, besiyerinde
radyoaktif madde kullanimi, hantal elle yiikleme ve bosaltma, igne batmasi
yaralanmalariin olas1 tehlikesi, ¢apraz kontaminasyon riski ve bilgisayarli veri
yonetiminin eksikligi ile ilgili problemleri iceren bazi iyi bilinen kisitlamalar
icermektedir (3). Bu nedenlerle yerini, radyometrik olmayan, tamamen otomatik,
stirekli izleme sistemi olan BACTEC 960/MGIT’a birakmustir (52).

Sekil 7: BACTEC 460 TB cihaz1 (53)

2.4.2.2.2. BACTEC mycobacteria growth indicator tube (MGIT) 960 sistemi

BACTEC MGIT 960 sistemi, kan haric her tir klinik 0Ornekte
mikobakterilerin hizli tespiti icin tasarlanmis olan otomatik algilama sistemlerinden
biridir (Sekil 8). Sistem, her tlpln dibinde silikonun icine gémulu floresan buyiume

gostergeli modifiye Middlebrook 7H9 ortami igeren bir kiiltiir tiipiinden olusur. Bu
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bilesik ¢Oziinmiis oksijen varligina karsi hassastir (46). Mikobakteri veya diger
mikroorganizmalar {iirediginde, oksijen kullanimi sonucunda UV ismlarma karsi
floresans olusmakta ve floresans miktar1 iireme endeksi olarak degerlendirilmektedir
(3, 33). Islenmis drneklerin ekiminden once besiyerine OADC (Oleik asit-alblimin-
dekstroz-katalaz) ile antibiyotik karisimi igeren PANTA (polymyxin B,
amphoterecin B, nalidixic acid, trimetropim, azlocilin) eklenmelidir. Islenmis
ornekten 0.5 ml MGIT’ a ekilerek hem inkiibasyon hem de tireme kontrolii saglayan
cihaza yiklenir. Bu cihazda tupler 37 °C’de sirekli olarak inkiibe edilir ve her 60
dakikada bir floresandaki artis acisindan izlenir. En az 42 giin (en ¢ok 56 giin)
boyunca negatif sonug veren ve iireme belirtisi gdstermeyen kiiltiir siseleri cihazdan

alinarak negatif olarak degerlendirilir ve atilmadan once sterilize edilir (54).

Otomatik MGIT sistemi, Kklinik 6rneklerden mikobakterilerin  geri
kazanilmasinda geleneksel LJ’ye gore daha iyi bir hassasiyet gosterse de, yapilan bir
calisma klinik olarak 6nemli Mycobacterium tiirlerinin yaklagik %10'unun tek basina
bu sistemin kullanimi ile kagirilacagini gostermistir. MGIT sistemi, ilave kati

ortamlarin ortadan kaldirilmasini garanti etmek icin heniiz yeterince hassas degildir
(46).

Bir ¢alismada klinik o6rneklerinden mikobakteri iiretilmesi i¢in BACTEC
MGIT 960 ve BACTEC 460 TB Sistemlerinin degerlendirilmesi yapilmistir. Sekiz
aylik bir siire zarfinda toplanan 2624 klinik 6rnek, BACTEC 460 TB sisteminde,
MGIT 960 sisteminde ve LJ ortaminda paralel olarak iglenmis ve 127 mikobakterinin
tiremesi olmustur. Elde edilen MTB izolatlarinin sayis1 57°dir. Kombine MTB
tiremesine bakildiginda BACTEC 460 TB+LJ 54 (%94.7) Greme, MGIT 960+LJ 54
(%94.7) ireme bulunmustur. TDM (n =70) i¢cin ise BACTEC 460 TB+LJ 64
(%91.4), MGIT 960+LJ 49 (%70.0) tireme bulunmustur. MGIT 960 sisteminde
yuksek kontaminasyon oranlari hastalar (kistik fibroz) ve malzeme tipi ile
iligkilendirilmistir. MGIT 960 sisteminde tespit siiresinin kisa oldugu bildirilmistir.
BACTEC 460 TB sistemine kiyasla yapilan cesitli ¢alismalarin sonuglari, MGIT 960
sisteminin, mikobakterilerin klinik 6rneklerden tiretilmesinde hizli, hassas ve etkili

bir yontem oldugunu gostermistir (55).
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Sekil 8: BACTEC™ MGIT™ 960 cihazi (Becton Dickinson) ve MGIT tiipti (1)

2.4.2.2.3. Versa TREK (ESP culture system II) sistemi

Versa TREK sistemi de BACTEC 960 benzeri bir inkiibator ve treme
algilayict sistem birlesimidir. Versa TREK, kiiltiir siselerinin yerlestirilmesi igin
uygun kuyucuklari bulunan bir dizi ¢ekmecelerden olugmaktadir. Kiiltiir siseleri
Middlebrook 7H9 brot ve Uremeyi kolaylastirict seliiloz bir siinger igermektedir.
Besiyeri, iireme ilavesi OADC ile zenginlestirilmistir. Ornek ekiminden &nce
antibiyotik karigimi eklenmelidir. Cihazdaki her kuyucuk, ekilmis kiiltiir sisesinin
plastik bir konnektor ile baglandigi bir sensor icermektedir. Versa TREK (ESP)
cithaz kiiltiir sisesindeki oksijen tiiketim hizin1 otomatik olarak takip ederek (her 24
dakikada bir) mikobakteriyel {iremeyi kontrol etmektedir. Bu bilgi, her sise i¢in bir
grafik (egri) iiretmek icin kullamlmaktadir. I¢ algoritmalar bu degisiklikleri analiz
etmekte ve uygun oldugunda pozitif kiiltiir sinyali vermektedir. Pozitif kiiltiir
siselerinden preparat hazirlanarak EZN boyama yapilmalidir. Tim klinik 6rnek
tipleri (kan ve kemik iligi Ornekleri de dahil) Versa TREK sistemi ile
caligilabilmektedir(Sekil 9). Kan 0Orneklerinin izolator tip ya da etilen diamin

tetraasetik asit (EDTA)’li tiipte alinarak isleme sokulmasi 6nerilmektedir (33).
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VersaTrek sistemi ve BACTEC MGIT 960 sisteminin karsilagtirildigi bir
calismada kiiltlir pozitiflik oranlart hem VersaTrek hem de BACTEC MGIT 960
sistemleri icin % 4 (2/50) olarak tespit edilmis, sistemler arasinda kontaminasyon

orani bakimindan anlamli bir fark bulunmamaistir(3).

Sekil 9: VersaTREK®system ve VersaTREK® kiiltiir sisesi (1)

2.4.3. Mikobakteri tlr ayrim

MTB’nin kati besiyerinde R tipi (diizensiz), kuru, devetliyli renginde ve
pigmentsiz koloni morfolojisi, sivi kiiltir ARB boyamasinda kord faktoriiniin
goriilmesi gibi fenotipik ilireme Ozellikleri 6n tanimlayici olsa da MTB’nin
tanimlanmast i¢in yeterli degildir. Kat1 veya sivi besiyerlerinde iireyen
mikobakterilerin ayrimi i¢in fenotipik (Ureme 6zellikleri, biyokimyasal testler, HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), genotipik (PZR, ters hibridizasyon
testleri) ve imminokromotografik yontemler bulunmaktadir. Biyokimyasal testler
(katalaz, niasin, nitrat indirgenme testleri) zahmetli, zaman alic1 ve degerlendirmesi

giic oldugu i¢in mikobakterilerin ayriminda tercih edilmemektedir. Giiniimiizde daha

¢ok farkli genotipik ve immiinokromotografik yontemler kullanilmaktadir (23).
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2.4.3.1. Immiinokromotografik yontemler

MTB ve TDM ayrimimin saglanmast i¢cin BD (Becton Dickinson, ABD)
tarafindan anti-MPT64 antikorlar1 kullanilarak 15 dakika kadar kisa bir siirede sonug
veren basit bir immunokromatografik analiz testi gelistirmistir. Bu amagla siv1 kiiltiir
ortamindan alinan 100 pl 6rnek, herhangi bagka bir islem gerekmeden dogrudan
numune kuyucuguna uygulanmaktadir. Agarda iireyen bakteriler i¢in ii¢ veya dort
koloni kat1 kiiltiir ortamindan alinarak 300 ul 6zltleme tamponu igerisinde stispanse
edilmekte, daha sonra numune kuyucuguna 100 pl siispansiyon eklenmektedir. Test
(T) bolgesinde ve kontrol (C) bolgesinde iki pembe-kirmizi ¢izginin gérinmesi MTB
icin pozitif bir sonug gosterirken, yalnizca C bolgesinde ¢izginin varlift MTB igin
negatif bir sonuc¢ gostermektedir. C bolgesi test yapildiktan 15 dakika sonra
gorinmiyorsa, sonu¢ gecersiz kabul edilmeli ve test tekrar edilmelidir. Herhangi bir

yogunlukta bir renk ¢izgisinin, pozitif bir reaksiyon olarak okunmasi dnerilmektedir
(Sekil 10-11) (56, 57).

Sekil 10: BACTEC BD ile MTB ile tanimlanma testi (56)
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Controlb :
Testband

A B i

Sekil 11: MPT64 ICA kiti ile MTB tanimlanmasi (57)

2.4.4. Tla¢ duyarhilik testi

DSQO'ye gore, TB ilag direnci kiiresel bir sorundur. Diinyada CID-TB
izolatlarinin artan oranlar1 ve YID-TB'nin ortaya ¢ikmasi gdz oniine alindiginda,
MTB’nin IDT i¢in hizl1 ve dogru ydéntemlerin gelistirilmesi kiiresel bir éncelik olarak
kabul edilmektedir (58). IDT nin, tiim ilk mikobakteri TB izolatlarinda ve niiks ya da
tekrar tedavi olgularinda, birincil ilag direncinden siiphelenildiginde yapilmasi
gerekmektedir. Pek ¢ok iilkede, CID olarak tanimlanan INH ve RIF’e kars1 direng
artmaktadir. Bu olgular uygun sekilde tedavi edilmezse, YID olarak tanimlanan ve
florokinolonlarin yanisira enjekte edilebilir aminoglikozitler gibi diger ilaglara da
direngli olan suslar gelisebilmektedir. ilaca direngli vakalarin daha iyi yonetimi ve
etkin tedavinin recete edilebilmesi icin erken direnc tespiti son derece énemlidir.
Hizli IDT’ler, CID/YID TB'min saptanmasinda ve kontroliinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (59).

Kati agara dayali IDT’ler kati agar ve yumurta bazli LJ besiyerlerinde
proporsiyon yontemi ile test edilmektedir. Bu yontemin amaci, test edilen izolatin
belli bir antibiyotige kars1 %1 veya daha yiksek orandaki direng kriterini (kritik
konsantrasyon) belirlemektir. ~Agar proporsiyon metodu, yavas iireyen
mikobakterilerin (6rn: MTB, M. kansasii), dogrudan dekontamine edilmis yayma

pozitif balgam 6rneginden veya dolayli olarak saf bir kiiltiirden, ilag duyarliliklarinin
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belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Agar besiyeri, 4 kadranli plaklara konulmakta, bu
kadranlardan birini ila¢ icermeyen kontrol besiyeri olusturmakta, diger kadranlar ise
farkli konsantrasyonlarda antimikrobiyal ilag igermektedir. Birincil ilaglar olan INH,
EMB ve RIF test icin yaygin olarak secilmektedir. PZA bu yontemle test
edilememektedir (47).

Otomatik sistemlerde de, iiremis sivi besiyerinde proporsiyon yontemi baz
alinmaktadir. Sivi brot sistemleri ana primer ilaglara (INH, RIF, EMB ve bazen de
PZA) duyarliligin test edilmesini saglmaktadir. MGIT (Becton Dickinson) sistemi
icin, homojen bir TB suspansiyonu ile inokilasyon ve 37° C'de inkiibasyondan
sonra, ilact igeren tiliplerin floresansi, ilag igermeyen kontrol tiipi ile
karsilastirilmaktadir. BACTEC MGIT 960 cihazini kullanilirken, ilact i¢eren tiipiin
ve tlireme kontrol tiipliniin nispi iiremesinin oram1 yazilim algoritmalar1 ile
belirlenmektedir. Ilag igeren tiipteki {ireme, kontrol tiipiine esit veya ondan daha fazla
oldugunda bakteri o ilaca direncli olarak bildirilmektedir. VersaTREK sistemi (Trek
Diagnostic Systems Inc.), kapal1 bir sisede sivi ortamin tistiindeki boslugun basing
degisikliklerini tespit ederek mikobakteriyel Uremeyi tespit etmektedir. Tespit siresi,
kontrol sigesinin pozitif hale geldigi zaman ile ayn1 veya ona gore en fazla 3 giin
icinde olmasi1 durumunda, izolat test edilen ilaca direncli olarak kabul edilmektedir
(60). Birinci basamak ilag duyarlilik testleri icin otomatik BACTEC MGIT 960
Sistemi ile VersaTREK Sisteminin degerlendirilmesi yapilmistir. Toplam 67 susun
degerlendirildigi ¢alismada VersaTREK sisteminin MTB IDT’deki giivenilirligi
BACTEC MGIT 960 sistemi ile elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda %98.5

olarak bulunmustur (61).

Dogrudan IDT, ilag igeren besiyerinin, direncli MTB suslarinin oranmi veya
yiizdesini belirlemek i¢in yalnizca ARB pozitif olan islenmis balgam ornekleri ile
ekilmesine dayanmaktadir (23). BACTEC MGIT 960 sistemini kullanarak CiD’in
hizli tespiti icin yapilan bir calismada dogrudan IDT ile elde edilen sonuglar, bu
yaklasimla dogruluk ve zaman tasarrufu saglamak icin dolayl IDT ile elde edilen
sonuglarla karsilastirilmistir. Ug farkli iilkede, dort farkli merkezde dogrudan IDT
icin olusturulan toplam 360 yayma pozitif balgam Orneginden 307 (% 85)’si
raporlanabilir sonuglar vermistir. Dogrudan IDT igin ortalama raporlama siiresi 11

guin (10 -12 giin) olarak belirlenmistir. Bir kiiltiirii izole etme ve IDT gerceklestirme
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zamanini igeren bu siire dolayli IDT'ye kiyasla ortalama 8 giin zaman tasarrufu (6-9
giin) saglamistir. Direkt IDT sonuglar1 dolayli IDT sonuglari ile karsilastirildiginda,
INH ile % 95.1, RIF ile % 96.1 oraninda uyum tespit edilmistir. Bu bulgular
BACTEC MGIT 960 sistemli dogrudan IDT'nin daha fazla zaman tasarrufu
sagladigini ve CID vakalarini giivenilir bir sekilde saptamanin hizli bir yontemi

oldugunu gostermistir (59).

LJ ortamini kullanan kiiltiire dayali proporsiyon yontemi, uzun zamandan beri
yaygin olarak kullanilan DSO tarafindan énerilen bir yontemdir. Bu tiir kat1 veya yari
kat1 bazli IDT yontemleri, sonucun 6. haftada okumasini gerektiren, ilaca direng
tespitini geciktirebilen yavas yontemlerdir. Bu olumsuzluklar, siv1 kiiltiir sistemleri
ve molekiler prob analizleri dahil olmak iizere daha yeni IDT metodolojilerinin

gelistirilmesine yol agmustir (58).
2.4.5. Molekduler tam ve ilag direnci

Molekiiler testler yeni olmamakla birlikte diisiik ve orta gelirli lilkelerde, hizli
nikleik asit amplifikasyon testinin (NAAT) TB icin kullanimi, bu iilkelere girisi
DSO onayina kadar siirl kalmistir (62). Molekiiler tam araclarinin mevcudiyeti ile
hizli1 TB teshisi ve ilag direncinin tespiti son yillarda dnemli iyilesmeler saglamistir
(Tablo 8). CDC kilavuzlarinin 2009 yilindaki yayminda, TB siiphesi olan kisilerde
TB tanisim1 koymaya yardimci olmak igin standart uygulama olarak NAAT’nin
kullanilmasimi 6nermistir. Yayma mikroskopisinin performansini asan molekiiler
yontemler, yayma negatif hastalar icin bile hizli bir sekilde TB teshisi ve/veya ilag
direncinin saptanmasini saglamaktadir. TB’nin endemik boélgelerde eskiye gore daha
makul fiyatlarda mevcut oldugundan, molekiiler testler uygun maliyetli ve teknik

olarak diinya ¢apinda uygulanabilir hale gelmistir (63).
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Tablo 8: Mycobacterium tuberculosis'te ilag direncinin tespiti icin molekiler
yontemler (63)
Cepheid HAIN Pyrosequencinga Sanger
GeneXpert MTB/RIF | MTBDRplus & (Laboratuvarda Gelistirilen, | Sequencinga
MTBDRslI Ticari Olmayan Testler) (Laboratuvarda
Gelistirililen,
Ticari Olmayan
Testler)
Metodoloji Gergek zamanli PZR PZR PZR PZR Sanger
Molekiiler igaretgi LIPA pirosekanslanma siralama
problari

Ornek tirleri

1. Dogrudan numune

1. Yayma pozitif,

1. Konsantre numune

1. Konsantre

2. Konsantre drnek konsantre 2. Kultar numune
pulmoner 6rnek 2. Kltdr
2. Kiltur
Test siiresi 2 saat 6-7 saat 5-6 saat 1-2 giin
Tag testine RIF INH, RIF, EMB, fQs, | INH, RIF, EMB, fQs, INH, RIF, EMB,
uygunlugu AMK, CAP, KAN AMK, CAP, KAN fQs, AMK, CAP,
Diger ilaglar KAN, PZA
Diger ilaglar
Sonuclar 1.Mutasyon tespit 1.Mutasyon tespit Sekanslar verilir Sekanslar verilir
edildi veya edilmedi edildi veya edilmedi
2.Sekans verilmez 2.Birkag yaygin
mutasyon sekansini
verir
Metodoloji 1. Karigik 1. Karigik 1. Min6r populasyonu Minér
Sinirlamalari popiilasyonu tespit popiilasyonu tespit <%30 ise karigik poptlasyonu
etmek zordur. etmek zordur. popiilasyon tespit <%30 ise karisik
2. Sessiz mutasyonlar | 2. Sessiz mutasyonlar | edilemeyebilir. popilasyon tespit
ve direng saglamayan | ve direng saglamayan | 2. Yaygin olarak dagilmig edilemeyebilir.
mutasyonlar yanlig mutasyonlar yanlig mutasyonlart tespit etmek
direng yorumlamasina | diren¢ yorumlamasina | i¢in uygun degildir
neden olur. neden olur.
Avantajlar1 1.Uygulama siiresinin | Diisiik ekipman 1.Kullanicilar bir 1.Kullanicilar bir
kisa olmasi maliyeti mutasyonun direngle mutasyonun
2. Uygulanmasi kolay iliskisini degerlendirebilir direngle iligkisini
3. Yerine getirilmesi 2. Oldukga genis degerlendirebilir
kolay uygulanabilirlik 2. Genis
4. Tedavi noktasinda 3. Karigik popiilasyonu uygulanabilirlik
uygulanabilir tespit etmek mimkiin 3. Karisik

popilasyonu
tespit etmek
mimkiin

? Pyrosequencing veya Sanger siralama teknolojilerini kullanan analizler laboratuvarda gelistirilen testlerdir.
Performans ézellikleri degisebilir. Laboratuarlar, solunum numuneleriyle simirli olmayan c¢esitli kaynaklardan
numunelerin test edilmesi igin kend: testlerini dogrulayabilir.
® NALC-NaOH ile konsantre edilmis klinik Grnekler uygundur. Yayma negatif Grnekler test edilebilir, ancak duyarlilik
yayma pozitif numunelerdekinden daha diisiiktiir.

DSO, 2008 yilinda, iki ana birinci basamak TB ilac1 olan INH ve RIF'e kars1

direnci saptamak ic¢in hizli ters hibridizasyon testi (LPA)’nin kullanilmasini

onaylamistir. Genotype MTBDRplus (Nipro Corporation, Osaka, Japonya) ve NTM
+ MDRTB Detection Kit 2 (Hain Lifesciences, Nehren, Almanya), testleri PZR ile

cogaltilmis MTB DNA fragmanlarinin 6zgiil problara baglanmasini tespit ederek ilag

direnci mutasyonlarini tanimlamaktadir. 2008 yilinda DSO, yayma pozitif drneklerde

INH ve RIF direncinin hizli tespiti i¢cin Genotip MTBDRplus testinin Versiyon 1'in
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kullanimini onaylamustir. DSO, 2015 yilinda GenoType MTBDRplus Siiriim 2 ve
Nipro Corporation NTM + MDRTB Tespit Kiti 2'nin onaylandigi LPA politikasinin
bir giincellemesini yaymlamistir. Her iki test de, TB'yi tespit etmek ve yayma pozitif
balgam Orneklerinden veya kiiltiirden tiiretilmis izolatlardan RIF ve INH'ye direng
saglayan genotip alelleri belirlemek i¢in kullanilabilmektedir. LPA'larin ii¢linciil ya
da referans laboratuvarlarinda kullanilmas1 amaglanmistir. DSO, 2010 yilinda, Xpert
MTB / RIF (Cepheid Inc, Sunnyvale, CA, ABD) kullanimin1 onaylamistir. Kartus
tabanli olan bu test MTB’yi 90 dakika i¢inde yiiksek dogrulukla saptayabilmekte ve
ayni zamanda minimum operatér bagimliligiyla dogrudan klinik 6rneklerden RIF
direncini tespit edebilme imkan1 saglamaktadir. DSO, Xpert MTB / RIF'in, CID-TB
veya HIV ile iligskili TB oldugundan siiphelenilen yetigskinlerde ve ¢ocuklarda

konvansiyonel mikroskopi, kiiltiir ve IDT yerine kullanilmasini énermektedir (62) .

DSO, 2016 yilinda ¢iplak gozle gorsellestirilebilecek bir sonug iireten
izotermal bir amplifikasyon islemi kullanan TB-LAMP (loop-mediated isothermal
amplification) testinin kullanimini onaylamistir (64). Bu test DNA’y1 ¢ok hizli bir
sekilde ¢ogaltan (bir saatten az bir siirede), oldukca yeni bir teknige dayanan bir test
olup sonuclart bulanikliga, renge ve floresansa dayanmakta, kolay sonug
degerlendirme imkani ile ¢ok az alt yap1 gerektirmektedir. DSO, TB-LAMP'm, TB
belirtileri ve semptomlart olan yetigskinlerde pulmoner TB teshisinde mikroskopi
yerine kullanilmasini 6nermektedir. Yetiskinlerde mikroskopiye ek test olarak kabul
edilebilmektedir (65). Fakat, pulmoner TB belirtileri ve semptomlart varliginda
Ozellikle de yayma negatif balgam 6rneklerin test edilmesi gerektiginde bu yontemin
donanimli laboratuvarlar disinda uygulanmasi i¢in uygun olmayan c¢esitli manuel
adimlara sahip olmas1 gibi kisitliliklar1 mevcuttur. Ayrica IDT eksikligi, bu yontemin

CID-TB prevalansinin yiiksek oldugu bolgelerde uygulanmasimi zorlastirmaktadir
(63).

Referans laboratuvar diizeyinde genisletilmis IDT igin, DSO yakin zamanda
ikinci diizey LPA'larin kullanilmasimmi onaylamistir (64). Bu sekilde, MTBDRsl
versiyon 2.0 ile, florokinolon ve ikinci sira enjekte edilebilir ilaclarla iliskili
mutasyonlarin tespit edilebilmesi miimkiin olmaktadir. Béylece, 6zellikle bedaquilin
ve delamanid gibi yeni TB ilaglarinin kullanimi ile ve son zamanlarda DSO'niin

onayladig1 kisa CID rejiminin baslatilmas: ile ilgili énemli avantaj elde edilmistir
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(65). Bir defa RIF direngli TB veya CID-TB teshisi konulduktan sonra, ikincil
ilaglara ek direnci tespit etmek icin ikincil LPA kullanilabilmektedir. Onaylanmis
RIF direngli TB veya CID-TB'si olan hastalar icin, DSO, florokinolonlara ve ikinci
secenek enjekte edilebilir ilaglara olan direnci tespit etmek i¢in fenotipik kiiltiir esasl
IDT yerine, ilk test olarak MTBDRsI'nin kullanilmasin1 énermektedir (66).

2.4.5.1. ilag direnci mekanizmalari ve iliskili genler

Zhang ve ark. 1992 yilinda, katalaz-peroksidazi kodlayan katG’deki
mutasyonlarin, INH direnci ile iligkili oldugunu kanitlamistir (67). O zamandan beri,
ila¢ direncinin molekiler olarak anlagilmasina yonelik birgok calisma yapilmistir.
Kiiltiirde iireme sart1 olmadan dogrudan klinik 6rnekler iizerinde gergeklestirilebilen
molekiiler IDT ler ile 5nemli bir gelisme elde edilmistir. MTBK ilag direnci ve klinik
izolatlarda bulunan en baskin mutasyonlarla iligkili genlerinin kisa 6zeti Tablo 9’da
sunulmustur. Her ne kadar ilag direnci ile ilgili ana genler tanimlanmis olsa da, tlim
ila¢ direnclerinin saptanmasi i¢in %100 duyarlilik heniiz miimkiin degildir. Genetik
olarak belirlenen direncin fenotipik ifadesinin bulunmamas1 nedeniyle, fenotipik IDT
yontemleri ile alinan sonuglar ile molekiiler IDT yontemleri ile alinan sonuglar
arasinda uyumsuzluk olabilmektedir. Hekimlere dogru ilag duyarliligi sonuglari
sunmak icin fenotipik IDT, molekiiler IDT sonuglarinin dogrulanmas ve molekiiler
IDT’nin heniiz uygulanmadig1 ilaglarin test edilmesinde ve minimal inhibitdr

konsantrasyon (MIK) belirlenmesinde hala énemli bir rol oynamaktadir (63).

31



Tablo 9: Mycobacterium tuberculosis'te ilag direnci ile iliskili genler ve mutasyonlar
(63)

ilac Gen Mutasyonlar Yorumlar

I1zoniazid katG AGC315ACC En sik goriilen mutasyon, yiiksek seviye INH direnci ile
(INH) iligkili

Kodondaki diger baz1 mutasyonlar

315: ACA, AAC, ATC, ACT, GGC

inhA -15CIT Genellikle diigiik seviye INH direnci ve etiyonamid
promoter direnci ile iligkilendirilir

Diger baz1 mutasyonlar:

-8T/C, -8T/

A, -8T/G, -9G/T, -16A/G, -17GIT

ahpC -12G/IA KatG mutasyonlarina karsi telafi edici; yiiksek INH
promoter direncli izolatlarda bulunur

Diger baz1 mutasyonlar: -6C/T, -9C/T,

-10G/A, -10G/T

Rifampin rpoB TCG531TTG MDR TB'de en sik goriilen mutasyon

(RIF) RIF ve RFB direnci ile iligkili
HAIN tarafindan tespit edilebilir, tanimlanir
GeneXpert'in Probu E ile tespit edilebilir ama
tanimlanmaz

CAC526TAC RIF ve RFB direnci ile iligkili

CAC526GAC HAIN tarafindan tespit edilebilir, tanimlanir
GeneXpert'in Probu D ile tespit edilebilir ama
tanimlanmaz

GAC516GTC Genellikle RIF direnci ile ancak RFB duyarlilig ile
iliskilidir.
HAIN tarafindan tespit edilebilir, tanimlanir
GeneXpert'in Probu B ile tespit edilebilir ama
tanimlanmaz

Sessiz mutasyon:

TTCS14TTT En sik sessiz mutasyon
RIF veya RFB direnci ile iligkili degil.
Yanlislikla, prob yontemleri ile RIF-direng olarak
yorumlanir
HAIN tarafindan tespit edilebilir, WT3 eksiktir, ama
tanimlanmaz
GeneXpert'in Probu B ile tespit edilebilir ama
tanimlanmaz
Yanlishikla “RIF direnci tespit edildi” seklinde raporlanir

Etambutol embB ATG306GTG EMB direnci ile iligkili en sik gériilen mutasyon
(EMB) Kodondaki diger baz1 mutasyonlar
306: CTG, ATA, ACG, ATT, TTG
EmbB'deki tiim mutasyonlar EMB direnciyle iligkili
degildir

Pirazinamid  pncA Baskin mutasyon  Gen ve promotdr boyunca dagilmis
(PZA) yok Tiim mutasyonlar PZA direnci ile iligkili degildir

32



Tablo 9: Mycobacterium tuberculosis'te ilag direnci ile iliskili genler ve mutasyonlar
(devam) (63)

ilac Gen Mutasyonlar Yorumlar
Kinolonlar gyrA GAC94GGC En sik goriilen mutasyon, genellikle
MOX MIC >1 pg/mL.
MiK<=2 pg/mL'den ise MOX hala klinik etkinlige
sahip olabilir; dozu artirmak gerekebilir.
Kodon 94'teki diger bazi mutasyonlar: TAC, CAC,
GCC, AAC
Diger baz1 mutasyonlar: TCG91CCG;
GGC88GCC, GGC88TGC

GCG90GTG Sik bir mutasyondur. Genellikle MOX MIC <=1 pg/mL.
MOX hala klinik etkinlige sahip olabilir.
Amikasin Rrs 1401A/G En yaygin mutasyon; AMK direnci ile iligkili
(AMK)

1402CIT Genellikle AMK direnci ile iligkili degildir.

1484G/T AMK direnci ile iligkili
Kapreomisin Rrs 1401A/G En yaygin mutasyon; genellikle CAP direnci ile
(CAP) iliskilidir.
Diger bazi1 mutasyonlar: 1402C/T,
1484G/T
tlyA Baskin mutasyon ~ Mutasyonlar gen boyunca yaygin olarak dagilir.
yok Baz1 mutasyonlar CAP direnci ile yiiksek oranda
iligkilidir: GGG196GAG, Niikleotid 202'de GC
yerlestirme, 755 niikleotidinde GT eklenmesi.
Kanamisin Rrs 1401A/G En yaygin mutasyon. KAN direnci ile iliskili.
(KAN) Diger baz1 mutasyonlar: 1402C/T,
1484G/T

eis -10G/A KAN direnci ile yiiksek oranda iligkili
Diger baz1 mutasyonlar: -14C/T, -37G/T
promotor

Bedaquiline atpE Adenozin trifosfat sentaz C halkasindaki mutasyonlar
(BDQ) BDQ direnci ile iligkili olabilir

MOX, moxifloxacin; RFB, rifabutin. HAIN, GenoType MTBDRplus testini ifade eder. GeneXpert, MTB/RIF
testine karsilik gelir.

2.4.5.2. Izoniazid

INH’nin diren¢ mekanizmalarinin genetik anlayist hala gelismektedir.
KatG’deki mutasyonlar inhA ve ahpC promotorleri, INH direnci ile iligkili
bulunmustur. Bu mutasyonlar, ABD’de tespit edilen INH direngli izolatlarin %85 ila
%90’1m1 olusturmaktadir. Bu bolgelerde mutasyondan yoksun INH direngli izolatlar
olmasina ragmen, ABD’nin geneli i¢in, INH diren¢ oran1 %10 veya daha diisiikken,
katG veya inhA promotoriinde tespit edilmis bir mutasyon olmadiginda, INH
duyarlilig i¢in 6ngorii degerleri %98 veya daha yiiksek bulunmaktadir. Bu bulgu,
katG veya inhA promotoriniin INH direncinin saptanmasi amaciyla molekiiler
IDT’lerinde kullanilmas1 bakimindan yiiksek giiven olusturmustur. INH’ye direngli

suslardaki mutasyonlarin prevalansinin genellikle cografik olarak bagimli olmasi
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dikkat cekicidir. Rusya gibi bazi iilkelerde, katG 315ACC mutasyonu olduk¢a yaygin
olup INH’ye direngli suslarin %94’{inii olusturabilmektedir. Bu mutasyonu tespit
edebilen testler, bu iilkelerde INH diren¢ saptamasi i¢cin ABD’de oldugundan daha
yiiksek hassasiyet saglamaktadir. InhA promotdriindeki mutasyonlar genellikle

diisiik seviyeli INH direnci ve es zamanl etiyonamid direnci ile iligkilidir (68).
2.4.5.3. Rifampin ve rifabutin

RIF direncini belirleyen bolgede (RRDR) mevcut olan mutasyonlari
degerlendirmek i¢in molekiiler IDT kullanilmas1, RIF’e direncin tespiti igin yiiksek
hassasiyete ve dzgiilliige sahiptir. RIF’e direngli suslarin %95’den fazlast RRDR’de
mutasyonlara sahiptir. Fakat burada bulunan mutasyonlarin hepsi esit degildir. RIF
direncinin seviyesi ¢esitli mutasyonlarla degisebilmektedir (63). CID TB'de bulunan
en yaygin mutasyonlar, yliksek seviyeli RIF direnci ve rifabutin (RFB) direnci ile
iligkili olan TCG531TTG, CAC526GAC ve CAC526TAC'dir. Bununla birlikte,
GACS516GTC veya CAC526CTC gibi diger mutasyonlar, RIF'e direncli fakat
RFB'ye duyarllikla iliskili olabilmektedir (69). Son yayinlar fenotipik olarak RIF’e
duyarl olup belirli rpoB mutasyonlarina sahip suslar1 tasiyan kisilerde tekrarlayan
enfeksiyonlar olabilecegini gostermektedir. Bu bulgu, mevcut RIF kritik
konsantrasyonunun g0zden gecirilmesi  gerektigini  diisiindiirmektedir  (70).
Molekiiler IDT performansini karakterize etmek icin bir standart olarak kiiltiir IDT
kullaniminin gegerliligi de sorgulanmaktadir. Bununla birlikte tedavi basarisizliginin
nedenleri ¢ok yonliidiir. TB hastaliginin yogunlugu, altta yatan hastaliklarin varlig
(diyabet, HIV veya diger durumlar), beslenme durumu, gastrointestinal sistemden
ilag emilim etkinligi, hastanin tedaviye bagliligi, TB ilaclarinin kalitesi gibi
durumlarin tedavi basarisizliklarini arastirirken degerlendirilmesi 6nerilmektedir
(63).

2.4.5.4. Etambutol

EMB direnci genetik diizeyde tam olarak anlagilamamistir. Yapilan
caligmalar embB'deki mutasyonlarin siklikla EMB direnci ile iliskili oldugunu
gostermistir. EMB direngli izolatlarda en sik 306, 319, 354 ve 406 kodonlarda
gelisen mutasyonlar belirlemistir. Bunlar arasinda en sik tespit edilen ATG306GTG
mutasyonudur. EmbB’ deki diger mutasyonlarda EMB direnci saglayabilmekte,
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ancak 100°den fazla kodonun iizerine yayildiklarindan, prob tabanli veya segmentli
sekanslama yontemleri kullanarak maliyeti etkin bir sekilde tespit edilmeleri kolay
olmamaktadir. EmbB ‘deki mutasyonlarin EMB direncinin saptanmasi igin
duyarliligi %60-%80 ve ozgilligii %93-%100 olarak bildirilmektedir (5). EMB
direncinin molekiiler tespitinin, diger ilaglara diren¢ mutasyonlarinin tespit edildigi
durumlarda refleks test olarak diisliniilmesi Onerilmektedir. Boylece elde edilen
sonuglar, EMB’nin tedavi rejiminde tutulmasi gerekip gerekmedigine iliskin klinik

kararlar1 biiyiik 6l¢lde etkileyebilmektedir (63).
2.4.5.5. Pirazinamid

PncA'daki mutasyonlar siklikla PZA direnci ile iliskili bulunmustur (5, 63).
Bu mutasyonlarin, gen ve promotdr bolgesi i¢inde yayginlik géstermeleri nedeniyle,
prob bazli metotlar veya kisa segment sekanslama yontemleri ile tespit edilmeleri zor
ve maliyeti uygun degildir. PZA mutasyonlarinin belirlenmesi i¢in uzun gen
dizilerini siralayabilen Sanger yontemi veya yeni nesil dizileme yontemleri daha
uygun bulunmustur. Bu sekans bazli yontemlerle mutasyon kimliginin ortaya
cikarilmasimnin, pncA sonuglarmin dogru yorumlanmasi i¢in 6nemli oldugu
belirtilmektedir. Bazi mutasyonlar PZA direnci vermemekle birlikte, MIK cesitli
mutasyonlarla 6nemli 6l¢iide degismektedir (63). CDC'de yapilan bir ¢alismada,
pncA geninin ve promotdr bolgesinin dizilenmesiyle PZA direncinin saptanmasina

yonelik duyarliligin % 85.8 ve 6zgiilliigiin % 84.6 oldugunu gostermistir (5).
2.4.5.6. Florokinolonlar

Ofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin ve diger florokinolonlar, TB'yi
tedavi etmek icin ikinci basamak ilag olarak kullanilmaktadir. GyrA'nin kinolon
direncini belirleyen bolgede (QRDR) tespit edilen mutasyonlar genellikle kinolon
direnciyle iliskilendirilmektedir. En yaygin mutasyonlarin GAC94GGC ve
GCGI90GTG oldugu belirlenmistir. QRDR'deki mutasyonlar farkli direng
seviyelerine neden olabilmekte, GAC94GGC mutasyonuna sahip izolatlar genellikle
GCG90GTG mutasyonuna sahip olanlardan daha yiiksek MIK degerleri
sergilemektedir. Moksifloksasin’in diger eski nesil florokinolonlardan daha etkili
oldugu bildirilmektedir. Her bir mutasyon i¢in MIK araliklarinin olusturulmasinin

direng seviyesinin tahmin edilmesinde yardimci olacagi bildirilmektedir (62).
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Florokinolon direncinin saptamasimnin LPA (HAIN), pyrosequencing veya Sanger
dizilimi ile hassasiyetinin % 80 oran ile orta aralikta ve 6zgilligi % 100'e yakin

oldugu belirtilmektedir (5, 63).
2.4.5.7. Enjekte edilebilir ilaclar

Rrs'deki mutasyonlarin genellikle enjekte edilebilir ilaglara, amikasin (AMK),
kapreomisin (CAP) ve kanamisine (KAN) direngle iligkili oldugu belirtilmektedir.
En yaygin mutasyon 1401 A / G mutasyonudur. Bu mutasyonun AMK ve KAN
direnci ile iligkisi % 100 civarinda iken, CAP direnci ile iligkisi degiskendir. Bu
ilaclara karg1 direnci saptamak i¢in rrs diziliminin duyarlilifi ortalama % 80

araligindadir (63).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Ornek ve Hasta Bilgileri

Ocak 2013-Subat 2018 yillar1 arasinda Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilen tiiberkiiloz 6n tanili hastalara ait olan 7842 drnek degerlendirildi. Hasta

bilgileri kay1t defterleri ve hastane bilgi isletim sisteminden elde edildi.
3.2. Mikroskopik inceleme
3.2.1. Yaymalarin hazirlanmasi

Orneklerin timinin mikroskobik incelemesi EZN yontemi ile boyanan
yaymalarda yapildi. Bunun ig¢in, steril viicut sivilar1 direkt santrifiij edilerek ve steril
olmayan 6rneklerden de homojenizasyon-dekontaminasyon-nétralizasyon isleminden

sonra ¢Okelti kismindan alinarak, her 6rnek icin ikiser yayma hazirlandi.
3.2.2. Yaymalarin boyanmasi
Boyama igin asagida belirtilen kimyasal malzemeler kullanildi (23, 71).

e Karbol Fuksin

Gozelti A Gozelti B
Bazik Fuksin .............0.3gr Kristalize Fenol ............ 5gr
Etil Alkol (%95)......... 10.0 mi Distile Su............... 100 mi

10 ml ¢ozelti A, 90ml ¢ozelti B ile karigtirilarak koyu renkli bir siseye
aktarildi. Iyice ¢alkalanarak homojenize edildi. Oda 1sisinda 24 saat bekletildikten

sonra, filtre kagidindan siiziilerek kullanildi.

e Asit Alkol e Metilen Mavisi
Etil Alkol (%95) ......... 97 ml Metilen Mavisi .............. 0.3gr
Konsantre HCI ........... 3mil Distile SU ...oovvvviiie e, 100 ml
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Yayma hazirlanmast i¢in islem (homojenizasyon-dekontaminasyon-
notralizasyon) gormiis olan 6rnek c¢okeltisinden steril pastor pipeti yardimi ile bir
damla lamin ortasina birakildi. Hazirlanan yaymalar BGK’de ultraviyole 151k altinda
bekletilerek kurutuldu. Kurutulan yaymalar bekin mavi alev kismindan 3-4 defa
yavas¢a (yayma lstte kalacak sekilde) gecirilerek tespit edildi. Boyama islemi i¢in

asagida belirtilmis olan basamaklar uygulandi:

e Tespit edilen yaymalar, boya diizeneginin iizerine, birbirleri ile temas etmeyecek
sekilde yerlestirildi.

e Preparatlarin iizerini kaplayacak sekilde karbol fuksin dokiildii. Yaymalar, buhar
cikacak fakat kaynamayacak sekilde 5 dakika boyunca alttan 1sitildi. Buharlagsma
sonucu yaymalar iizerinde azalan karbol fuksin boyasi eklendi.

e Yaymalar su ile yikandi. Lamlar egilerek iizerinde kalan su siizdiriildi.
Yaymalarin tizerine %3’liik asit-alkol (HCl-etanol) ¢ozeltisinden dokilerek (1-2
dakika) renksizlestirme islemi yapildi.

e Yaymalar su ile yikandi. Lamlar egilerek iizerinde kalan su siizdiriildi.
Preparatlarin  lizerine yayma alanin1 kaplayacak sekilde metilen mavisi
cozeltisinden dokulerek, 1-2 dakika bekletildi. Yaymalar su ile yikandi. Lamlar
egilerek iizerinde kalan su siizdiiriildii. Lamlarin arkasinda isitmadan dolay1

olusan isler temizlendi. Lamlar dik bir sekilde oda 1sisinda kurumaya birakildi

(23).

3.2.3. Yaymalarin degerlendirilmesi

Boyanan yaymalar 1sik mikroskopunda X1000 blyltme (100X objektif ve
10X okiiler) ile incelendi. Yayma, negatif olarak sonug¢landiriimadan 6nce en az 9
dikey ya da 3 yatay ¢izgi boyunca (yaklasik 300 alan) dikkatli bir sekilde tarandi.
Yayma degerlendirilmesi Tablo 10°da belirtilen kriterlere gore yapildi (23). Yapilan
boyamanin kalite kontrolii i¢in bir pozitif kontrol (MTB H37Ra ATCC 25177), bir
negatif kontrol (Esherichia coli) kullanild1 (23).
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Tablo 10: Yaymalarin degerlendirme kriterleri (23)

Karbol fuksin boyama ile goriilen ARB sayis1

Negatif 0
Stipheli, tekrar 1-2/300 alan
1+ 1-9/100 alan
2+ 1-9/10 alan
3+ 1-9/1 alan
4+ >9/1 alan

3.3. Mikobakteri Kultiri

Kiiltiir i¢in L] ve BACTEC MGIT 960 sistemi es zamanli uygulandi. Aerosol
olusumuna neden olan tim islemler (homojenizasyon-dekontaminasyon-
notralizasyon, kiiltiir islemleri ve ilag duyarlilik testleri) kisisel koruyucu donanim
kullanilarak ve Sinif I[TIA BGK igerisinde yapildi.

Steril olmayan Klinik &rneklerin dekontaminasyon, homojenizasyon ve
notralizasyonu igin sirasiyla sodyum hidroksit (NaOH), N asetil L sistein (NALC) ve
fosfat tamponu (PBS) kullanildi. Gerekli olan soliisyonlar asagida belirtildigi

miktarlarda hazirlandi.

NaOH Stok Soliisyon

Solusyon A Miktar
Tri-Sodyum sitrat dihidrat 29 gr
Distile Su 1000 mi
Solusyon B

NaOH Pellet 40 gr
Distile Su 1000 ml

Soliisyon A ve B’den esit miktarlarda alinarak karistirildi. Daha sonra

121°C’de 15 dakika otoklavlanda.
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3.3.1. NALC/ NaOH ¢alisma soliisyonu

Toz haldeki NALC ve NaOH Tablo 11 de belirtildigi sekilde hazirland1 (47).

Tablo 11: NALC ve NAOH hazirlanmasi

Toplam hacim (ml) NaOH-Na sitrat (ml) NALC (gr)
50 50 0.25
100 100 0.50
250 250 1.25
500 500 2.50
1000 1000 5.00

Fosfat tamponu (PBS)

Stok Alkalen Buffer Miktar
Na,HPO, 11.8 gr
Distile Su 1000 ml
KH, PO, 9.47 gr
Distile su 1000 ml

Hazirlanan stok solusyonlar 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Her iki
soliisyon esit olarak karistirtlarak (pH:6.8) kullanildi (47).

3.3.2. Homojenizasyon, dekontaminasyon ve nétralizasyon

o Orneklerin homojenizasyonu, dekontaminasyonu ve nétralizasyonu igin 50 ml
hacimli, polipropilen, vida kapakli, konik tabanli, falkon santrifiij tiipleri
kullanildi.

o Ornekler 50 ml’lik tiiplere alindi. Hasta &rnegi iizerine esit hacimde NALC-
NaOH caligma soliisyonu ilave edilerek karistirildi.

o Ornek tiipleri 30 saniyeyi ge¢cmeyecek sekilde vortekslendi ve oda 1sisinda 15
dakika bekletildi.

. Siire tamamlandiginda tlipiin 50 ml isaretine kadar PBS ilave edildi. Bu sekilde
noétralizasyon saglanarak dekontaminasyon islemi durduruldu.

. Tipler 4500 rpm de 15 dakika santriftj edildi.
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o Santrifiij edilen tiipin st kismindaki sivi (siipernatan) %10’luk sodyum
hipoklorid bulunan atik kabina bosaltildi. Tiipiin alt kismindaki sediment 1-2
ml steril PBS (pH:6.8) ilave edilerek yeniden siispanse edildi. Tup igindeki
sediment vortekslenerek 5 dakika bekletildi (23, 47).

3.3.3. Léwenstein jensen besiyerinde kiltir
3.3.3.1. Lowenstein jensen besiyerinin hazirlanmasi

Orneklerin ekimi icin yumurta temelli LJ kullamildi. LJ toz besiyeri (L-
asparagin, monopotasyum fosfat, magnezyum silfat, magnezyum sitrat, patates
nisastasit ve malasit yesili icerikli)’nden 37.24 gr tartilarak 600 ml distile suda
¢ozdiiriildii. igerisine 12 ml gliserol ilave edildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
Bir karton (24-28 adet) iri boy taze yumurta (1000 ml olacak sekilde) bir firga
yardimi ile sabunlu su ile temizlendi. Bir sepet igerisinde etanolde 30 dakika
bekletildi. Yumurtalar tek tek aseptik sartlarda bir beherin i¢ine kirilarak yapiskan
0zelligi kayboluncaya kadar karistirildi. Steril huni ve iki kath gazli bez yardimi ile
yumurtalar siiziilerek LJ besiyerinin igerisine ilave edildi. Hazirlanan bu yumurta
temelli LJ bir magnetik karistiric1 yardim ile karistirildi. Iyice karistirilip steril
hortum yardimiyla dékme islemine geg¢ildi. Yesil renkli olan besiyeri hava kabarcigi
olusturmadan steril tlplere 6 ml kadar dolduruldu. Kapaklar gevsek birakilarak, yatik
bir vaziyette pastdr firminda 1 saat (80 °C ) pisirildi. Kontaminasyon takibi

acisindan, kontrol amagli LJ besiyeri igerikli tiiplerin belli miktar1 37 °C’de etiivde
bekletildi.

3.3.3.2. Orneklerin ekimi

Tek kullanimlik steril pastdr pipeti ile aerosol olusturmadan dikkatlice, islem
gérmils &rnekten almarak 2-3 damla LJ yiizeyine ekim yapildi. Islem gormiis

ornekler kontaminasyon takibi a¢isindan kanli agara da ekildi (23).
3.3.3.3. inkiibasyon ve degerlendirme

LJ besiyerine ekilen ornekler, emilinceye kadar kapaklar1 gevsek, besiyeri
yiizeyi yukari bakacak sekilde yatik pozisyonda 35-37°C’de bir hafta stiresince
inkibe edildi. Birinci hafta bitiminde kapaklar1 sikistirilarak dik konumda

inkiibasyona devam edildi. LJ kontaminasyon ve {ireme takibi agisindan ilk hafta iki
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kez, sonraki haftalarda haftada bir kez kontrol edildi. Inkiibasyon bitiminde (45 giin)
ureme gozlenmeyen LJ kultlr tipleri negatif olarak ¢ikarildu.

3.3.4. BD BACTEC MGIT 960 sistem kultura

3.3.4.1. Orneklerin ekimi

BBL MGIT s1v1 besiyerine iiretici firma onerileri dogrultusunda steril vicut
stvilarindan ve islenmis Orneklerden alinarak 0.5 ml ekim yapildi. Tip kapagi
kapatilarak 1-2 kez alt Ust edildi. MGIT tiplerine ekim yapmadan 6nce her tipe;
MGIT PANTA + OADC karisimindan 0.8 ml eklendi.

3.3.4.2. Inkiibasyon ve degerlendirme

Ekim yapilan BBL MGIT tiipler MGIT 960 cihazina yiiklendi. Inkiibasyon
siresinin bitiminde (42 gin) Ureme gozlenmeyen tupler negatif kaltir olarak
degerlendirildi. Ureme gozlenen tiiplerden ornek almarak, kanli agara ekildi ve
mikroskobik inceleme ig¢in yayma hazirlanarak ARB pozitifligine bakildi. Kanl
agarda kontaminant tiremesi olan ve ARB negatif kiltirler kontamine kultir olarak
degerlendirildi. ARB pozitif ve kanli agarda kontaminant iiremesi olan kiiltiirlerin
homojenizasyon ve dekontaminasyon islemleri tekrar edilerek kultir igin ekim
yapildi. Kanli agarda kontaminant iiremesi olmayan ve ARB pozitif olan kiiltiirler

tiplendirme testi (MTB-TDM) i¢in isleme alind1 (23).
3.4. Mycobacterium tuberculosis Tanimlama

Kiiltiirde tireyen ve ARB pozitif oldugu belirlenen bakteriler de MTB ve
TDM tanimlamast i¢in MPT64 antijeni tespit eden yatay immiinkromatografik
yontem olan BD MGIT TBC ID kiti (Beckton Dickinson, USA) kullanildi. Pozitif
MGIT tiipii vorteksleyerek, tamamen karistirarak bes dakika bekletildi. Siire
bitiminde MGIT tlpiiniin kapagi ¢ikarild1 ve steril bir pipet ucu kullanarak uygun
sekilde etiketlenmis olan kitin 6rnek kuyusuna, érnegin 100 ul’si pipetlendi. MGIT
tiipliniin kapag: sikica kapatildi ve 15 dakika beklendi. Testin sonucu 15. dakikada
gorsel olarak okunup kaydedildi. Okuma penceresinde T konumunda ve C
konumunda pembe-kirmizi ¢izgi goriilmesi durumunda test pozitif, okuma
penceresinin C konumunda pembe-kirmizi ¢izgi goriilmesine ragmen T konumunda

pembe-kirmiz1 ¢izgi goriilmemesi negatif yorumlandi. Okuma penceresinde C
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konumunda pembe-kirmizi ¢izgi goriilmemesi veya arka plan renginin test yorumunu

engelledigi durumlarda test gecersiz olarak kabul edildi (Sekil 12).

Sekil 12: MTB’nin pozitif MGIT Kkiiltiir tanimlanmasi

3.5. Mycobacterium tuberculosis’in  Klinik Ornekten Molekiler Yontemle

Tanimlanmasi

Bakterinin PZR ile tespiti TB AMPLICOR (Roche Diagnostics) sistemi ile

ireticinin talimatlarina gore galisilarak yapildi.
3.6. ila¢c Duyarhlik Testi

MTB’nin STR, INH, RIF ve EMB’ye karsi duyarliligini test etmek igin,
BACTEC MGIT 960 SIRE Kkiti iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda kullanildi
(54). Uretici firma tarafindan liyofilize halde tedarik edilen ilag (STR, INH, RIF,
EMB) flakonlarinin her biri 4 ml steril distile su ile sulandirilarak Tablo 12’de
belirtilen ilag konsantrasyonlari elde edildi. Hazirlanan ilag sulandirimlarindan
100’er pl alinarak, OADC zenginlestirici sivi eklenmis olan MGIT tiiplerine icerisine

konuldu. Bu sekilde Tablo 12’de belirtilen son ilag konsantrasyonlarina ulasildi.
3.6.1. Pozitif MGIT tupunden inokilum hazirlanmasi

Hasta 6rneginin ekilmis oldugu ve MTB olarak tiplendirilen tiipten 100 pl
alinip yeni MGIT tiipline aktarilarak alt kiiltiir yapildi. Yeni tiipte 4 glinden daha kisa
bir siirede pozitif ilireme sinyali alindiginda, kontaminasyon ihtimali
degerlendirilerek yeni bir inokiilasyon tiipii hazirlandi. Hazirlanan bu tiip, pozitifligi

izleyen 1-5 giin i¢inde kullanildi. Yeni MGIT tiipiiniin pozitiflik verdigi giin 0.giin
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olarak kabul edildi. Bu tiip vortekslenerek iyice karistirildi ve igerisinden 100 pl
alinarak 1:100’lik bir seyreltim hazirlandi. Bu siispansiyondan 500 pl alinarak,
OADC eklenmis MGIT tiipiine ekim yapildi. Tiiplin kapag sikica kapatilarak 2-3
kez alt iist edildi. Tiip cihaza yerlestirerek, pozitif oluncaya kadar inkiibe edildi. Bu
sekilde ilagsiz iireme kontrol (UK) tiipii hazirlanmis oldu. ilagh tiipler i¢in, kontrol
tiipiindeki uygulamadan farkli olarak, alt kiiltiirden seyreltme yapilmadan, ilag ilave

edilmis olan tiiplere direkt ekim yapilarak antimikrobiyal duyarllik testi hazirlandi.

Tablo 12: Antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in ilag konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

flag Sulandirim sonrasi elde MGIT tuplerine eklenen MGIT tiplerindeki son
edilen ilag konsantrasyonu ilag hacmi ilag konsantrasyonu
MGIT STR 83 pg/ml 100 pl 1.0 pg/ml
MGIT INH 8.3 ng/ml 100 pl 0.1 pg/ml
MGIT RIF 83 pg/ml 100 pl 1.0 pg/ml
MGIT EMB 415 pg/ml 100 pl 5.0 pg/ml

Kontaminasyon takibi i¢in, hazirlanan ve inokiile edilen her siispansiyondan
kanli agara ekim yapildi ve 37 °C’de inkiibe edildi. Kanli agar plaginda Ureme

oldugunda, IDT setinin ¢alismas1 sonlandirildi ve islem saf kiiltiirle tekrarland.
3.6.2. Sonuclarin degerlendirilmesi

BACTEC MGIT cihaz, tiipler icin duyarli veya direngli belirleme islemi
yapilabilmesi icin UK tiipiindeki iireme, 400 iireme indeksine ulasana kadar siirekli
olarak izledi. Ilag igeren tiiplerdeki iireme indeksi, UK tiipiindeki iireme indeksine
esit (400) veya ondan fazlaysa, izolatin ilaca direncli oldugu kabul edildi. ilag iceren
tiipteki iireme indeksi degeri UK tiipiinden daha az oldugunda, test edilen izolat ilaca
duyarli kabul edildi. UK tiipiinde 4 giinden 6nce iireme indeksi 400’e ulastiginda,
antibiyogram tekrar1 yapildi. On {i¢ giinden sonra iireme gzlenmeyen kontrol tiipleri
ise bakteri yogunlugu yetersiz olarak degerlendirilerek ilgili izolat i¢in antibiyogram

tekrar1 yapildi.
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3.6.3. Kalite kontrol

Duyarlilik testlerinde kalite kontrol olarak, denenen dort ilaca da duyarh

oldugu bilinen MTB H37Ra ATCC 25177 susu kullanild.
3.7. Istatistiksel Analizler

Toplanan Veriler SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,USA) programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenler icin tanimlayici istatistikler aritmetik
ortamalatstandart sapma, sozel degiskenler icin say1 ve ylizde olarak ifade edildi.
Sozel degiskenlerin  karsilastirllmasinda Ki-kare testi kullanildi ve tiim

degerlendirmeler i¢in p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ornek ve Hasta Bilgileri

Ocak 2013-Subat 2018 yillar1 arasinda Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilen TB 6n tanili hastalara ait 7842 ornek isleme alinmistir. Orneklerin
%72.7’sinin solunum sistemine (balgam, bronkoalveoler lavaj, trakeal aspirat, aglik
mide sivisi) ait oldugu gozlenmistir (Tablo 13). Degerlendirilen 7842 6rnegin

%67.4’1iniin (5289/7842)erkek hastaya ait oldugu belirlenmistir.

Tablo 13: Calismaya alinan 6rneklerin dagilimi

Ornek Say1 %
Balgam 2243 28.6
Bronkoalveoler lavaj 3022 38.5
Trakeal aspirat 9 0.1
Aglik mide s1vist 428 5.5
Plevra 656 8.4
Periton 267 3.4
Sinovyal s1v1 124 1.6
Beyin omurilik s1vist 160 2.0
Idrar 446 5.7
Doku 475 6.1
Apse 12 0.2
Toplam 7842 100.0

Isleme alinan 7842 6rnegin %40’min 65 yas ve iizeri hastalara ait oldugu

belirlenmistir (Tablo 14).
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Tablo 14: Orneklerin yas gruplarina gore dagilimi

Yas gruplari Say1 Yizde
0-4 164 2.1
5-14 278 35
15-24 294 3.7
25-34 434 55
35-44 657 8.4
45-54 978 12,5
55-64 1908 24.3
>=65 3129 39.9
Toplam 7842 100.0

4.2. Mikroskopik inceleme

Isleme alinan 7842 &rnegin %2.7°sinde EZN boyama ile pozitiflik
belirlenmistir. Yillara gore dagilimi incelendiginde yillar arasinda 6rneklerde ARB
pozitifligi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Orneklerde

belirlenen basil yikinin derecelendirilmesi Tablo 15 de gosterilmistir.

Tablo 15: Orneklerin ARB pozitifligi yoniinden degerlendirilmesi

YILLAR

ARB Toplam
2013 2014 2015 2016 2017

1+ 0 4 0 2 21 27
o4 4 3 4 2 7 20
3+ 4 4 16 12 11 47
4+ 5 3 3 0 1 12

+ 30 24 25 26 2 107

Toplam 43 38 48 42 42 213

4.3. Mikobakteri Kiltiri

Belirtilen tarihler arasinda degerlendirilen 7842 06rnegin 380’1 (%4.8)
MGIT’ta kiltir pozitif bulunmustur. MGIT ta kiiltiir pozitif bulunan 380 6rnegin
373’0 (%98.2) LI de kiiltiir pozitif bulunmus, 4’ LJ’de lirememis ve 3’ii kontamine

olmustur. Her iki kiiltiir yontemi ile pozitiflik oran1 %4.8 bulunmustur (Tablo 16).
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Tablo 16: Degerlendirilen 6rneklerin kiiltiir sonuglarinin kiyaslanmasi

LJ
Ureme yok Ureme var Kontamine Toplam (%)
Ureme yok 7221 0 53 7274 (95.3)
MGIT Ureme var 4 373 3 380 (4.8)
Kontamine 95 0 93 188 (2.4)
Toplam 7320 373 149 7842

2013-2018 yillar1 arasinda pozitif kiiltiir oranlarinda istatistiksel olarak
anlamli azalma oldugu belirlenmistir (Tablo 17). Kiiltiir pozitif 380 6rnegin 263
hastaya ait oldugu, bu hastalarin yedisi haricindekilerin (%97.3) 6nceden tedavi
almamis yeni tan1 konulan hastalar oldugu anlasilmistir. Kiiltiir pozitif 380 drnegin
190 (%50)’min 65 yas ve lizeri hastalara ait oldugu, kiiltiir pozitifliginin 65 yas ve
Uzeri hastalarda istatistiksel olarak belirgin diizeyde yiiksek (p<0.001) oldugu

bulunmustur.

Tablo 17: Yillara gore kiiltiir pozitifligi n (%)

P<0.001 2013 2014 2015 2016 2017
LJ 83 (22.2) 87 (23.3) 76 (20.4) 56 (15) 71 (19)
MGIT 85 (22.4) 89 (23.4) 76 (20) 57 (15) 73 (19.2)

Kiiltlir pozitifliginin en fazla solunum sistemi 6rneklerinde (p<0.001) ikinci
sirada steril viicut sivist  Orneklerinde bulundugu belirlenmistir (Tablo 18). Idrar
orneklerinde kiiltiir ve yayma pozitifliginin sirasiyla %0.67 ve %0.67 oldugu
belirlenmigtir. Kiiltiir pozitif idrar 6rnekleri tamaminda yayma pozitif bulunmustur.
Kltir negatif yayma pozitif érneklerin tedavi kapsaminda olan hastalara ait oldugu

belirlenmistir.

Calismamizda degerlendirilen steril viicut sivis1 6rneklerinin %3.4’1 periton,
%8.4°U plevra, %1.6’sinovyal sivi ve %2’si beyin omurilik sivisi olmustur (Tablo
13). Bu orneklerde kiiltiir ve yayma pozitiflikleri sirasiyla %1.87, %3.20, %3.22,
%1.25 ve %0, %0, %0.80, %0 bulunmustur.
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Tablo 18: Degerlendirilen 6rneklerin kiiltiir ve yayma pozitifligi

Kltar pozitif Kiltdr negatif
Ornek Yayma Pozitif Yayma Negatif Yayma Pozitif Yayma Negatif
Solunum sistemi 174 143 14 5070
Steril viicut sivilart 1 31 0 1138
Idrar 3 0 0 382
Doku 3 21 1 435
Apse 0 1 0 11

Belirtilen sire iginde, TB tanis1 amaciyla degerlendirilen ornekler iginde
PZR istemi olan 303 6rnegin 5 (%1.6)’i RT-PZR ile pozitif bulunmus ve bunlarin
tiimiiniin kiiltiirde tiremesi olmustur. PZR negatif olan 298 6rnegin ise 9 (%3) unun
kiiltiirde tiremesi olmustur. PZR negatif olan solunum orneklerinin %3.2°si, steril
viicut sivist 6rneklerinin %2.9’u ve doku Orneklerinin %4.4°0 kiltirde Gremesi

olmasi nedeniyle TB bildirimi yapilmistir.

Kiiltiir pozitif 380 6rnegin 90 (%23.7)’1n1n kadin hastalara, 290 (%76.3)’1nin
erkek hastalara ait oldugu belirlenmistir. Kiiltiir pozitif 380 6rnegin 263 hastaya ait
oldugu, bunlardan 71’inin kadin, 192’sinin erkek oldugu tespit edilmistir. Kiiltiir
pozitifliginin erkek hastalarda istatistiksel olarak belirgin diizeyde yiiksek oldugu
bulunmustur (Tablo 19).

Tablo 19: Cinsiyete gore kiiltiir pozitifligi

MGIT n (%)
P<0.001 T0p|am
Ureme yok Ureme var Kontamine
Kadin 2412 (34.2) 90 (23.7) 51 (27.1) 2553
Cinsiyet
Erkek 4862 (68.9) 290 (76.3) 137 (72.9) 5289
Toplam 7061 380 188 7842

Kultlr pozitifligi kadin hastalara ait solunum ve solunum dis1 6rneklerde
sirastyla %4.2 (66/1552) ve %2.4 (24/1001) iken erkek hastalara ait Orneklerde
strastyla %6.1 (254/4150) ve %3.2 (36/1139) bulunmustur. Solunum o6rneklerinde
kiltlir pozitifligi yiiksekligi erkek hastalarda istatistiksel olarak anlamli ( p=0.004)
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bulunurken solunum dis1 Orneklerde kiiltiir pozitifli§i bakimindan cinsiyetler

arasindaki fark anlamli bulunmamastir (p=0.302).
4.4. Ila¢ Duyarhlik Testi

Belirtilen siire i¢cinde calisilan toplam 263 izolata antibiyogram yapilmistir.
Primer antitliberkiiloz ilaglara direng¢ oranlar1 Tablo 20°de gosterilmistir. Cinsiyetler
arasinda belirlenen direng oran farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(Tablo 21). Bes yillik siire¢ i¢inde %15.9 oranla en fazla izoniazide direncli izolatlar
oldugu belirlenmistir. Yillara gére primer antitiiberkiiloz ilaglara diren¢ oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig1 gdzlenmistir (Tablo 20) Izolatlarin 17
(%6.4)’si iki ilaca direncli, 1 (%0.4)’i (¢ ilaca direngli olarak bulunmustur. CiD
izolat sayist 3 (%1.1) bulunmustur. Izoniazid+rifampin+streptomisin direngli bir
izolat (%0.4) bulundugu tespit edilmistir. Dort ilaca direncgli izolat bulunmamustir.

(Tablo 22).

Tablo 20: Yillara gére primer antitliberkiloz ila¢ direnci

Yillar
flaglar 2013 2014 2015 2016 2017 Toplam n (%)
Streptomisin 2 3 12 2 6 25 (9.5)
[zoniazid 5 7 16 6 8 42 (15.9)
Rifampin 0 0 1 0 2 3(L.1)
Etambutol 0 1 3 0 0 4 (15)
Tablo 21: Cinsiyetlere gore primer antitliberkiiloz ilag direnci
flaclar Cinsiyet
Kadin n (%) Erkek n (%) Toplamn P degeri
Streptomisin 4 (5.6) 21 (10.9) 25 P=0.069
[zoniazid 13 (18.3) 29 (15.1) 42 P=0.123
Rifampin 0 3(1.6) 3 P=0.098
Etambutol 1(1.4) 3(1.6) 4 P=0.118
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Tablo 22: izolatlarin primer antitiiberkiiloz ilaglara diren¢ durumu

Primer ilaclar Direncg n (%)
Streptomisin+izoniazid 8(3)
Rifampin+izoniazid 3(1.1)
Rifampin+streptomisin 1(0.4)
Streptomisin+etambutol 1(0.4)
Etambutol+izoniazid 4 (1.5)
Izoniazid+rifampin+streptomisin 1(0.4)
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5. TARTISMA

TB, tipik olarak akcigerleri etkilemekle birlikte (pulmoner TB), bdbrek,
kemik ve beyin gibi diger organlara (ekstrapulmoner TB) da yayilim
gosterebilmektedir. MTB ile enfekte olan tahmini 1.7 milyar insanin nispeten kiiciik
bir kisminda (% 5-10) yasamlart boyunca TB hastalig1 gelismektedir. Bununla
birlikte, 6nemli bir immin siipresyon nedeni olan AIDS hastaligi olan Kkisiler
arasinda TB gelisme olasilig1 ¢ok daha yiiksektir. Ayrica yetersiz beslenme, diyabet,
sigara ve alkol tuketimi gibi faktorler de immin siipresyon olusturmalar1 nedeniyle
TB gelisimini kolaylastirmaktadir. Genel olarak TB olgularinin yaklagik % 901
yetiskinlerde gozlenmekte, erkeklerde ise kadinlara gore daha fazla (2: 1)
rastlanmaktadir (22).

DSO’niin Kiiresel TB Kontrolii 2018 yil1 raporunda 10 milyon insanda (9.0-
11.0 milyon araliginda) 2017 yili iginde TB hastalig1 gelistigi bildirilmistir (22).
Ulkemize ait veriler 2012 yilindan itibaren DSO’ ye diizenli olarak aktariimaya
baglanmistir (72). Kuiresel Tuberkiloz 2016 Raporu’na gore; toplam 12,772
tiiberkiiloz hastasinin 2015 yilinda verem savasi dispanserleri kayitlarina girdigi,
2014 yilinda yiiz binde 17.2 olan olgu hizinin 2015 yilinda yiiz binde 16.2°ye (-
%5.8) diistiigii anlasilmaktadir (11). Ulkemizde cografi bolgelere gore dagilim
degerlendirildiginde en yiiksek olgu hizlart Marmara ve Bartin (Karadeniz)
boélgesinde (20-29.9) gorulmektedir (Sekil 13) (7). Bunun nedeni olarak sanayinin
etkisi, hava kirliligi, niifusun yogun olmasi ve ayni ortami paylasan insan
topluluklarinin  artmasina bagli olarak TB enfeksiyonuna acik olunmasi
distiniilmiistiir. Ayrica Bartin bolgesi endiistriyel hammaddeler (kuvars kumu,
kuvarsit) ve taskomiirii maden ocaklarina sahiptir (8). En diisiik olgu hiz1 ise I¢

Anadolu ve Akdeniz Bolgelerindedir.
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Illere Gére Toplam Tiiberkiiloz Olgu Hiz1, 2017

e

(Viiz binde)
20-29%
10-19.9

<10

Sekil 13: Illere gére toplam TB olgu hizi, 2017 (7)

Zonguldak ilinin niifusu 2018 yilinda 599,698 olarak belirlenmistir. 1l
nifusunun 297,303 (%49.58)’0 erkek, 302,395 (%50.42)’i kadindir. Zonguldak ili
Tirkiye Tagkomiirii Kurumu (TTK) tarafindan isletilen tagkomiirii maden ocaklar
gibi biiyiik bir zenginlige sahiptir. Taskomiirii havza siirlari 3,885 km?'si karada,
3,000km?’si denizde olmak iizere 6,885 km*’ lik bir alan1 kapsamaktadir. TTK Genel
Miidiirliigii ilimizde 5 Miiessese Miidiirliigi (Kozlu-Uziilmez-Karadon-Armutcuk-
Amasra) ile hizmet vermektedir. TTK’ya bagl 2011 yili ¢calisan is¢i sayis1 (liretim,
yeralt1 ve yeriistii) 12,702 olarak bildirilmistir (10). KOmUr maden tozu icerisinde,
madenin ¢ikartildigr kayanin ve kdmiir damarinin 6zelliklerine, kdmiir iiretiminde
kullanilan teknolojiye ve tozu azaltict 6nlemlerin kullanimina gore farkli miktarlarda
kuvarts (kristal silika) bulunmaktadir. Tozun boyutu, toza maruz kalma stiresi, maruz
kalinan toz miktari, solunum sisteminin savunma mekanizmalari, kisisel duyarlilik,
yas ve cinsiyet de solunan tozun akcigerlerdeki etkisini belirlemektedir. Taskomiirii
tiretimi ve kullanimi sirasinda komiir tozuna ve dumanina maruziyet solunum yolu
hastaliklar1 i¢in bir risk faktoriidir. KOomiir tozuna maruz kalma siiresi ve
maruziyetin boyutu hastalik riskini belirlemektedir. Kémdir tozundan etkilenen
madencilerin ¢ogu 50 yasin istiindedir. Komiir madeninde ¢alisanlarda
pnomokonyoz (akcigerlerde tozun birikmesi) varligi mikobakteri enfeksiyon riskini

artirmaktadir (9). Akciger TB’si i¢in 53,753 kdmir madencisini i¢eren bir ¢alismada,
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madencilerin 1136’s1 bakteriyolojik olarak yeni aktif TB vakasi olarak tespit edilmis,
ortalama insidans 100 000°de 150 (+ 31) olarak hesaplanmistir. Madenciler arasinda

tiiberkiiloz riski ayn1 alanin genel niifusuna gore ti¢ kat daha fazla bulunmustur (72).

Silika toza ve silikoza maruz kalma, aktif TB’nin gelisimi i¢in iyi bilinen risk
faktorleridir. Hem silikoz hem de TB, diinyanin bir¢ok yerinde, Ozellikle
madenciligin hala biiylik bir endiistri oldugu yerlerde yaygin ve eslik eden
hastaliklardir. Silikozis, maruz kalmanin kesilmesinden sonra bile ilerlemeye devam
ettiginden, olgular tam1 aninda siklikla ileri yastadir (73). Madenciler kadar
madencilik yerlerine yakin yerlesimlerde yasayanlar da solunum yolu bozukluklarina
kars1 hassastirlar. Yapilan bir ¢alismada, maden ve c¢evresindeki tiiberkiiloz orani ile
iliskili toz konsantrasyonu ve toz dozu analiz edilmistir. Ug y1l boyunca (2005-2007)
maden ve cevresinde ¢esitli saha gezileri yapilmis, maden sahalarinin ¢ogunda toz
dozlar giivenli tozdan (32 mg) daha fazla bulunmustur. Bu c¢alisma TB olgularinin
yillara gore Onemli Olgiide arttigini ortaya koymustur (74). Saglik Bakanligi
Tiberkiilloz Daire Baskanligi verilerine goére 2017 yilinda Zonguldak ilinin
tiiberkiiloz insidans1 (19.3) (596,892 niifusta) Tiirkiye’nin tiiberkiiloz insidansindan
(14.9) yiiksek oldugu belirlenmistir (7). ilimize yakimn bir bolge olan Sakarya’da
Terzi ve ark.’nin 2012-2017 yillarim1 kapsayan calismasinda 11194 klinik 6rnek
degerlendirilmis, 6rneklerin 466 (%4.1)’sinda MTB tanimlanarak, IDT yapilmustir.
Klinik 6rneklerde MTB pozitifligi, 2012-2017 yillar1 arasinda sirastyla; %4.5, %3.4,
%3.5, %4.6, %5.4 ve %3.1 bulunmustur (75). Bizim ¢alismamizda degerlendirilen
7842 ornekte kiiltlir pozitifligi %4.8, 2013-2018 yillar1 arasinda ise kiiltiir pozitifligi
sirastyla 9%5.7, %5, %S5.5, %3.8 ve %4.2 olarak belirlenmistir. Yillara gore kiiltiir

pozitifliginde belirlenen azalma istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) bulunmustur.

TB olgularinin tigte birini kadinlar, ticte ikisini erkekler olusturmaktadir. TB
yiikii yliksek olan iilkelerde yapilan ulusal TB prevalans anketlerinin biiylik
cogunlugu, erkekler arasinda sistematik olarak daha yiiksek TB hastaligi yiiki
oldugunu dogrulamistir (76). Giineydogu Asya, Bati Pasifik Bolgesi ve Afrika
kitasinda yer alan 14 iilkeyi kapsayan 29 calisma degerlendirildiginde iilkeler
arasinda farklilik gostermesine ragmen kadin/erkek orani 1’in altinda bulunmustur
(77). Dusiik ve orta gelirli iilkelerde cinsiyete bagli saglik hizmetlerine erigim

sorunlarinin degerlendirildigi bir meta analiz ¢alismasinda, erkekler arasindaki TB
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prevalansinin kadinlardan anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir (78).
Almanya ve ABD gibi cinsiyetler arasinda saglik hizmetlerine erisim bakimindan
belirgin bir farkin olmadigi TB yiikii diisiik olan iilkelerde de erkeklerdeki yiiksek
hastalik oranlar1 belirgindir. Kadin ve erkeklerin TB bildirim hizlarindaki fark,
erkegin gorevinin aile ge¢imini saglamak olmasi nedeniyle ev disinda kadina gore
daha ¢ok zaman gegirerek TB’li olgularla ayni is ortamlarini paylagsmasi ve bazi
mesleki (madencilik gibi) risk faktorlerinin erkeklerde daha yiiksek olmasi ve bu
sekilde enfeksiyona agik hale gelmesinden kaynaklanabilmektedir (76 ). Diger
taraftan da, kadinlarda TB en cok rastlanan bes oliim sebebinden biri olarak
bildirilmektedir. (76, 79) Kadinlarin TB hakkinda bilgisiz olmalari, toplum
tarafindan cinsiyet kisitlamalarina maruz kalmalarn ve toplumsal damgalanma
kaygisi onlarin saglik kurulusuna bagvurmalarini engellemektedir (80). Hindistan’da
yapilan bir calismada, TB’li erkek hastalarin eslerinin kendilerine bakmalarini
bekledikleri, ancak enfekte eslerin nadiren tedavi aldiklari tespit edilmistir. Bu
nedenle, evli kadinlar yardim aramak yerine semptomlarini gizlemeye
caligabilmektedir (81). Tlrkiye genelindeki TB olgularinin %56.5’1 erkek, %43.5’
kadin olgulardir. Erkek/kadin orani 1.3/1 bulunmustur (11). Zonguldak ilinde 2003-
2005 yillart arasinda Aydm ve ark.’nin yaptig1 calismada suslarin izole edildikleri
hastalarin 101 (%80.8)'inin erkek, oldugu gozlenmistir (82). Karadeniz Eregli Verem
Savas Dispanserine ait 1997-2016 yillar1 arasindaki tiiberkiiloz verilerine gore erkek
kadin orani 2.5/1 bulunmustur (83). Bizim ¢alismamizda 2013-2018 yillar1 arasinda
kiiltiir pozitifliginin erkek hastalarda istatistiksel olarak belirgin diizeyde yiiksek
(P<0.001) oldugu belirlenmis ve erkek/kadm oran1 2.7/1 bulunmustur. Ilimizdeki
erkek hasta oranmin Tirkiye geneline gore yliksek oldugu goézlenmistir. Bu sonucun
ilimizdeki erkek hastalarin maden c¢alisan1 ve bununla iligkili silikozis ve
pndmokonyoza maruz kalmasina dayali olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismamizda

erkek hastalarin mesleklerine yonelik detayli bilgi elde edilememistir.

Balgam, akciger enfeksiyonu tanisinda en sik kullanilan Ornektir. Yayma
duyarliligini arttirmak i¢in sabah balgaminin alinmasi 6nerilmektedir. Gece boyunca
uykuda iken, bakteri akcigerde konsantre olmakta, sabah alinan balgam ile izolasyon
sans1 artmaktadir. Karadeniz Eregli Verem Savas Dispanserine ait 1997-2016 yillart
arasindaki TB verilerine gore olgularin %74 linlin akciger TB’si oldugu gozlenmis,

akciger TB’li olgularda yayma pozitiflik orani ortalama olarak ilk dort yilda %20.3
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iken, sonraki 16 yilda %67.6 bulunmus, yayma pozitifligindeki artisa yonelik bir
yorum yapilmamistir (83). Mevcut uygulamada, pulmoner TB tanisinda ii¢ farkli
balgam Orneginin incelenmesi Onerilse de calismalar yayma pozitif olgularin
%95’ten fazlasinin ilk iki ornekte yakalandigimi gostermektedir (38). Genel olarak
olgularin %851 ilk, %11.9’u ikinci &rnekte tespit edilmektedir. Ilk iki érnek yayma
negatif oldugunda {igiincii 6rnegin taniya katkist %3.1 bulunmus, bu veriye dayanak
DSO uluslararas1 &nerisini iki drnek olarak degistirmistir (84). Kurumumuzda da
ulusal rehber Onerisi dogrultusunda halen {i¢ O6rnek degerlendirilmektedir.
Cocuklarda balgam c¢ikarma giicliigii nedeniyle aclik mide sivisi tercih edilen
ornektir. Balgam ¢ikaramayan hastalarda bronkoalveoler lavaj dnerilmektedir (85).
Bizim c¢alismamizda incelenen Orneklerin  %28.6’s1  balgam, %38.5’nin
bronkoalveoler lavaj, %0.1°nin trakeal aspirat, %5.5’inin ag¢lik mide sivist ve kultlr
pozitif drneklerin %84.2°sinin solunum sistemi 6rnegi oldugu belirlenmis, Kultir
pozitif drneklerde yayma pozitiflik oran1 % 47.6 bulunmus (181/380), yillara gore
dagilimi incelendiginde yillar arasinda orneklerde yayma pozitifligi bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Solunum dis1 Orneklerden idrar, balgam gibi {i¢ ardistk Ornek olarak
istenmekte, tespit duyarliliginin arttirilmasi igin bu 6rneklerin benzer sekilde gece
boyunca mesanede beklemis ve basil konsantrasyonu yliksek olan sabah ilk idrari
olmasi 6nerilmektedir (86). Calismamizda 6rneklerin %5.7’sinin idrar oldugu, idrar
orneklerinde kaltir ve yayma pozitifliginin sirastyla %0.67, %0.67 oldugu
belirlenmistir. Kiiltiir pozitif idrar 6rneklerinde yayma pozitifligi %100 bulunmustur.
Steril viicut sivilar1 (beyin omurilik sivisi, plevral sivi, perikardiyal sivi ve snovyal
siv1) tiiberkiiloz tanisi i¢in yararli olan diger ornekler olmakla birlikte az sayida
bakteri icermeleri nedeniyle fazla miktarda Ornek alinmasi Onerilmektedir.
Calismamizda degerlendirilen Orneklerin %3.4’1i periton, %8.4°1 plevra, %1.6’si
sinovyal s1vi ve %2’si BOS olmustur. Bu 6rneklerde kultlr ve yayma pozitiflikleri %
1.87, %0 ve %3.20, %0 ve %3.22, %0.80 ve %1.25, %0 bulunmustur. Steril viicut

stvilarinin mikroskobisinin tanisal yararinin ¢ok diistik oldugu gozlenmistir.

Tiiberkiiloz kiiltiirii geleneksel olarak yumurta bazli bir kat1 besiyeri olan LJ
ile yapilmaktadir. MTBC {iremesi i¢in iyi bir besiyeri olan LJ halen pek cok

laboratuvar tarafindan kullanilmaktadir. Bazi laboratuvarlarda daha hizli treme
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saglamas1 bakimindan agar bazli besiyerleri tercih edilmektedir. MTBC tipik olarak
kat1 besiyerinde s1v1 besiyerine gore daha yavas lireme 6zelliginde olmasina ragmen
koloni morfolojisinin gozlenebilmesi ve bunun da bakterinin tanimlanmasi
bakimindan 6nemli olmasi nedeniyle kat1 besiyerleri avantaj saglamaktadir. MTBK
kolonileri tipik olarak kuru, beyaz-krem renkli ve burusuk kolonilerdir. MTBK nin
tim tyeleri pigment olusturmamalari nedeniyle besiyerinde herhangi bir pigment
gozlenmesi NTM lehine kabul edilmektedir. Diger yandan, sivi besiyerinde
bakterinin daha hizli iiremesi yaklagtk 10 giin zaman kazandirmaktadir.
Calismamizda kullanilan BACTEC 960 sistemi besiyerlerinin tireme bakimindan
giinliik kontroliiniin saglanabildigi otomatize bir sistemdir (1). Bu sistem, 14,745
ornekten elde edilen 1381 izolatin degerlendirildigi bir meta-analiz ile %81.5 analitik
duyarliliga sahip bulunmustur. Ayni ¢alismada LJ analitik duyarlilig1 ise %67 olarak
belirtilmistir (87). Bizim ¢alismamizda 6rneklerde kiiltiir pozitifligi LJ ve BACTEC
960 ile ayn1 oranda bulunmustur. Kontaminasyon diizeyi degerlendirildiginde LJ ve
MGIT ortamlarindaki kontaminasyonun sirasiyla %1.9 ve %2.4 oldugu
belirlenmistir. Kontaminasyon oranlar1 kabul edilebilir sinirlarin i¢inde olmakla

birlikte s1v1 kiiltiir ortaminda beklendigi gibi bir miktar yiiksek bulunmustur.

Daha Once hi¢ TB tedavisi almamis ya da bir aydan daha kisa bir siire tedavi
almis olgular yeni olgu olarak, daha once en az bir ay tedavi gormis (niiks, tedavi
basarisizligindan ve tedaviyi terkten dénen ve kronik olgular) olgular ise eski olgu
olarak tanimlanmaktadir (88). Aydin ve ark.’nin 2003-2005 yillar1 arasinda ilimizde
yaptig1 ¢alismada izole edilen 125 susun 99 (%79.2)’unun yeni tani1 konulmus, 14
(%11.2)’linlin daha once tan1 konulmus ve tedavi almis hastalardan elde edildigi
bildirilmistir (82). Bizim ¢aligmamizda izole edilen 263 susun, 256 (%97.3)’sinin
yeni tam1 konulmus, 7 (%2.7)’sinin daha O6nce tani konulmus ve tedavi almis
hastalara ait oldugu gozlenmistir. DSO 2017 Tiirkiye verilerine gore, iilkemizde
2017 yilinda bildirilen olgu sayist 12,046, toplam yeni ve niiks olgu sayis1 1821°dir.
Olgularin %87’sinin tedavi kapsaminda oldugu anlasilmaktadir. 2016 yilinda tedavi

basar1 oran1 %87 olarak kaydedilmistir (22).

Turkiye’de 2005-2015 yillart arasindaki TB olgularinda yaslara gore olgu
hizlar1 degerlendirildiginde 44 yas ve tlizerinde olgu hizinda belirgin bir artis oldugu
gozlenmektedir. En yiiksek olgu hizlar1 65 yas ve iistii hastalarda elde edilmistir (11).
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Yash niifusta (65 yas ve iizeri) hastaligin fazla olmasi, ge¢misteki karsilasmanin
etkisi ile enfekte olmus insanlarin yaslaninca hastalandigini ve yeni bulasmanin
olmadigimi gdstermektedir. Yaslilarda TB hastaligi daha ¢ok latent infeksiyonun
reaktivasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yaslanma, TB hastalig1 gelisimi i¢in risk
faktorii olmamakla beraber, yaslanmaya bagli hiicresel ve humoral immunitedeki
zayiflama, eslik eden ko-morbid hastaliklar (diabetes mellitus, kronik bdbrek
yetmezligi, gastrektomi, malignite, malniitrisyon), immiinsupresif tedavi kullanimi1
ve huzurevi, bakimevi gibi toplu yasanan yerlerde bulunma nedeniyle yashilarda TB
hastalig1 gelisme riski oldukga yiiksektir (89). Bizim g¢alismamizda hastalarimizin
%23’Un0n 15-44 arasinda oldugu belirlenmistir. Altmis bes yas ve iistii hasta orani
%40 bulunmustur. Bu verilere gore, Zonguldak ili hastalarinin yas dagilimi literatiir

ve lilke geneli sonuclar1 ile uyumlu bulunmustur.

DSO, TB'yi 6nlemek ve ydnetmek icin gesitli politikalar gelistirmistir.
TB’nin biiylik yiiki, diisiik ve orta gelirli iilkeler arasinda ve 6zellikle kiiresel TB
vakalarinin % 90'indan fazlasinin ve Oliimlerin meydana geldigi tahmin edilen
gelismekte olan iilkeler arasinda bulunmaktadir. Ozellikle, sagligmn {ic sosyal
belirleyicisi, yani diisiik egitim, diisiik gelir ve alkol bagimliligi, disik gelirli
tilkelerde oldukc¢a yaygin sorundur. Diisiik egitim, diisiik gelir ve alkol kullanim1 TB
hastalarinda tedavi basarisiziginin ve CID’in 6nemli bir nedenidir (2). Toplum
saglhig acisindan TB’nin bulagmasini engellemek i¢in, olgularin tedavi edilmesi
gereklidir. TB tedavisi igin en az 6-8 ay gibi uzun bir zamana ihtiya¢ vardir. Tedavi
slirecinin uzun olmasi ve tedaviye basladiktan sonra bir iki hafta i¢inde hastalarin
tyilestiklerini zannedip tedaviyi birakmalar1 (niiks, ¢ok ilaca direnclilik, kroniklesme)
bulastiriciligin devam etmesine sebep olmaktadir (90). Bu nedenle 1997 yilindan
itibaren lilkemizde Dogrudan Goézetimli Tedavi (DGT) uygulamasi yapilmaktadir
(91). DGT, TB hastalarina ilaglarinin bir baskasinin gézetimi altinda yutturulmasidir
(92). Amag, hastanin ilac1 diizenli ve eksiksiz bir sekilde almasini ve tedavinin
tamamlanmasini  saglamaktir (93). Zonguldak Verem Savas Dernegi’nin
calismalarina gore 1975-1984 yillarinda ilimizde STR ve INH direnci sirastyla %23
ve %18.0, 1984-1989 yillarinda sirasiyla %6.8 ve %10.1 bulunmustur (94). Sireg
icinde diren¢ oranlarinda belirgin bir diisiis oldugu gézlenmektedir (Tablo 23). Kart
ve ark.’nin  Zonguldak ve Kayseri illerinin izolatlarin1 degerlendirdikleri

calismalarinda 1972-1981 yillarinda STR ve INH direnci sirasiyla %14.8 ve %9.8,
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1982-1991 yillarinda %14.4 ve %14.2, 1992-1999 yillarinda %21.1 ve %14.4
bulunmustur (95). Bu bildirimlerde 1992-1999 wyillarinda direng¢ oranlari onceki
yillara gore artmis olarak gozlenmesine ragmen bu oranlarin Zonguldak ve Kayseri
illerinin toplam izolat bilgilerine gore yapilmis oldugu ve arastiricilar tarafindan bir
yorum yapilmadig1 gdézlenmistir. Ilimizde Aydin ve ark.’nin ¢alismasina gére 2003-
2005 yillart arasinda STR ve INH direnci sirasiyla %19.2 ve %23.2 olarak
belirlenmistir (82). Bizim ¢alismamizda, toplam 7842 6rnekte 380 kiiltiir pozitif ve
263 olguyu kapsayan, STR, INH, RIF ve EMB’ye direng sirasiyla %9.5, %15.9,
%1.1 ve %1.5 bulunmustur. Bulgularimizin Aydin ve ark.’nin ilimizde daha 6nce
belirledikleri direng oranlarina gore belirgin olarak diisiik olmas1 TB’nin tilkemizdeki
kontrolli icin DGT gibi yiiksek performans gerektiren g¢abalarin basarisi olarak
diistintilmiistiir. Calismamizda kurumumuzun 2015 yilindan itibaren i¢ ve dis kalite
kontrol uygulamalar ile diizenli olarak kontrol altinda oldugu ve kayitlarin da daha
diizenli tutuldugu belirlenmistir. Ulkemizin 2015 yili genel verilerine gére STR
direncinin bir miktar diisiik, INH direncinin ise bir miktar yiiksek oldugu
gbzlenmistir. DSO 2018 Global TB raporuna gore diinya genelinde rifampin direnci
yeni tani alan hastalarda %24 iken, 6nceden tedavi almis olan hastalarda %70 olarak
bildirilmektedir. Direncin kitalara gére degerlendirmesi yapildiginda yeni olgularda
Dogu Akdeniz ve Bati Pasifik iilkelerinde sirasiyla %14 ve %17, Afrika ve DSO
liyesi olan Amerika kitasi tlilkelerinde sirasiyla %23 ve %31, Rusya Federasyonu ve
Avrupa iilkelerinde ise sirasiyla %42 ve %56 oldugu gézlenmektedir. Onceden
tedavi goren olgularda direng oranlar1 bu oranlarin oldukga iizerindedir. CID izolatlar
degerlendirildiginde yine ayn1 rapora gore yeni olgularda %3.5 iken dnceden tedavi

almis hastada %18 oldugu belirlenmistir (22)
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Tablo 23: ilimizde yapilan ¢alismalarda belirlenen toplam direng oranlar

Sus STR RIF INH EMB Tarih

ZV/SD (94) 735 23.0 18.0 1975-1984  Zonguldak
ZVSD (94) 59 68 50 101 17 1984-1989  Zonguldak
Kart ve ark. (95) 2172 14.8 9.8 1972-1981  Zonguldak-
Kayseri
Kart ve ark. (95) 683 144 105 142 27 1982-1991 Zonguldak-
Kayseri
Kart ve ark. (95) 863 211 106 144 24 1992-1999  Zonguldak-
Kayseri

Aydin ve ark. (82) 125 192 80 232 40 2003-2005 Zonguldak
Bizim ¢alismamiz 263 95 1.1 159 15 2013-2018  Zonguldak
Ulkemiz geneli (11) 5629 11.3 54 13.7 44 2015 Turkiye

ZVSD: Zonguldak Verem Savas Dispanseri

DSO verilerine gore Tirkiye genelinde TB olgularmin %4.1’inin CID TB
oldugu anlasilmaktadir (Tablo 24). Ulkemizden farkli bolgelerden yapilan bildirimler
de bu oran ile benzerlik gostermekle birlikte, cografi farkliliklar oldugu dikkati
cekmektedir (75, 99, 100, 101, 102, 107, 109, 111, 114, 115, 116). Bizim
calismamizda (2013-2018) CID oran1 %1.1 bulunmustur. Bu oranm ilimizde daha
onceki yillarda yapilan bildirimlere (95, 82) gore diisiikk olmasinin tedavi ve korunma

konusunda alinan 6nlemlerinin basarisina bagli oldugu diisiiniilmiistiir.

Ulkemizde olusturulan Tiiberkiiloz Laboratuvar Siirveyans Ag1 (TULSA)
caligmalari, TB kontroliine laboratuvarin (dogru ve zamaninda tani, dogru ve
zamaninda tedavi) ve laboratuvar agmin katkisinin (laboratuvar kapasitesi ve
gelistirilmesi) saglanmasi ve iilke genelinde ilaca direncli TB olgularinin direng
yiikiinlinlin belirlenmesini ama¢ edinmistir. TULSA, kiiltiir pozitif TB hasta
verilerinin paylasildigi web tabanli bir sistemdir (96). TB tan1 laboratuvarlari, Ulusal
Tiberkiilloz Referans Laboratuvar1 (UTRL)’na yolladiklar1 izolatlara ait tim
sonuclart bu web sitesinden takip edebilmektedir. Bu web sitesine 2016’dan beri
laboratuvarimiz tarafindan diizenli olarak hasta verilerini aktarilmaktadir. Bu
calismada izole edilen CID susunun (2017 yilinda) UTRL’ye gonderilerek sonucun

dogrulanmasi saglandigi belirlenmistir.
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Tablo 24: Ulkemizde yapilan calismalarda belirlenen primer antitiiberkiiloz ilag
direng oranlar1 (%)

Sus

il INH RIF STR EMB CiD ayto Bolge Kaynak
1982-1991 142 105 144 27 73 683  Zonguldak-Kayseri 95
1992-1999 144 106 211 24 66 863  Zonguldak-Kayseri 95
1998-2004 246 158 9.9 188 147 442 Trabzon 97
1998-2001 139 29 19 34 129 201 Gaziantep 98
1999-2000 148 3 25 107 27 363 istanbul 99
1999-2000 9 45 22 15 3 134 Edirne 100
1999-2004 199 41 52 25 25 385 Sivas 101
2000-2002 6.8 93 51 42 17 237 {zmir 102
20002004 80 48 113 00 48 62 Diizce 103
20012003 24 11 13 10 8 100 Diyarbakir 104
20032005 232 80 192 40 8 125 Zonguldak 82
20042006 6.0 27 27 23 97 216 Gaziantep 105
20042011 85 25 03 03 46 284 Eskisehir 106
20052007 104 3 07 07 22 134 Edirne 107
20052010 61 05 52 24 48 212 Trabzon 108
20052010 29 05 21 32 21 373 Adana 109
2006-2009 152 58 27 6.6 47 257 (I(S;ZnTbxl) 110
2006-2010 37 11 37 05 16 189 Sivas 111
2007-2008 13 00 4 3 5 157 Kocaeli 112

2009 125 77 09 5.8 5.8 104  Istanbul-Ankara 113

20092012 149 62 95 79 4 275 Kayseri 114
20112017 20 52 96 82 4 251 istanbul 115
20122017 9.8 41 77 40 41 466 Sakarya 75
20142015 64 9 45 45 26 266 Konya 116
20132018 159 11 95 15 11 263 Zonguldak e
2015 137 54 113 44 41 5629 Turkiye 11
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Calismamizda degerlendirilen tarih siirecinde, kurumumuzda hastane bilgi
isletim sisteminde 2013-2014 yillar1 arasinda TB tetkik istemlerinin, mikroskopi, kati
kiltir ve sivi kiiltiir olarak farkli kodlar ile yer almasi nedeniyle istemlerin
birbirinden bagimsiz olarak yapildigi, biitiinliikk goézlenmedigi anlagilmistir. Bu
durum bazi hastalardan sadece mikroskopi, bazilarindan ise sadece kiiltiir ya da
mikroskobi ve kat1 kiiltiir isteminin yapilmasina neden olmustur. On alti drnegin
sadece PZR istemi yapilmis olup, istemi olmadigi igin ARB ve Kkiiltiirleri
calisilmamis oldugu belirlenmistir. Iki yiiz on ii¢ 6rnek ARB ve kat1 kiiltiir istemleri
oldugu i¢in siv1 kiiltiir calisilmamis hastalara ait 6rneklerdir. Bu nedenle sonuglarin
birbirleriyle tam olarak kiyaslanmasinin yapilmasi miimkiin olmamistir. Duyarlilik
ve Ozgilliigiiniin diisiik olmasi1 nedeniyle, mikroskopi TB tanisinda bir yardimci
Ozellikte olup kultrin yerine gecmemektedir (47). Bu yizden mikroskopi ile kiltur
es zamanl olarak yapilmasi 6nerilmektedir (1) . Kiiltiiriin kat1 ve sivi besiyerlerinde
kombine olarak yapilmasinin mikobakterilerin yakalanma sansim1 artirdigi
bildirilmektedir (45, 117). Bu oOneriler dogrultusunda kurumumuzda 2014 yili
ortalarindan itibaren bu tetkiklerin hepsi tek bir kod altinda toplanmis TB yoniinden
incelemesi istenen hasta drneginin mikroskopi, kat1 ve sivi kiiltiiriin es zamanl istem
yapilmasi saglanmistir. Bundan sonra tiim oOrneklerin saglikli degerlendirilmesi
yapilabilmis, enfeksiyon tanisinda laboratuvarin daha etkin olmasi saglanmistir. Bu
caligmada kat1 besiyerinde negatif olan 7 6rnegin sivi besiyerinde liremesine bagh
olarak TB bildiriminin yapildig1 belirlenmistir. Bu sonug, oneriler dogrultusunda

calismanin yararinin fark edilmesini saglamistir.

Calismamizda 2013-2018 yillar1 arasinda degerlendirilen 6rnekler icinde PZR
istemi olan 303 ornegin 5 (%1.6)’i RT-PZR ile pozitif bulunmus ve bunlarin
tiimiintin kiiltlirde tiremesi olmustur. PZR negatif olan 298 6rnegin ise 9 (%3) unun
kiiltiirde tiremesi olmustur. PZR negatif olan solunum 6rneklerinin %3.2°si, steril
viicut sivist orneklerinin %2.9’u ve doku orneklerinin %4.4°1 kiiltlirde liremistir.
PZR negatif olan idrar orneklerinin kiiltiirlerinde {ireme olmamistir. Nikleik asit
amplifikasyon testleri 2000’li yillar bagindan itibaren TB tanisinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Roche Diagnostics tarafindan gelistirilen COBAS Amplicor PZR
sistemi ilk ticari otomatize niikleik asit amplifikasyon sistemi olarak kullanilmistur.
Bu sistem yayma pozitif 6rneklerde miikemmel bir duyarlilik gosterirken yayma

negatif 6rneklerde orta duyarlilikta bulunmus, bu sistem icin 6zgiilliik diizeyi iyi ve
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inhibisyon oranlar1 kabul edilebilir olarak bildirilmistir. Ardindan, yine Roche
Diagnostics tarafindan gelistirilen bir Real Time PZR sistemi olan COBAS TagMan
kullanima girmistir. TB tanis1 igin COBAS TagMan MTB, 16S rRNA geninin bir
segmentini hedeflemektedir. 2010 yilindan beri yapilan bildirimlerde bu sistem
uzerine kabul edilemez dizeyde kiltur ile uyumsuz sonuglar mevcuttur. Bunun
nedeni olarak da, orneklerin standart kurallara uygun olmamasi ve/veya Orneklerin
yayma mikroskopisi (pozitifligi ve pozitiflik diizeyi) One siiriilmiistiir. Bu sistem
genel olarak solunum o&rnekleri i¢in Onerilmis olmasma ragmen solunum dis1
orneklerde de kullanilabilmektedir (118). Kim ve ark.’i tarafindan 247 hastadan alinan
toplam 406 6rnek es zamanl olarak kiltiir, Cobas Amplicor MTB PZR ve TagMan
MTB PZR ile test edilmis, TagMan ve Amplicor MTB PZR i¢in duyarhilik, 6zgiilliik,
pozitif (PPV) ve negatif (NPV) prediktif degerleri sirasiyla % 79.1,% 98.2,% 73.1
ve% 98.7 ve % 58.3,% 99.5,% 87.5 ve% 97.4 bulunmustur. Cobas TagMan MTB
PZR testi M. tuberculosis kompleksinin saptanmasi i¢in Amplicor MTB PZR
testinden daha yiiksek hassasiyet gostermistir. (119). Yang ve ark. (2011), 446
hastadan alinan 1093 6rnegin degerlendirdigi ve kiiltiiriin referans alindigi ¢alismada
Cobas TagMan MTB testinin genel duyarlilik ve 6zgiilligii sirasiyla % 91.5 ve%
98.7 bulmustur (120). Tayvan'daki 586 solunum orneginin degerlendirildigi ve
referans yOntem olarak kiiltiir kullanildigi bir ¢alismada, Cobas TagMan MTB
testinin duyarliligi ve 6zgilligi sirastyla% 82.7 ve% 96.5 olarak bulunmustur ( 121).
COBAS TagMan (Real Time PZR)’nin solunum ve solunum dis1 6rneklerdeki
performansiin degerlendirildigi bir metaanaliz ¢alismasinda, 1900’0 kultir pozitif
ve 20983’0 kiltur negatif toplam 22883 solunum o6rneginde 6zet tahmini duyarlilik
ve oOzgillik sirasiyla 0.808 (0.758-0.850) ve 0.990 (0.981-0.994) olarak
degerlendirilmistir. Duyarlilik ve 6zgiillik yayma pozitif 6rnekler igin sirastyla 0.952
(0.526-0.969) ve 0.916 ( 0.797-0.969), yayma negatif 6rnekler igin ise sirasiyla 0.600
(0.459-0.726) ve 0.989 (0.981-0.993) olarak degerlendirilmistir. Ayni ¢alisma i¢inde
solunum dis1 6rneklerin bulundugu (307°si kultir pozitif ve 3809°u kdltir negatif) 7
makale degerlendirilmis, 6zet tahmini duyarhilik ve 6zgiilliik sirastyla 0.586 (0.437-
0.721) ve 0.984 (0.955-0.994) olarak belirlenmistir. Tanisal yarar1 solunum sistemi
orneklerinden diisiik ancak kabul edilebilir diizeyde bulunmustur (118). DSO
2008’den beri ¢ tip hizli NAAT o6nermektedir. Bunlar birinci ve ikinci basamak
ilaclara direncin tespiti igin kullanilan LPA, kartus bazli otomotize bir sistem olan

Xpert MTB/RIF ve bir izotermal amplifikasyon yontemi olan manuel TB-LAMP
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testidir (1). Buna ragmen diisiik ve orta gelismislik seviyesindeki iilkeler bu
testlerden yeterince yararlanilamamakta, 2016 yilinda bile, gelisme diizeyi orta ve

diisiik olan {ilkelerde mikroskopi TB tanisinda en yaygin kullanilan test olarak
bildirilmektedir (6).

Karadag ve ark.’min Mayis 2008 ve Subat 2011 tarihleri arasinda 182
pulmoner ve 521 ekstrapulmoner toplam 703 6rnegin degerlendirilerek kiiltiiriin altin
standart olarak kabul edildigi ¢alismasinda, pulmoner 6rnekler i¢in BD ProbeTec ET
ve EZN'nin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla% 100,
% 98,8, % 87,5, % 100 ve % 71.4, % 98.8, % 83.3, % 97.6 olarak bulunmustur.
Akciger dig1 ornekler icin ise BD ProbeTec ET ve EZN'nin duyarlilik, 6zgiilliik,
pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla % 80, % 98.7, % 76.9, % 98.9 ve % 24,
% 98.3, % 42.8, % 96.2 olarak elde edilmis, BD ProbeTec ET sisteminin EZN'den
daha giivenilir oldugu bildirilmistir (122).

Genel olarak solunum yolu 6rnekleri i¢cin molekiiler testlerin giivenirliliginin
yayma negatif drneklerinde, pozitif 6rneklere gore daha az oldugu bildirilmektedir
(103). Bizim ¢alismamizda 2013-2018 yillar1 arasinda degerlendirilen 6rnekler i¢inde
PZR istemi olan 303 6rnegin 5’1 RT-PZR ile pozitif bulunmus ve 5’ininde kiiltiirde
{iremesi olmus ve Ornekler yayma negatif olarak degerlendirilmistir. Ug yiiz iig
ornekten yayma negatif ve kultir pozitif olan 9 6rnekte (2 akciger, 3 steril viicut
sivisi, 4 doku) PZR ile M. tuberculosis belirlenememistir. Bu nedenle ve aym
zamanda NTM iiremesini de saglamasi ve izolattan antimikrobiyal duyarlilik testi
yapilma imkani vermesi nedeniyle PZR negatif olan Ornege kiiltiir yapilmasi
gerekmektedir (1). Molekiiler direng testi ve konvansiyonel test sonuglar1 arasinda
uyumsuzluk oldugunda da, uyumsuzluk ¢o6ziiliinceye kadar konvansiyonel test

sonucu dikkate alinmasi tercih edilmesi 6nerilmektedir (123).
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6. SONUC

1-

10-

11-

2013-2018 (Subat) arasinda 5 yil iki aylik silirecte 7842 hasta 6rnegi (%72.7
akciger, %15.4 steril viicut sivisi, %6.1 doku ve %5.7 idrar) incelendi. Akciger
orneklerinin %53’0 (3022) BAL %39.5’i (2243) balgam, %7.5’i (428) AMS ve
%0.15’1 (9) trakeal aspirattir.

Degerlendirilen 6rneklerin %67.4°1 erkek (5289), %32.6°s1 (2553) kadin ve
%40’ 1min 65 yas ve tizeri hastalardan gonderilmistir.

Orneklerde yayma pozitiflilik oran1 %2.7 olarak bulundu.

Kultlr pozitifligi akciger 6rneklerinde %5.6, steril viicut sivi 6rneklerinde %2.7,
doku orneklerinde %5.1 ve idrar 6rneklerinde %0.7 olarak belirlendi.

Her iki kultir yontemi ile pozitiflik oran1 %4.8 bulundu. LJ ile negatif bulunan 7
hasta MGIT ile tespit edildi.

Toplam kontaminasyon oranlart LJ ve MGIT igin sirastyla %1.9 ve %2.4 olarak
belirlendi.

Kiiltiir pozitif 380 oOrnegin 263 hastaya ait oldugu, bu hastalarin yedisi
haricindekilerin (%97.3) onceden tedavi almamis yeni tani1 konulan hastalar
oldugu anlasildi.

Kiiltiir pozitif 380 6rnegin 190 (%50)’1min 65 yas ve lizeri hastalara ait oldugu
bulundu.

Kiiltiir pozitif 380 6rnegin 263 hastaya ait oldugu, bunlardan 71’inin kadin,
192’sinin erkek oldugu tespit edildi. Kadin hastalara ait solunum sistemi
orneklerinde kiiltiir pozitifliginin %4.2 ve solunum dis1 Orneklerinde kiiltiir
pozitifliginin %?2.4, erkek hastalara ait solunum sistemi Orneklerinde kiiltiir
pozitifliginin %6.1 ve solunum sistemi dis1 Orneklerinde kiiltiir pozitifliginin
%3.2 oldugu belirlendi.

Kiiltiir pozitifliginin en fazla solunum sistemi orneklerinde, ikinci sirada ise
steril viicut sivis1 6rneklerinde oldugu belirlendi. Idrar drneklerinde kiiltiir ve
yayma pozitifliginin sirastyla %0.67 ve %0.67 oldugu belirlendi. Kiiltiir pozitif
idrar 6rnekleri tamaminda yayma pozitif bulundu.

Calismamizda degerlendirilen steril viicut sivist orneklerinin %3.4’li periton,
%8.4’1 plevra, %1.6’sinovyal sivi ve %2’si beyin omurilik sivisi olmustur. Bu
orneklerde kiiltiir ve yayma pozitiflikleri sirasiyla %1.87, %3.20, %3.22, %1.25
ve %0, %0, %0.80, %0 bulundu.
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12- Degerlendirilen siire i¢inde 303 hastadan PZR istemi yapilmistir. Bes ornek
(%1.6) (1 akciger ve 4 doku) PZR pozitif bulundu ve bunlarin timinin
kiltdriinde tremesi oldu. PZR negatif bulunan 9 érnek (%3) (2 akciger, 3 steril
viicut sivisi, 4 doku) kultiriinde tGremesi oldu. PZR negatif olan solunum
orneklerinin %3.2’si, steril viicut s1visi 6rneklerinin %2.9’u ve doku 6rneklerinin
%4.4’(inlin kiltlrde Gremesi olmasi nedeniyle TB bildirimi yapildi.

13- Belirtilen siire i¢inde ¢alisilan toplam 263 izolata antibiyogram yapildi.

14- STR, EMB, INH ve RIF direngleri sirasiyla %9.5, %1.5, %15.9 ve %1.1 olarak
belirlendi.

15- Bes yillik siire¢ iginde %15.9 oranla en fazla izoniazide direngli izolatlar oldugu
tespit edildi.

16- Sekiz izolat STR+INH, 3 izolat RIF+INH, 1 izolat RIF+STR,1 izolat
STR+EMB, 4 izolat EMB+INH ve 1 izolat INH+RIF+STR’ye direncli bulundu.

17- Izolatlarin 17 (%6.4)’si iki ilaca direncli, 1 (%0.4)’i ii¢ ilaca direncli olarak
bulundu.

18- CID izolat sayis1 3 (1.1) bulundu.

19- INH+RIF+STR direncli bir izolat (%0.4) bulundugu tespit edildi.
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