T. C.
DICLE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ~
Anabilim Dali Bagkam
Prof. Dr. Omer METE

219

TUBERKULOZ TANISINDA ERLICH ZIEHL-NEELSEN,
FLUOROKROM BOYAMA YONTEMLERI iLE
BACTEC ve LOWENSTEIN-JENSEN KULTUR YONTEMLERININ
SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

[E . : il
i ud GEE

UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI
Do¢. Dr. Mahmut METE

Dr. Tuncer OZEKINCI

DIYARBAKIR - 2000



ICINDEKILER

SAYFA
GIRIS 2
GENEL BILGILER 4
GEREG VE YONTEM 32
BULGULAR 41
TARTISMA 55
SONUGLAR 62
OZET 64
SUMMARY 65

KAYNAKLAR 66



GiRIS

Taberkiloz, tani ve tedavi yéntemlerindeki ilerlemelere kargin, bugiin de
butin diinyada, 6zellikle gelismekte olan dlkelerde, yaygin olarak bulunan
insanlik tarihinin en eski ve en ¢ok korkulan hastaliklarindan biridir (1,2).

Bakterinin paleolitik ¢agda, insanlari infekte etmeden énce, hayvanlar
arasinda yaygin olarak bulundugu tahmin edilmektedir. Tas devrinden kalan
iskeletler ve Misir mumyalar (zerinde yapilan incelemelerde tiiberkiilozu
dagindaren kemik lezyonlarina (Pott hastalil) ve aside direngli basillere
rastlanmigtir.

Eski Misir ve Gin kayitlarinda, hastaligi tarif eden yazilar bulunmakla
birlikte tiberkiilozla ilgili ilk klinik ve patolojik gézlemler; hastaliktan 6len kisilerin
akcigerierinde kaviter lezyonlar oldugunu bildiren Vesalius (1478) ile baglamis,
sonraki yillarda Sylvius tarafindan tuiberkdiler tanimlanmigtir.

Hastaliin bulagici karakterde olabilecegi ilk kez Fracastorius tarafindan
ileri striilmastar. Willemin (1865) tuberkillozdan élen kisilerin akciger kavite
orneklerini tavsanlara inokile ederek hayvanlarda hastalik olugturmayi
basarmistir. Robert Koch 1882 yilinda bakteriyi mikroskopta géstermis, 1884'de
klinik 6rneklerde izole ettikten sonra saf kiltirini yapmig, deneysel olarak
hayvanlarda hastalik olugturmustur. Koch ayrica 1890'da old tuberkilin ile
hastaligin 6zel imminite ve allerjisini ortaya koymustur. 1921 yilinda Calmette
ve Guerin tlberkiloz agisi olan BCG'yi (Bacillus Calmette Guerin)
geligtirmiglerdir. Tlberkiloza karsi etkin bir ilag olan streptomisin ise 1944
yilinda Waksman tarafindan gelistirilmistir (1,2,3).

Bu ylzyilin ikinci yarisinda tedavide etkili yeni ilaglarin bulunmasiyla
endistrilesmis Ulkelerde tliberkilloz morbidite ve mortalitesinde devamli bir
digls olmugtur. Bu azalma iyimserlije yol agarak ABD’de 2010 yilina kadar
tuberkiilozun yok edilmesi amactyla bir program hazirlanmigtir. Ancak 1985'den
beri bu digis durmus ve 1985-95 yillan arasindaki olgu sayisinda yaklagik
%12’lik artig olmustur. HIV’in yayginlagmaya baslamasindan itibaren tiberkiloz
insidansinda biiylk bir artis olmustur (4).

Ulkemizde genis gaph kitle taramasi ve asi ¢alismalan 1953-1956 yillari
arasinda yapiimig ve bu donemde taranan kisilerin %56'sinin tiberkiiloz
basilleri ile infekte olduju saptanmustir. Ayni oran 1980l yillarda %0.36'ya
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dusmustar. Mortalite orani 1945'de ylzbinde 262; 1960'da yilzbinde 55 ve
1982'de yluzbinde 8 olarak tespit edilmistir. 1950l yillarda 6lim nedenleri
icinde ilk sirayi tiberkiloz alirken glinimizde 9. siraya digsmistir. Hastalarin
sosyo-ekonomik durumu dlkemizde énemli bir faktérdur. Bu nedenle bélgeler
aras! farkliiklar géstermektedir. Ege Bélgesi'nde tiberkiloz prevalans: binde
1.86 olmasina kargin Glineydogu Anadolu Bélgesi’nde binde 7.44'tir (1,4,5).

Son yillarda tiiberkiilozdaki yeni tehlike, gogul direngli (Multidrug-Resistant
= MDR) M.tuberculosis suslarinin artmasidir. Bu suslar en azindan en 6nemli
antitiberkiloz ilaglar olan rifampin ve isoniasid’e direnglidir. Bu ikisine ek olarak
diger antituberkiloz ilaglara da diren¢ olabilir. Bu durum, direng sorununuda
gindeme getirmis ve hastaligin kontrol altina alinmasi igin tiberkiiloz
olgulannin vakit gegiriimeden tanimlanmasi ve tedaviye mumkiin oldugu kadar
¢abuk baglanmasi gerekiiligini ortaya gikarmigtir (4,6).

Cesitli kaynaklarda fluorokrom boyama yénteminin, konvansiyonel Ziehi-
Neelsen boyama ydnteminden daha hassas oldugu bildiriimektedir. Ayrica bu
yontemde preparasyon inceleme siresinin daha kisa olmasi, hem laboratuvar
personeli hem de preparat pozitif olgularin erken saptanmasi agisindan avantaj
olarak kabul edilmektedir (7,8,9,10,11,12).

Tuberkiloz tanisinda kullanilan kaltir yéntemlerinin geligtiriimesi ile ilgili
calismalar son yillarda hiz kazanmistir. Bu sireg igerisinde geligtirilen Bactec
TB 460 sistemi ile mikobakterilerin izolasyonu, konvansiyonel yéntemlere gére
iki-i¢ hafta daha erken yapilabilmekte ve pozitif kiltirlere uygulanan
antitiberktloz ilag duyarhili§i ile yine kisa sirede uygun ve etkili tedaviye
baslanabilmektedir (7,8,9,10,12,13).

Bu caligmada konvansiyonel olarak kullanilan Ziehl-Neelsen boyama ve
Lowenstein-Jensen besiyerinde kltur yontemi ile, hizli tani saglayan fluorokrom
boyama ve Bactec kiltir yontemi kargilastiriimis ve izole edilen M.tuberculosis
kompleks suglarinin antitiberkiloz ilaglara duyarlili§i incelenmistir.



GENEL BILGILER

Mikobakteriler, Mycobacteriaceae familyasina bagli tek genus olan
Mycobacteriumiar iginde yer almaktadir. Yiksek oranda G+C (%62-70)
icermeleri ile mikolik asit igeren diger bakterilere, Nocardia (%60-69),
Rhodococcus (%59-69), ve Corynebacterium’lara (%51-59) benzerler (14).

1959'da Ranyon, M.tuberculosis ve M.bovis diginda, klinik érneklerden izole
edilen diger mikobakteriler igin bir gruplama yapmistir. Bu siniflamada her grup
degisik tarleri icermektedir.

Grup I: Sadece igikta sari-portakal rengi pigment olugturan fotokromojenik
mikobakteriler (M.kansasii , M.marinum , M.simiae ),

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

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

Grup IV : 25 ve 37 °C’de Uremeleri igin bir haftadan daha az bir siireye
gereksinim duyan ¢abuk dreyen mikobakteriler (M.fortuitum-chelonae
kompleks) icermektedir.

Runyon gruplandirmasinda; pigmentasyon, koloni morfolojisi ve lreme
hizi temel alinmigtir (15).

Yillar sonra batin mikobakteri tirlerinin  Runyon gruplamasina
uymadiginin farkina variimig ve bunlarin diginda bir ¢ok yeni tir tanimlanmigtir.
Ornegin M.avium-intracellulare (MAI)'nin bazi izolatlan yiiksek oranda pigment
olugturduklarn ve M.szulgai’nin 25 °C’de fotokromojenik, 37 °C’ skotokromojenik
olduklari farkedilmistir. Bu farkliliklar nedeniyle artik bitiin mikobakterilerin tir
diizeyinde tanimlanmalarn tavsiye edilmektedir ve Runyon gruplandinimasi
laboratuvarlarda kullaniimigtr.



Runyon gruplandirmasindaki mikobakteriler ‘atipik mikobakteriler’ olarak
adlandiriimigsa da son yillarda bu tirlerin atipik olmadiklari kabul edilmis ve bu
grup icin ‘MOTT (Mycobacteria other than tuberculosis)’ veya ‘non-tuberculosis
mycobacteria’ terimleri kullamimigtir. Ancak bu terimlerin de mikobakteri trlerini
tanimlamada yetersiz kaldi§i goralimastar. Klinik agidan 6nemli  ¢esitli
mikobakteri tirlerinin olugturdugu infeksiyonlarin tedavileri farkli oldugu igin tim
mikobakterilerin tir adlari ile belirtiimeleri gerekmektedir. Klinik mikrobiyoloji
yoniinden mikobakterilerin daha uygun siniflandiriimast Wollinski tarafindan
1979 wyilinda vyapilmig , Woods ve Washington tarafindan yeniden
dizenlenmigtir. Tablo 1, M.tuberculosis disindaki mikobakterileri géstermektedir

(1,15).
Tablo 1. M.tuberculosis digindaki mikobakteriler (15)

Grup Tar

Insanlarda patojen olan tiirler M.leprae

Insanlarda potansiyel patojen M.avium-intracellulare,M.kansasii,

olan tiirler M.fortuitum-chelonae kompleks,M.xenopi
Insanlarda nadiren hastalik

olugturan saprofit mikobakteriler

-Yavas lireyenler (>7 giin) M.gordonae,M.asiaticum,M.terrae-triviale
kompleks,M.gastri,M.nonchromogenicum

M.paratuberculosis
-Orta stirede lireyenler (7-10 giin) M. flavescens
-Cabuk iireyenler (<7 giin) M.termoresistibile, M.smegmatis,M.vaccae,

M.parafortuitum kompleks,M.phlei

Mikobakterilerin genel 6zellikleri:

Mikobakteriler silindir seklinde, uclari yuvarlak, 0.3-0.6 um en ve 1-4 um
boyunda, diz veya hafif kivrik, ince bir basildir. Hareketsiz, sporsuz ve
kapsiilsiizdir. Hicre duvar yapisinin blyidk béiimini olusturan lipitlerin
hidrofobik &ézelliklerinden dolay! bakteriyolojik boyalarla zor boyanirlar. Yeni
lezyonlardan ve geng kiltirlerden gram ile hazirlanan preparatlarda bazen ¢ok
zayif ve dizensiz olarak boyanabilirsede gram boyanma 6zelliklerinden
bahsedilmez. Mikobakteriler aside alkole direnglidirler. Bakterinin aside direngli
boyanma 6zelligi, fiziki butinligd yaninda hiicre duvarindaki mikolik asit ve lipid
bariyer sisteme baglidir. Bazik fuksin boyasi ile bir kez boyandiklarinda, %3
asit-alkollin dekolarizasyonuna diren¢ gosteririer. Bu kuvvetli aside direngllilik




dzellikleri tim mikobakteriyel hastaliklarin laboratuvar tanisinda kullanilan en
onemli 6zellikleridir (1,16,17).

Mikobakterilerin hiicre yapisi: Mikobakteriler sitoplazma, sitoplazmik
zar ve bunlari ¢evreleyen lipidlerce zengin bir hiicre duvarindan olugmuslardir.

Sitoplazmada gekirdek zari ile gevrili olmayan tek bir kromozom bulunur.
Bu nedenle prokaryotturlar. Bazi mikobakterilerin sitoplazmalarinda diger
bakterilerde de sik olarak gériilen, plasmid ve episom olarak adlandirilan kiiglk
DNA halkalar bulunur. Elektron mikroskop galigmalar sitoplazmik zarin iki
elektron yodun tabaka ve arada transparan bir bolge gorintiist ile klasik iki
tabakal sitoplazmik zar gériinimune benzerlik gosterdigini ortaya koymaktadir.
Elektron mikroskop goéruntilerinde iki tabakanin simetrik olmadidi, digtaki
tabakanin daha kalin oldugu gézlenmistir. Elektron sitokimyasal ¢alismalara
gére; bu kalinhigin karbonhidratlar, fosfatidil inazitol, mannozitler ve
lipoarabinomannan molekiillerine bagh oldugu disindlmektedir. Sitoplazmik
zarin lipit yapisi konusunda bilgiler azdir. Kardiolipin, fosfotidiletanolamin ve
monofosfoinositollerin bulundugu gésterilmigtir (17,18).

Hicre duvar yapisinin ana iskeletini peptidoglikan olusturmaktadir (Sekil
1). Bu yaplya arabinogalaktan molekiilleri fosfodiester baglar ile baglanmakta,
ucunda da mikolik asitler yer almaktadir. Mikolik asitler ise degisik lipit, glikolipit
ve bazi proteinler ile sonlanmaktadir.

Peptidoglikan tabaka diger bakterilerde oldugu gibi, kisa peptid zincirleri ile
¢apraz bagli, uzun polisakkarit zincirlerini igerir. Burada bulunan polisakkarit
zincirleri, N-asetil glikozamin ve N-glikolil muramik asidden olugmustur. Glikolil
yapisi nedeniyle bakteri lizozime direnglidir.

Sekil 1 : Mikobakterilerin hiicre duvar yapisinin gematik gérinumd.
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Peptidoglikan tabakaya bitisik olan tabaka, arabinogalaktan tabakasidir.
Hiicre duvar kitlesinin  %35'ini olugturur. Arabinogalaktan, arabinoz ve
galaktozdan olusan dalli bir polisakkarittir. Koruyucu bariyer gérevi gorir.
Kuvvetle hidrofobiktir. Bu 6zellii nedeniyle suda eriyen boyalar bakteriye
penetre olamaz. Kuvvetli immunojendir. Arabinogalaktaniarin yan zincirlerindeki
ug arabinoz birimlerine mikolik asit diye adlandirilan bir grup zincirli yag asitleri
kovalent baglarla baglanirlar. Bu asitler hiicre duvarinin kalinhgindan ve buytk
oranda hiicrenin aside direngli olugsundan sorumludur.

En dig tabaka bir grup heterojen peptidoglikolipidier veya fenolik
glikolipitlerden olugmustur ve “mikozidler” olarak adlandirilir (17,18).

A-Lipidler: Mikobakterilerin pek ok 6zellikli kompenentleri arasinda,
lipidlerin diger bakteriler ile kiyaslandiginda ayn bir yeri oldugu gérular. Baglica
lipidieri; mikolik asit, balmumu (Waxes D), fosfolipidler, trehalozlar (kord faktéri,
sulfolipidler, mikolipenik asit), glikolipidler, lipoglikan ve lipoproteinlerdir.

Balmumu (Waxes D). Mikobakteriyel hiicre duvarinda bulunan bir
peptidoglikolipiddir. Mikolik asid molekdlierinin ucunda yer alir. Wax D, muramil
dipeptid bilesikleri icinde adjuvan etki géstermektedir. Ayni zamanda interferon
yapimini da indukledigi gésterilmigtir. BCG agisinin, belli timdrlerde gerileme
g6steren imminoteropatik etkisinde roli vardir (1,18).

Kord faktorli (6,6'-dimikolat-a-D trehaloz): Middlebrook (1947) virulan
tuberkiiloz basillerinin kord olusturdugunu gézlemis, bu yapinin virulansla iligkili
oldujunu dasinmustir (Resim 1). Adjuvan aktiviteyi de igeren, ¢ok sayida
dzellije sahiptir. Alternatif kompleman yolunu aktive eder. Polimorfoniikleer
|6kosit gogiinti 6nler. Granulom olusumunda rol oynar. Antitiimér 6zelligi vardir.
Konak hiicre mitokondri membranina tutunarak solunum ve oksidatif
fosforilasyonda hasara yol agar. Farelerde karakteristik bir toksisiteye sahiptir.
Bu bilgilere ragmen, kord faktoriintin tiberkiloz patogenezindeki rolu tam
olarak bilinmemektedir (1,17,18).

Fosfolipidler: Fosfatidik asid temel yapisindaki fosfodiasilgliserollerdir.
Sitoplazmik membrana baglidir. Peptidoglikan ve hiicre duvar polisakkaridinin

sentezinde rol oynar (1).



Resim 1 : Bactec 12B besiyerinde iireme sonrasi yapilan preparasyonda
kord faktérl ( x100).



Sulfatidler: Basilin virulansindan esas sorumiu neden olarak
degerlendiriimistir. Fagosom aktivasyonunu inhibe ederek, bakterinin
intraselltiler yagamini srdiirmesini saglar. Ayrica kord faktér toksisitesini de
artirmaktadir(5,6).

Mikolipenik asit: Sadece virulan suglar tarafindan olusturulur. Lkosit
migrasyonunu dnemli oranda azaltir (17).

Lipoglikaniar, lipid tasityicisi olarak islev gérerek uzun zincirli yag asitlerinin
sentezine olanak saglarlar. Lipooligosakkaritler serovarlarin dominant
epitoplarini olusturur ve 6nemli yiizey antijenleridir. Fenoglikolipidler tar ve
antijenik ézelligini verir (17).

B-Proteinler: Mikobakterilerde hiicre duvarinda proteinlerde yer
almaktadir. Bunlarnin baslica islevleri; hiicre béliinmesinde rol alan enzimler ve
duvar polimerlerinin sentezinde yer almak, atiklarin hiicre duvarindan
gecmesinde rol oynamak, porlan olusturmak ve antijenik 6zellik saglamaktir.
M.tuberculosis’de bulunan proteinler fiziksel, kimyasal 6zellikleri, fonksiyonlart
ve lokalizasyonlarnina gére gruplandirilabilir. Isi soku proteinleri, lipoproteinler,
sitoplazmik membrana bagli ve salgilanan proteinler baglicalandir (17).

C-Polisakkaritler (arabinogalaktan ve arabinomannan): Duyarl deney
hayvanlarinda anafilaktik tipte asiri duyarliik reaksiyonlarina neden olurlar.
Gecikmis tip asin duyarliik reaksiyonlarinda rolleri yoktur. Konak hicre
makrofajlarindan TNF-o. salinimini arttinrlar. Nétrofillerin damardan dokuya

gecmesini ve yangisal tepkimenin olugmasini saglarlar (1).

ANTIJENIK YAPI

M.tuberculosis'in  antijenik yapist, bugine kadar tam olarak
aydinlatlamamustir. Yapisinda yer alan protein, lipid ve polisakkaridlerin tumu
immunojeniktir. Bu komponentlerin, immiinosupresyon, makrofaj aktivasyonu,
graniilom olusturma, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi bir
cok degisik etkileri vardir. Proteinler, anahtar immunojen olarak kabul edilirler.

Old tuberkilin (OT): llk kez Koch tarafindan elde edilen OT'nin infekte
bireylerde, basille karsilagsmamis olanlara nazaran daha ¢abuk ve daha belirgin
reaksiyon olusturdugu gorilmis ve thberkuloz infeksiyonunun tanisinda,
intradermal cilt testi olarak kullaniimaya baglanmigtir. Bilesimindeki proteinler,



karbonhidratlar ve besiyerine ait maddeler nedeniyle 6zgil olmayan
reaksiyonlara neden olur.

Saflastirimis protein derivesi(Purified Protein Derivative:PPD): OT'nin
kollodyen membraniardan siizilmesi ve amonyum siilfatla ¢oktirilmesi sonucu
elde edilmis, kismen daha saf bir Urlindir. Bilesimindeki proteinler daha kiiglik
oldujundan ve daha az karbonhidrat igerdiginden 6zgil olmayan reaksiyonlara
daha az rastlanir. Diinya saghk érgiti; 0.1 ml solisyonda 5 tuberkilin Unitesi
(TU) dozunda PPD, veya 0.0001 mgr standart tiberkilin(PPD-S)bulunmasini
énermektedir. Tam olarak saflagtirimamig olmasi ve diger mikobakteri tiirleri ile
olusan infeksiyonlarda ¢apraz reaksiyonlara sik rastlanmasi gibi olumsuzluklara
ragmen PPD, imminodiagnostik 6nemini hala korumaktadir.

Saflagtiriimis antijenler: Son yillarda daha saf antijenlerin elde edilebilmesi
amaciyla yapilan galismalar sonucu, sitoplazmik orjinli oldugu sanilan antijen 5
ve antijen 6 elde edilmigtir. Saflastiriimig mikobakteriyel antijenler iginde en ilgi
cekeni 65 kD antijenidir. Isi sok proteinlerine gok benzer ve yilksek oranda
imminojeniktir. Konak dokularda salindigi zaman otoimmin reaksiyoniara ve
kazeifikasyon nekrozuna yolagti§i gosterilmistic. Bu antijene karsi olusmus
antikorlar ile, duyarh T hiicrelerinin varhigi gésterilmistir (1).

Tiiberkiilin deri testi

M.tuberculosis’e karsi olugsmus ge¢ tip asin duyarlilik reaksiyonunun
gostermek igin yapilan intradermal bir testtir. Testin pozitif oimasi infeksiyonu
gobsterir, ancak tlberklloz tanisini koydurmaz. Hastalidin kontroliinde, ayirici
tanisinda, olgularin ortaya ¢ikanimasinda ve hiicresel imminitenin
degerlendiriimesinde kullaniir. Daha oénce basille karsilagsmis kisilere
intradermal olarak tiiberkilin verilmesi, enjeksiyon yerinde, eritemli veya
eritemsiz bir endurasyon olugsmasina neden olur. Duyarliifin derecesi,
reaksiyon alaninin ¢api élglilerek tayin edilebilir. Ancak ciltte meydana gelen
reaksiyonun byukluga ile hastalik derecesi arasinda bir korelasyon yoktur (1).

Tuberkilin duyarliligin arastinlmasinda c¢esitli deri testleri kullanilmigtir.
Bugiin en ¢ok kullanilan standart PPD ile uygulanan Mantoux testidir.

On kolun 6n ylziiniin temizlenmig derisi icine &zel tuberkilin enjektéri
kullanilarak 0.1 cc 5 TU taberkilin enjeksiyonu ile yapilir. Dogru olarak
uygulanmis bir enjeksiyonda, deride 6-10 mm ¢apinda soluk renkte, bir kabarcik
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olugur. Test 48-72 saat sonra okunmalidir. Eritem &nemli olmayip, asil
6lctlmesi gereken endilrasyonun ¢apidir (1,16).

10 mm veya daha fazla endlirasyon pozitif, 5 mm'den buylk, fakat 10
mm’den kiigiik endiirasyon sipheli, endlrasyon oimadan sadece eritem veya 5
mm’den kiigiik endlirasyon negatif olarak kabul edilir.

Tuberkiloz bakterileri ile hi¢ temas etmemis kigilerde tiberkiilin deneyleri
negatif sonug¢ verir. Deneyin pozitif ¢ikmasi, kisinin daha 6nce bir tiberkiloz
enfeksiyonu gegirdidini, halen tiiberkilozlu oldugunu veya asilanmig oldugunu

gosterir.

PATOGENEZ

Tuberkilozda en 6nemli bulag yolu inhalasyondur. Bulag sonrasi
infeksiyon olusup olusmamasi veya hastalik meydana gelip gelmemesi konagin
direnci ile bakteriyel virulans arasindaki dengeye baghdir. Aktif tiiberkilozlu
kigiler cevreye, icinde degisik sayilarda basil bulunan damlacik sagarlar. Saghkh
kigiler tarafindan solunan bu damlaciklarin biyik olanlan burun ve brons
yuzeyindeki silialar tarafindan tutulurken, iginde 1-3 basil bulunan kiigik
partikiiller kolaylikla alveollere ulasir ve alveoler makrofajlarca fagosite edilirler.

Mikobakteri tastyan fagozum ¢odunlukla lizozom ile birlesmez ve
fagozomun pH’si, proton-ATPaz vezikillerinin diglanmasi nedeni ile daha fazla
asidifiye olmaksizin 6.5 dolayinda kalir. Bu mikobakterinin yasamasi i¢in uygun
pH'dir. Ayrica mikobakterinin duvar yapisinda yer alan komponentler,
bakterinin, kendisini konagin immiin saldinisina karsi korunmasinda énemili rol
oynamaktadir (19). Makrofaj aktivitesi yetersiz kalirsa basil, hiicre iginde
co§almaya baglar. lkiye béliinme siiresi uzun oldugundan makrofaj iginde yavas
bir sekilde ¢ogalan M.tuberculosis, akcijerde vazodilatasyon, o&dem,
polimorfniveli I6kosit ve fibrindz eksuda ile karakterize erken konak cevabina
neden olur.

Konakta, basillerin belli bir saylya ulagmasi ve hiicresel immiin cevabin
ortaya ¢ikmasina kadar 3-8 haftalik bir stire geger. Hiicresel immiin cevap ile
birlikte aktive olan T-lenfositler ve makrofajlar basilleri gevreleyerek, nonspesifik
konak cevabinin bir g6stergesi olan graniilamatéz inflamasyon gelisimine yol
acarlar. CD4 T hiicrelerinden salinan IFN y ile lenfokinler, makrofaj ve
monositleri aktive eder. Monositlerden kéken alan doku makrofajlari epiteloid
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hiicrelere, bunlarda birleserek ¢ok nukleuslu dev hicrelere dénigir. Aktive
makrofajlar fagozom igindeki basilleri superoksit anyon, radikal hidroksil ve
hidrojen peroksit gibi serbest radikaller ile oldurir. Bakteri endozomal
kompartimanda iglenerek MHC klas [l molekilleri ile birlestikten sonra
makrofajin ylzeyine yapigir (20). Mikobakteriyel hiicresel cevapta dominant
olan T lenfositlerinin %90’t a ve P zincirinden olugan reseptorieri ile antijeni
taniyarak aktif hale geger. Makrofajlar tarafindan fagosite edilen, ancak
sldurtlemeyen bakteriler MHC kias | molekilleri ile birlesip CD8 T lenfositlerine
sunulur. Ancak tiiberkiiloz basilleri ile meydana gelen infeksiyonlarda aktivite
CD8 T hucrelerinin roll, heniiz kesin olarak anlagilamamigtir (1,19).

Hiicresel imminite ve gecikmis tip hipersensitivite T hicreleri ile olusur.
Her ikisindede ayni immuinolojik mekanizma s6z konusudur. Hiicresel immiinite
infeksiyon ajamini oldtrmeyle ilgilidir. Gecikmig tip hipersensitivite konak
organizmanin infeksiyona verdigi immanolojik bir cevaptir. Gecikmis tip
hipersensitivite olustuunda lenfositlerden agiga ¢ikan lenfokinler sadece
basilleri dldiirmekle kalmaz granilomun merkezinde bulunan nekrotik dokularda
pihtilagsma mekanizmasini harekete gegirip, kan damarlarinda iskemi ve
tromboza neden olur. Sonugta doku yikimi meydana gelir. Lezyon bélgesindeki
aktive makrofajlara ait proteinaz, lipaz, endoniikleaz gibi enzimler granilomun
ortasinda bulunan kazeomu eritir ve likefaksiyona yol agar. Likefiye kazeomun
bronsa agilmasi ile kavitasyon olugur (1).

Tuberkiloz primer veya sekonder olarak iki sekilde ortaya cikar :

Primer tuberkiloz, bireyin tuberkiloz bakterileriyle ilk defa infekte
olmasidir. Solunum yoluyla alinan tiberkiloz basilleri genellikle alt loblarda ve
plevra altinda yerlegirler. llk yerlesim yerinde toplanmakta olan makrofajlar
epiteloid hicrelere dénusir. Bunlar birleserek langhans tipi dev hicreleri
olustururlar, etraflari lenfositlerle gevrilir ve granilom meydana gelir. Bu yapiya
Ghon odagi denir. Bélgesel lenf bezlerine yayilan basiller burada da ayni
granilomatéz olaya neden olur. Akcigerdeki primer periferik lezyon ve
beraberinde biylimis lenf bezlerine “Ghon kompleksi veya primer kompleks”
denir. Genellikle asemptomatiktir. Bélgesel lenf bezlerindeki basiller kan yoluyla
viicuda yayilabilir ve menenijit, miliyer tiberkiloz gibi hastaligin agir sekilleri
ortaya cikabilir (21,22).
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Sekonder tlberkilloz (reinfeksiyon tiiberkilozu, erigkin tuberkilozu),
onceden primer infeksiyon gecirmis bir kiside tiberkilozun reaktive olmasiyla
olugur. Cogunlukia erigkinde goérilmesi, baglangi¢ lezyonlarimin st zonlara
yerlesmesi, brong yolu ile yayilmasi, hiler lenfadenopatinin nadir gériimesi ve
spontan sifanin nadir olmasiyla primer tiiberkilozdan ayrilir.

Sekonder tiiberkiiloz 3 sekilde ortaya ¢ikar:

1.Endojen reinfeksiyon: Primer infeksiyon sirasinda lenfohemotojen yolla
akcigerin apikal-subapikal bélgelerine yerlesen (Simon odagi) ve ¢ogalmadan
burada canhhgini sardiren basillerin (dorman halde) hayatin herhangi bir
déneminde hiicresel immiin yanitta meydana gelen supresyon nedeniyle aktif
hale gegmesi ile meydana gelir.

2.Primer infeksiyonun ilerlemesi: Primer tiberk(loz iyilegsmez ve ilerlemeye
devam ederse erigkin tipi tlberkiloza dénagebilir. Nadir bir durumdur. Ozellikle
ergenlik gagindan sonra primer tiiberkiloz olanlarda gérulur.

3.Eksojen reinfeksiyon: Primer infeksiyon gegirmis bir kiginin digaridan
tekrar tiiberkiiloz bakterilerini almasiyla olusur (1,7,21).

Tuberkiiloz hastaliginda baslica iki tipte lezyon olugur:

1.Ekstdatif tip: Odem sivisi, polimorf niiveli I6kositler ve daha sonra
tiiberkiiloz bakterilerinin cevresinde monositlerle akut iltihabi reaksiyonu igerir.
Bu tip, dzellikie akciger dokusunda goérilir. Tim eksiida absorbe oldudu icin
lezyon iyilesebilir, doku nekrozu olugabilir veya produktif lezyon geligebilir.
Eksudatif faz boyunca tiberkiilin deri deneyi pozitiftir.

2.Produktif tip: Gelistiginde tuberkiloz bakterilerini igeren multinikleer dev
hiicreler veya Langhans hiicrelerinden olusan genis bir merkez bdige, genellikle
radyal olarak yerlesmis epiteloid hicrelerden olugsmus bir merkez bélge,
fibroblastiar, lenfositler ve monositlerden olusmus periferik bélgeden meydana
gelen graniloma olusur.

Lezyonun bulundugu yerde periferiyal fibréz doku geligerek merkez
bélgede kazedz nekroz olusur. Bu lezyonlara tiberkdl denir. Kaze6z tiberkll bir
brong icine dogru gelisirse, igerigini buraya bosaltir ve kavite olugur, buna
kavern adi verilir. Daha sonra kalsifikasyon ve fibrinlegsme ile iyilegebilir (7,9).
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TANI

Tuberkiiloz hastalarinin erken tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun
korunmasinda en etkili yoldur. Bu nedenle tliberkiiloza yakalandigi digtndlen
hastalarin tanilarini kanitlayacak, duyarliligi ve 6zgalluga yuksek, hizli sonug
veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar yéntemlerinin gtnluk
kullanima girmesi 6nemli bir gereksinimdir (23). Dinya saghk o6rgutinin
kararina gére bir hastaya kesin tilberkiloz tanisi konabilmesi igin uygun gekilde
alinan klinik 6rnegin laboratuvara génderilmesi, hazirlanan preparatlarda
mikobakterilerin goriilmesi ve ekim yapilan besiyerlerinde Uretilmesi ile miimkin
olur (24).

Tuberkiilozun laboratuvar tanisindaki basan; klinik érnegin uygunluguna
baglidir. Hastalik ¢ok cesitli organ ve dokulan tuttugu igin, materyal seg¢imine
6zen gosterilmeli; normal flora Uyeleri ile kontamine &rnekler incelenirken,
dikkatli olunmahdir. Tiiberkiloz tanisi igin 6érneklerin alinma ve laboratuvara
gonderilme kosullan vardir. (1,8,10,13,15,25).

Balgam: Hastadan 5-10 ml kadar tikrik igermeyen sabah balgami
alinmasi tercih edilir. Hasta 6nce egitimeli ve nasil balgam c¢ikartilacigi
&gretilmelidir. Okstiruk derinden gelmeli, balgam koyu ve yapiskan olmamalidir.
Balgam gikaramayanlarda ekspektoranlar verilebilir veya steril hipertonik tuziu
su inhalasyonu yaptirilir. Balgam kiiltiirt birbirini takip eden Ug¢ ginde, {i¢ kez
tekrarlamak mikobakterilerin izolasyon sansini arttirmaktadir. Bagka bakterilerle
kontaminasyon riski fazla oldugundan 24 saatlik balgam taberkiloz tanisi igin
uygun bulunmamaktadir.

Idrar: 50 ml sabah orta akim seklinde alinan ilk idrar érnegi yeterlidir.
Birbirini takip eden ti¢ glinde kiiltiir igleminin tekrarlanmasi bagany yikseltir. 24
saatlik idrar 6rnegi kitar islemi igin uygun degildir.

Achk mide suyu: Tuberkiloz tanisi igin uygun bir érnek degildir. Balgam
cikaramayan veya balgamini yutan hastalarda, koma nedeniyle tam
Gkslremeyen ve kooperasyonu tam olmayan hastalarda, balgam aliminin zor
oldugu kuglk ¢ocuklarda bagvurulur. Bu gibi hastalarda en az 5-10 ml aghk
mide suyu alinmalidir. Uyku siiresince yutulan balgami toplayabilmek i¢in, hasta
uyanir uyanmaz, herhangi bir gey yemeden alinmasi dnerilmektedir. Birbirini
izleyen li¢ glinde, kaltir islemini ¢ kez tekrarlamak izolasyonu kolaylagtirir.
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Aclik mide suyunun yiksek asiditesi mikobakteriler igin zararlidir. Bu nedenle
vakit gecirimeden ekim yapilmalidir. Ekim gecikecek ise tampon ¢ozeltilerle
muamele edilmelidir (anhidréz di sodyum hidrojen fosfat).

BOS: BOS’daki basil miktari ¢ok az olabilir. Bu nedenle santrifijlemeyle
elde edilen sedimentten ekim yapildiktan sonra, lam Uzerine bir damla konup
havada kurutulur ve {zerine tekrar bir damla daha konur. Bu §ekilde kat kat
hazirlanan preparatlarda basillerin goriime sansi artar. Bazen, tliberkiloz
menen;jitli hastalarin BOS"I oda isisinda bekletilirse, fibrin agi olusur. Aside
direngli basillerin, fibrin aginda gortilme olasili§i daha fazladir.

Abse materyali: Derinin alkolle temizligi yapildiktan sonra, steril enjekttrle
mimkin oldugu kadar ¢ok miktarda abse 6rnegdi alinmaldir. Eger yeterli
miktarda alinamiyorsa, az miktarda 6rnek ekivyonla alinmah ve transport
besiyerinde (7H9 buyyonu) laboratuvara génderilmelidir.

Kan: Hastadan alinan kan érnegi, besiyerine ekilmeden énce ve ekildikten
sonra besiyerinin agz1 %70'lik alkolle silinmeli ve en fazla 5 ml kan Bactec 13A
besiyerine direkt olarak ekilmelidir. Sodyum polyanetal silfonat iceren kan
taplerine 10 ml kan érnegi alinmasi 6nerilmektedir. EDTA ¢ok az miktarlarda
dahi mikobakterilerin iremesini inhibe ettigi icin kullaniimamalidir.

Viicut sivilari (plevra, perikard, periton, asit sivisi, sinovyal sivi, kemik
iligi): Ser6z sivilar tiberkiloz tanisi igin incelendiginde bilyik hacimlere gerek
duyulur ve en az 10-15 ml, mimkiinse 50 ml alinmalidir. Bu tip klinik érnekler
¢ok dilie olduklarindan aside direngli bakterileri saptamak oldukca gugtir.
Biyiik hacimlerde alinan klinik 6rnekler santrifiij edilmeli, ¢ékelti halindeki 10 mi
ornek direkt olarak 13A besiyerine ekilmelidir.

Biyopsi: Koruyucu ve fiksatif icermeyen steril kaplarda 1 g doku &rnegi
incelenmelidir. Steril olarak alinmali ve viicut florasi ile kontaminasyondan
kaciniimalidir. Formalin ile génderilmis 6rnek uygun degildir.

Bronkoalveoler lavaj sivisi: En az 5 ml érnek steril kaplara alinmalidir.
Brongial fircalama veya igne aspirasyonlari bovin serum albumin ve %0.5
Tween-80 ile zenginlestiriimis yaklasik 10 ml Middlebrook 7H9 buyyonu igeren
steril tiplere alinmalidir.
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Deri lezyonu: Biyopsi érnedi alinacaksa fiksatif ve koruyucu icermeyen
kaplarda génderilmeli, aspirasyon yapilacaksa enjektér kullaniimalidir. Eger
biyopsi ve aspirasyon yapilamiyorsa ekiivyonla alinacak &rnek transport
besiyerinde génderiimelidir. Biyopsi érnegdi lezyonun periferinden alinmalidir.

Digki: Son zamanlarda  AIDS hastalarinin diskilarindan
M.aviumintracelitilare’nin siklikla izole edilmesi nedeniyle digki &érneklerinin
aside direngli bakteriler yéniinden incelenmesi 6nem kazanmustir. Rutin olarak
kullaniimayan bir érnektir. Digkida saprofit mikobakteriler her zaman bulunabilir.
Bu nedenle, kiiltir ; yaymada ¢ok miktarda aside direngli basil géraldagiinde
yapilmalidir.

Mikobakterilerin boyanma 6zellikleri ve boyama yontemleri :

Aside direngli bakteriler hiicre duvarlarinda yer alan yiksek miktardaki
lipidler nedeniyle zor boyanirlar. Aside direngli bakterilerde hiicre duvari bir kez
boyayi aldiktan sonra, asit-alkolle dekolorize edilse bile birakmaz. Klinik
ornekteki dijer bakteriler boyayi geri verirler. Bu nedenle aside direngli olarak
adlandiriir. Boyama yodntemlerinde aside direngli bakteriler ilk uygulanan
boyanin rengini alirken, dijer bakteriler dekolarizasyondan sonra uygulanan zit
boyanin renginde gérundrler. Ornekte basilin gosterilebilmesi igin mililitrede
5000-50000 bakteri bulunmalidir.

Lam {zerinde toz, kristal, elyaf veya ¢izik bulunmast yanlis pozitif
sonuglara neden olabilecedinden, kullanilicak lamlar temiz ve ¢izilmemis
olmalidir. Lamin bir ucuna hastanin adi veya protokol numarasi yazilmali ve
oérnek lamin {zerinde hazirlanan 2x2 veya 1x2 cm'lik bir alana yayilmaldir.
Havada kurutulduktan sonra 3-4 kez alevden gegirilerek tespit edilmelidir.

Hazirlanmig preparatiarda mikobakterileri gérmek igin iki tir boyama
yontemi kullanilir. Bazik fuksin (karbol fuksin) boyasinin kullanildi§t Ziehi-
Neelsen ve Kinyoun boyama yéntemlerinde mikobakteriler mavi zemin {izerinde
kirmizi gomaklar seklinde goérilurken, fluorokrom yénteminde (Auromine O-
Rhodamine B) kullanilan filtre sistemine gére sari-portakal rengi fluoresans
verirler.Bazik fuksin boyama yoéntemlerinde, hazirlanan preparatlar 100x
immersiyon objektifinde, fluorokrom boyama yéntemiyle hazirlanan preparatiar
ise 25x veya 40x objektif ile incelenir. Bir preparata misbet diyebilmek igin 300
sahada en az 3 basil gérmek gerekir.1-2 basil stphelidir. Bu durumda yeniden
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numune istenir. Negatif sonu¢ vermek i¢in en az 10 dakika veya 250-300 alan
incelenmelidir (1,8,10,14,25,26).

Mikroskobik inceleme, yeni olgularin tesbiti, tedaviye cevabin izlenmesi,
ilaca direngli vakalarin ortaya konmasi ve hastaneden ¢ikarma gibi birgok
konuda degerli ipuglar verir. Tedavi ile 6nce kiltlr, sonra yayma negatiflesir.
Tedaviye ragmen preparattaki bakteri sayisinda azalma oimamasi, ilag direncini
diastundarar(1).

Mikobakterilerin aside direngli olarak boyanmalari, klinik 6rnek
tanimlamalarinda kullanilan en basit ve en hizli yéntem olarak bildiriimekle
birlikte, dikkatli olunmasi gereken bazi durumiar bulunmaktadir. Bazi bakteri
cinsleri (Nocardia, Cornebacterium, Rhdococcus) kismi olarak aside direngli
boyanabilirler. Aside direngli bir sus olan M.phlei'nin aside diren¢li olmayan
ancak biyokimyasal olarak orijinal susun ozelliklerini tasiyan bir mutanti izole
edilmistir. INH tedavisi géren hastalarda 6li mikobakteriler bazik fuksin boyasi
ile boyanma yeteneklerini kaybederken, fluorokrom boyasi ile
boyanabilmektedir. Bu durum yalanci pozitiflife neden olabilmektedir. Cabuk
ireyen bir ¢ok mikobakteri fluorokrom yéntemiyle boyanmamaktadir. Bu
olumsuzluklar nedeni ile mikobakteri infeksiyonlarinin tanisinda preparat ve
kaitar sonuglari birlikte yorumlanmalidir(11).

Klinik 6rneklerin iglenmesi:

Klinik orneklerin iglenmesi ve bunu takip eden islemler laboratuvar
personeli ve diger ¢alisanlarin sagligi agisindan biyolojik emniyet kabininde
yaptimalidir.

Balgam, digki, otopsi parcalan vb. gibi kati veya yan kati érneklerde
basiller homojen dagiim gdstermez. Ayni zamanda bu tip numunelerde,
tiiberkiiloz etkenleri yaninda, bagka birgok bakteride bulunur. Bunlardan yapilan
preparatiarda organizmalar her zaman goériimeyebilir. Dijer bakteriler daha
kisa sirede (Urediklerinden, besiyerinde M.tuberculosis'den énce Ureyerek,
ortami elverigsiz hale getiriler. Homojenizasyon, dekontaminasyon ve
konsantrasyon islemindeki amag, 6rneklerde bulunan tlberklloz bakterilerinin
esit dagihmini saglamak, onlara zarar vermeden diger bakterileri 6ldiirmek ve
aside direngli bakterileri yodunlastirmaktir (1).
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Ideal bir dekontaminasyon-homojenizasyon soliisyonu, klinik 6rnekteki
organik kalintilari, kontaminan olan bitiin mantar ve bakterileri yok etmeli,
mikobakterilere zarar vermemelidir. Bununia birlikte en iyi kosullarda bile
dekontaminasyon igleminden sonra klinik 6rnekte ancak %10-20 kadar
mikobakteri canliiini surdiirebilmektedir. Bu nedenle dekontaminasyon
isleminde, mikobakterilere en az zararn verecek ydéntem segilmelidir
(8,11,15,26).

Cok sayida dekontaminasyon-homojenizasyon yontemi bulunmaktadir:
1-N-acetyl-L-Cystein-NaOH (NALC-NaOH) yéntemi

2-NaOH yéntemi

3-Zefiran-trisodyum-fosfat yéntemi

4-Oksalik asit yontemi

5-Sefilpridinyum klorid-Sodyum klorid (CPC-NaCl) yéntemi

6-Slfirik asit yontemi.

Tam yontemlerde incelenecek érnegin bulundugu tiplere, drnegin bir kati
olacak sekilde dekontaminasyon sollisyonu ilave edilir. 15-20 dakika oda
isisinda bekletilir. Bu siire iginde tlpler ara sira el ile veya vorteks ile ¢alkalanir.
Sure doldujunda tiplere pH 6.8'de fosfat tamponu (PBS) ilave edilerek
>3000xg'de santrifilj edilir. Klinik 6rnedin Pseudomonas cinsinden bakterilerle
kontamine oldugu distntliyorsa, oksalik asit yontemi tercih edilir. Normalde
steril oldugu distnilen beyin-omurilik sivisi, viicut sivilart ve kan gibi sivilara
dekontaminasyon iglemi uygulanmaz ve bu 6rnekler direkt olarak besiyerlerine
ekilirler (1,8,11,15,19).

Mikobakterilerin iiretiimesinde kullanilan besiyerleri :

Mikobakteilerin Uretildigi besiyerlerinin esasi genellikle yumurta-patetes
temeli veya serum agar temeline dayanmaktadir. Yumurta igeren besiyerleri
gliserol, tuz, patetesunu, sit gibi ¢esitli maddeleri, yumurtanin tima veya sarisi
ile birlikte igerirler. Bu besiyerlerinin goguna, kontaminasyonu minumuma
indirmek igin malasit yesili veya diger anilin boyalar katilr.

Agar temelli besiyerleri mikobakterilerin Ureme siresini kisaltmak igin
kullaniimaktadir. Klinik 6meklerin ekildigi agar temelli besiyerleri incelendiginde
birgok pozitif mikobakteri kiiltarinde koloniler inklibasyondan 7-10 glin sonra
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gorulebilmektedir. Bu tip besiyerlerinin %5-10 CO2'li inkilbasyon ortaminin
yumurta temelli besiyerlerindeki Gremeyi de arttirdidi bilinmektedir (13,16,27).

Mikobakterileri Gretmek igin {i¢ grup besiyeri kullaniimaktadir
(1,7,10,16,28):

1-Sentetik besiyerleri: Long, Sauton, Beck, Proskauer, Lookeman
besiyerleridir. Genellikle BCG asisI hazirlamada ve tuberklin elde edilmesinde
kullantlir.

2-Yari-sentetik besiyerleri: Dubos, Youmans, Kirschner, Middlebrook
besiyerleridir. Bol miktarda bakteri tiretmek igin kullanilir.

3-Organik maddeler igeren yumurtah besiyerleri: Léwenstein-Jensen,
Petragani, Trudeau, Dorset, Besredka ve American Thorasic Society besiyerleri
ornektir. Klinik érneklerden ilk izolasyonda kullanilir.

Mikobakteriler ilk izolasyonda iginde yumurta-patates veya serum-agar
bulunan kompleks besiyerlerine ihtiyag duyar, daha sonraki pasajlarda basit
sentetik besiyerlerinde de ureyebilir. lik izolasyonda en sik kullanilan besiyeri
Léwenstein-Jensen (LJ)'dir. Iginde tam yumurta, patates unu, gliserol, gesitli
tuz-mineraller ve malasit yesili vardir. Malasit yesili, mikobakterileri etkilemeyen
ancaak bir ¢ok bakterinin Uremesini engelleyen bir madde olarak tiim
besiyerlerinde bulunur. Yumurtasiz besiyerleri iginde en sik kullanilan besiyeri
Middlebrook'tur. 7H 9 sivi, 7H 10, 7H11 ve 7H 12 ise katidir. Katilagma agarla
saglanir. Bu nedenle besiyeri saydamdir.Koloniler 12-14 giin iginde mikroskopla
gorilar hale gelir (1).

KULTUR

Mikobakteriyel infeksiyonlarin tanisi igin laboratuvara génderilen klinik
Ornekler, dekontaminasyon iglemi yapilip santrifiijlendikten sonra besiyerlerine
direkt olarak ekilirler. Kultarler ekildikten sonra bir giin yatik olarak 37 °C'de
bekletilir. Ertesi glin agzi iyice kapatildiktan sonra enkibasyona devam edilir.
Mikobakteriler zorunlu aerop bir bakteridir. %5-10 CO, tremeyi artirir. Optimal
ist 37 °C ve pH 7'dir. Ancak pH 6.0-7.6 arasindada ¢ogalabilir. Yumurtal
besiyerinde kolonileri 2-3 hafta sonra gérilmeye baglar ve ilk gériinimleri
kaguk,kuru,girintili-gikintili,grandler ve kirli beyaz renktedir. Birkag hafta sonra
koloniler buylr basik, cevreleri dlizensiz ve kamibahara benzeyen merkezleri
olan tipik koloniler olugsmaya baglar. Klinik &rneklerden izole edilen
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mikobakterilerin tir tanilan yapilirken Greme 1sisi, koloni morfolojisi,
pigmentasyon &zellikleri incelenir ve gesitli biyokimyasal deneyler uygulanir.
Bunlar niasin, nitrat reditksiyonu, TCH (Thiophene-2 carboxylic acid hydrazide),
demir alimi , 68°C’de katalaz, Tween-80 hidrolizi, tellurit rediksiyonu, %5 NaCl
toleransi baglama, arilsiilifataz, Ureaz, MacConkey agarda ureme ve
pirazinamidazdir (1,8,11,15,24,28). |

Identifikasyonun 2-5 giin iginde gerceklestirildigi Bactec 460 sistemi iginde
yer alan NAP (P-nitro-alfa-asetii amino -beta-hidroksipropiofenon) ayirim
deneyi ile M.tuberculosis complex ve MOTT suslarinin ayirimi ile gergeklestirilir.
M.tuberculosis complex suslan NAP varliginda Ureme gostermezken, MOTT
suslari ireme gdsterir (13,24).

M.tuberculosis suslan katalaz pozitiftir, ancak 68°C’de 20 dakika
isitildiklarinda katalaz olusturmazlar. Izole edilen INH'e direngli suslar katalaz
negatiftir. Bu suglar yumurtali besiyerinde S seklinde koloni yaparlar.Nitrat
rediksiyonu ve niasin pozitftir. Nitrat rediksiyonu ve niasin deneyleri
M.tiberculosis suslarini M.bovis suglarindan ayirmak igin kullanilan 6nemli
deneylerdir.

M.bovis, yumurtali besiyerlerinde, 37°C’de, 3. haftadan sonra kigiik, ince,
hafifce kabarik, daha dizgin kenarli, beyazimsi saydam, seffaf ve nemli
koloniler olusturur. Besiyeri iginde glisin bulunmasi sreyi uzatabilir veya
tremeyi durdurur. M.tuberciilosis’e nazaran daha ge¢ ve gi¢ Urediginden
M.bovis’e gii¢ geligen (disgonik) basillerde denir. Ayrica mikroaerofiliktir. Niasin
reaksiyonu ve nitrat rediiksiyonu deneyleri negatiftir. TCH'a duyarlidirlar ve bu
Ozellikleri diger mikobakteri tlrlerinden ayrniimalan igin kullanilir(1,16).

M.africanum, ilk olarak Senegal’li bir hastanin balgamindan izole edilmigtir.
Goriinim ve boyanma oOzellikleri M.tuberculosis’e benzer. Yumurtali
besiyerindeki kolonileri basik mat ve R koloni gériinimiindedir. Besiyerierinde
sodyum piruvat bulunmasi Gremeyi hizlandinr. Diger ézellikleri M.tuberculosis
ile M.bovis arasinda bir durum gésterir (16).

M.haemophilum, M.marinum veya M.ulcerans infeksiyonu sliphesi varsa
inkiibasyon sicakhgi 30°C olmalidir. Ayrica M.haemophilum {remesi igin ortama
gikolata besiyeri gibi demir bilesikleri sadlayacak bir kaynak eklenmesi
gerekir(27).
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Fotokromojen grup: Bu gruptaki mikobakteriler karanlikia Gretildikleri
zaman kolonileri pigmentsiz olduklari halde bir stre 1s1§a kargi birakildiklarinda
portakal sartsi renginde bir karatenoid pigment olugtururlar.

M.kansasii, direkt boyali preparatlarda M.tuberculosis’den daha uzun ve
daha kalin olarak gériiniir. Aside direncgli boyamada baz: bélgeleri koyu, bazi
bélgeleri agik sekilde boyandigindan boncuk dizisi veya tesbihi andirr bigimde
izlenir. Bakterinin bu farkli morfolojik goriintisii laboratuvar tanida énemli bir
ipucudur. Iginde gliserol ve yumurta bulunan besiyerlerinde, karanlik ortamda,
37°C'de, 10-21 ginlik inkiibasyondan sonra fildisi renkii, ortasi kabarik,
kenarlari daha ince, ara formda (ne S, nede R) koloniler olugturur. Koloniler
uzun sire 151da maruz kalirsa limon veya portakal sarisi renge déndisdar. Isikla
temas siresi uzarsa, renk kirmizilasir ve hazirlanan preparatiarda basil
Uzerinde tipik, kirmizi p-karoten kristalleri gériindr. Iginde oleik asit ve albumin
bulunan besiyerlerinde meydana gelen kolonilerin kenarlarn daha diizgindir.
Insanlarda tiiberkiiloza benzer nitelikte kronik bir akciger enfeksiyonu olusturur.
Son yillarda 6zellikle ylizme havuzu ile ilgili deri-yumusak doku infeksiyonlart,
artrit ve osteomiyelitli olgulardan giderek artan siklikta izole edilmeye
baglamistir.

M.marinum: llk izolasyonda optimal Greme isisi 30-32°C'dir. Yumurtali
besiyerlerinde, karanlikta 7-14 giinde Ustl sarimsi gizgili ve kingik, grimsi beyaz
renkli, R tipi koloniler olugturur. Bu koloniler oda isisinda, igikli ortamda,
portakal sarisi renge dénisur ve zamanla kirmizilasir. Iginde oleik asit ve
albumin bulunan besiyerlerindeki koloniler nispeten daha dizgiin kenarli ve
konvekstir. M.kansasii'den 25°C’'de daha c¢abuk (Uremesi, negatif nitrat
rediiksiyonu ve zayif katalaz olugturmasiyla aynhr. Yizme havuzlan ve
akvaryumlardan soyutlanan bu bakteri buralarda yiizen veya ¢aligsan insanlarda
deride olusan kiglk travmatik yaralardan girerek ylizme havuzu granilomasi
adi verilen bir hastalik olugturur. Daha nadir olarak sporotrichosis benzeri
lezyon olusturur.

M.simiae: Insanlarda ¢ok nadir infeksiyona neden olur. Yumurtals
besiyerlerinde, 37°C2de, 7-14 giinde, diizglin kenarli, konveks, kiiglik koloniler
olusturur. Deve tilyG rengindeki koloniler uzun sire 1sida maruz kaldiginda hafif
sartya déner. Klinik dnemi olan mikobakteriler icinde M.tuberculosis'den sonra
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niasin reten en 6nemli bakteri M.simiae'dir. Kuvvetli katalaz aktivitesine
sahiptir. Tween 80'i geg hidroliz eder.

Skotokromojen mikobakteriler: Hem aydinhkta fakat 6zellikle karanlkta
pigment olugturan bakteriler bulunur. Bu Ozelliklerini ortaya g¢ikarmak igin
kultarlerin incelenmesi sirasinda uzun sire disarida giin igiginda kalmamasina
dikkat etmek gerekir. Uremeleri nisbeten fazla olup 10-28 giindir.

M.scrofulaceum: M.tuberculosis’den daha kalin ve uzun olan basil, siklikla,

yogun, diazgin, kubbe seklinde, terayadi kivaminda ve S tipinde koloniler
olusturur. Karanlikta sarimsi-portakal renginde olan koloniler i1gi§a maruz
kalinca, tugla kirnizisina déner. Tween hidrolizi oldukca zayiftir. Nitratlan
nitritlere indirgemez. Bu iki 6zellik skotokromojen diger mikobakterilerden
ayriminda kullanilir. Cocukluk ¢adi lenfadenitlerinden birinci dereceden
sorumiudur.

M.szulgai: 37°C’'de skotokromojen, 25°C'de fotokromojen karakter
gosterir. Yumurtali besiyerlerinde 12-28 giin iginde portakal sarisi renkli bazisi
S, bazisi R tipinde koloniler olusturur. Nitrat rediksiyonu, katalaz ve lreaz
pozitiftir. Niasin negatiftir.

M.gordonae: Kati besiyerlerinde 7-14 giin iginde koyu sari, portakal
renginde, diizgiin koloniler olusturur. Tween hidrolizi ve katalaz pozitiftir. Niasin
ve Ureaz negatiftir.

Kromojen olmayan mikobakteriler: Bu grup iginde vyer alan
mikobakteriler 1s1Ga maruz birakildiklarinda pigment olusturmaziar. Kolonileri
genellikle 7 giinden daha sonra ortaya ¢ikar. Genellikle tuberkiloz ilaglarina
karg! direngli ve deney hayvanlari igin non-patojendir.

M.avium-intracellulare: 37°C’'de en az 10 giinde arer. Polimorfizm
gosterirler. Kok sekillerinden uzun gomakciklara kadar sekilleri vardir. Yumurtali
besiyerlerinde kubbe ve piramit yada kire bigimli koloniler yaparlar. Bazi suslar
kiiltirin yaglanmasiyla sart renkli pigment olusturabilir. Bakterinin virulansi ile
koloni morfolojisi arasinda iligki vardir. Dizgiin geffaf koloni olugturan suslarin
konak hiicre iginde daha hizh replike oldugu ve anti-tiberkiiloz ilaglara daha
direncli oldugu gdsterilmigtir. Blyidk bir gogunlugu niasin negatiftir ve nitrati
redikte etmezler. Az miktarda katalaz olustururlar. Tween-80 hidrolizi 10
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ginden fazla strer ve telliiriti 3 giinde redilkte ederler. Son yillarda 6zellikle
immin sistemi baskilanmig, kortikosteroid kullanan ve AIDS’li olgularda
prevalansi gittikce artmaktadir.

M.ulcerans: Optimal Greme isisi 30-33°C arasindadir. Gok yavas Ureme
gosterir. Deve tilyl renginde , Ustl diiz veya konveks, kenarlan girintili ¢ikintihi
koloni olusturur. Katalaz disinda diger biyokimyasal testleri negatiftir. Genellikle
kol ve bacaklarin ekstensér yiizlerinde deri tilserleri olugturur.

M.xenopi: Optimal Greme isis1 42-45°C'dir. Kati besiyerlerinde 37°C'de
oldukca yavag Ureyerek kiglk, graniiler, kenarlan dizensiz, kabarik koloniler
olusturur. Boyall preparatlarda uglara dodru incelen, uzun basiller seklinde
gordlur, flamentéz yapida olabilir. Kolonilerden havaya dogru hifalar gikar.
Koloni etrafindan ¢evreye dogru yayilan dallanmalar M.xenopi i¢in, énemli bir
Ozelliktir. Klasik tuberkilloza benzeyen, yavas ilerleme gésteren, kronik
pulmoner hastalija neden olur.

M.malmoense: 37°C’'de 2-3 haftada, 22°C’'de 7-8 haftada urer. Kolonileri
renksiz, diizgiin, grimsi beyaz, opak ve yuvarlak koloniler olusturur. Niasin
reaksiyonu ve nitrat rediksiyonu negatif, Tween-80 hidrolizi ve pirazinimidaz
pozitiftir.

M.haemophilum: Uremesi igin, hemoglobin veya hemine ihtiyag duyariar.
Kisa, kivrik ve kuvvetli aside direngli boyanma 6zelligi gosteren bir bakteridir. X
faktori eklenmis Middlebrook 7H10 agar, %2 ferrik amonyum sitrath L-J, %5
koyun kanl Colombia agar ve gikolatamsi agar ve gikolatamst agar besiyerinde
28-32°C'de urer. 24 haftada pigmentsiz, S veya R tipinde koloniler olugturur.
Pirazinamidaz disinda diger biyokimyasl testleri negatiftir. Ozellikle deri
lezyonlarindan izole edilmektedir.

Gabuk lireyen mikobakteriler: Genellikle 3-5 giinde (reme gésterirler.
Cogdunlukia saprofittir. Ancak 6zellikle M.fortuitum ve M.chelonae son yillarda
MOTT ile olusan infeksiyonlarda, potensiyel patojen olarak sik¢a izole ediimeye
baglanmigtir. Difteroidlere benzeyen aside direngli basillerdir.

M.fortuitum ve M.chelonae, pleomorfik bakterilerdir. Kisa veya uzun, ince
veya kalin basil bigciminde olabilecedi gibi, ince dallanmig flemanlar seklindede
gorilebilirler. Kati besiyerlerinde 2-4 gin iginde olugan koloniler beyaz veya
krem renginde, diizgiin kenarli ve konveksdir. M.fortuitum, diger ¢gabuk Greyen
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saprofit mikobakterilerden, 3 giinde arilsiiifataz reaksiyonun pozitif olusu ve
MacConkey agarda 5 giinde Uremesiyle ayirt edilir. Nitrat redlksiyonu pozitif,
penisiinaz ve trehaloz negatiftirAyrica fruktozdan asit olusturur.
M.chelonae’den ayrilmasinda bunlar kullanilir. M.chelonae NaCl'e olan
direnglerine gére iki alt gruba ayrilir. M.chelonae subsp chelonae NaCl'e
direngsiz, M.chelonae subsp abscessus NaCl'e direnclidir. Genellikle deri
lezyonu yaparlar. .

M.smegmatis, M.phlei ve M.vaccae saprofittir. M.smegmatis ve M.phlei
pigmentli koloniler olustururlar.Misirunlu-gliserol agarda (retildiklerinde
kolonilerde flamentdz uzantilar géralar.

M.fallax, kati besiyerinde kord fakt6r olusturdugndan M.tuberculosis’e
benzer. 30°C’de ¢abuk, 37°C'de yavas Urer. Nitrat rediiktaz pozitif, katalaz,
arilsiilfataz ve treaz negatiftir (1,8,10,16,28).

Deney hayvanlarina etki: Tuberkiloz bakterileri kobay, fare, tavsan gibi
deney hayvanlarinda hastalik olusturabilirler. Ancak olugan lezyonlarin karekteri
ve hastalifin seyri kullamlan deney hayvanlarinin cinsine, duyariigina, ve
deneye alinan bakteri tiriine gére farkliliklar gosterir. Kobaylar, M.tuberculosis
ve M.bovis'e ¢ok duyarlidir. Tavsanlar, M.bovis’e ¢ok duyarli, M.tuberculosis’e
direnglidir. M.tuberculosis ve M.bovis’i ayirmak igin tavsanin damari icine 0.01
mg M.bovis verildiginde, hayvan birkag haftada genel bir tuberkilozdan éldagi
halde, M.tuberculosis verildijinde 6lmez. Deney hayvanlarina etkinin
aragtiriimasi giinimdzde kullanilmamaktadir (16).

Radyometrik yontem(Bactec): Bu yéntemde kiltir siseleri icerisindeki
sivi besiyerinde, karbon kaynagi olarak '*C igeren palmitik asit bulunur.
Mikobakteriler bu ortamda Grerken palmitik asidi kullanirlar ve bundan radyoaktif
CO2 olustururlar. Sisedeki radyoaktif gazi saptayan okuyucu dremenin
belirlenmesini saglar.Bu yontem ile M.tuberculosis'in klinik érneklerde varliginin
gosterilmesi ortalama bir haftaya indirilmigtir.Yéntemin énemli bir olumlu yan,
hizli ve kolay tiplendirme sa§lamasidir. NAP(p-nitro-a-asetii amino-p
hidroksipropiofenon) testi, M.tuberculosis complex ve MOTT suslarinin
aynminda kullanilan 2-5 ginde sonug veren biyokimyasal bir deneydir.
M.tuberculosis complex suslan NAP varhdinda Ureme géstermezken, MOTT
suglar Greme gésterir ve'*CO,, gikarirlar CO,,'tin treme indeksi (Gl) sayisal
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olarak belirlenir. Bu yéntemle kisa siirede antibakteriyel duyarlilik incelemesi de
yapilabilmektedir (2,811,13,25).

Floresan yontem: Mikobakteri iremesi, ortamdaki oksijenin tiiketiimesine
bagh olarak floresans veren bir madde igeren tipte(Mycobacteria Growth
Indicator Tube, MGIT), klltir yapilarak gésterilir. Tip dibinde silikona gémall
floresan bir madde bulunur. Besiyerindeki oksijen floresani engeller. Bakteri
tarafindan tiiketilince floresans olusur. Uremeye bagli floresans 365 nm dalga
boyundaki ultraviyole 151§ ile gorilar. Ureme ortalama 10 ginde
saptanabilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda duyarihigi %76-95, 6zglllugu ise
%76.9-100 olarak bildirilmistir. Kontaminasyon orani Bactec sistemine gére
yiksektir (23,29,30,31).

Haberci mikobakteriyofaj: Haberci mikobakteriyofaj, mikobakterileri
infekte edebilen ve basil igerisinde kolayca saptanabilen bir iriin olusturan
virGstir. Tum mikobakterilerde ya da sadece M.tuberculosis’te gogalabilen fajlar
vardir. Ates bdceginin 1gik Gretmesinden sorumiu lusiferaz enzim geninin bu
fajlara klonlanmasi ile haberci fajlar elde edilmistir. Bu enzim ATP varlijinda
luseferini oksitler ve bu sirada i1sik olusmasina yol agar. Klinik érneklerde bu faj |
ile infekte edilen basiller lusiferin eklendiginde 1sik olugturarak karanlik alanda
kolayca gérinir duruma gelirler. Bu yontem dért saat gibi kisa bir slrede
tamamlanabildiginden mikobakterilerde ilag direncinin ¢abuk belirlenmesinde en
umut veren yontemler arasina girmistir (23).

Serolojik yontemler: Tiuiberkiloz tanisi igin kullaniimaya ¢aligilan en eski
yéntemlerdendir. Guniimiize kadar pek ¢ok calisma yapiimig ve olumlu
sonuglar alinamamigtir.Kullanimini  kisitlayan etken, o6zgtlliklerinin dasak
olmasidir. Bunun énemli nedeni, ¢evrede yaygin olarak bulunan M.tuberculosis
digindaki mikobakterilerin g¢apraz tepkimeye yol agan antijenleri ile sikhkla
kargilagiimasidir. En sik kullanilan serolojik yéntem ELISA ile yapilimakiadir.
Serolojik testlerin duyarlig %60-80'dir. Ozgulligl ise hiicre yuzey antijenlerine
6zgli monoklonal antikor yaniti arandiginda %100’e yaklagmaktadir. Serolojik
tani teknik agidan mimkiin gériinmektedir, ancak genellikle olumlu sonuglar,
hastalifin ilerlemis devrelerinde elde ediimektedir. Bu tir olgularda klasik
mikroskobi ve kditir yontemleri godunlukla pozitif sonug¢ verdiginden, serolojik
y6ntemlerin taniya ek bir katkisi olmamaktadir (23,24).
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Adenozin deaminaz(ADA): Pirin metabolizmasinda iglevi olan bir
enzimdir. Plevra, periton, perikard ve beyin-omurilik sivilarinda, bu bosgluklarda
tiberkiloz bulundugu zaman ADA diizeyinin yikselmis oldugu belirlenmistir.
Tuberkiloz menenijit olgularinda, ADA anlamli élgide artmis bulunurken, plevral
sivi 6rneklerinde tim olgularda béyle kesin ayirim yapilabilmesini saglayacak
yeterli farklihk gosterilememistir (1,23).

Niikleik asit hibridizasyon yontemleri: Mikobakterilerin kromozomal
DNA veya ribozomal RNA'larinin, bunlara 6zgiil olarak baglanabilen DNA veya
RNA problarn yardimi ile, tir diizeyinde belirlenmesi giinimiizde mimkin hale
gelmigtir. Bu yo6ntemlerin 6zgllliklerinin ¢ok ylksek olmasina kargin
duyarhliklan igin ayni sey sdylenemez. Prob olarak kullanilan molekillerin
érnede yeterince baglanabilmesi igin 6érnekte 6nemli miktarda niikleik asit
bulunmasi gerekir. DNA hibridizasyon tekniginde klinik érneklerdeki 10%-10/ml
gibi az miktardaki mikobakteri DNA’sin1 aragtirmak miamkandiir (23,24).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR): Klinik 6rneklerde probla
baglanamayacak kadar az hedef DNA bulunabilir. Prob tarafindan taninabilen
kigik DNA'nin 6zgul nikleotid siralari polimeraz enzimi kullanilarak gogaltilir.
Polimeraz enzimi uygun DNA zincirinin sentezlenmesi icin ortamda bulunan
nikleotidleri polimere eder. Ortamda bulunan hedef DNA pargalan Uzerine
tamamlayici zincir yapiminda kullanilacak nilkleotid ve arastirilacak her biri 20
nitkleotidden olugan mikobakteri tiriine 6zgil oligonikleotid primeri koyulur.
Hedef DNA'nin tek zinciri ile iligkili olan primerler polimeraz reaksiyonun
baglama noktasini olugtururiar. Bu karigim isitilarak énce hedef DNA'nin iki
zinciri birbirinden ayrilir. Sonra 1s1 50°C’ye dusriilerek primerlerin her birinin
zincirde bulunan o&zgil siralara tutunmalan gergeklestirilir, s 75°C'ye
ylkseltilerek iki primerin 6zgll siralarda tutundugu noktalar arasinda kalan
hedef DNA zincirinin polimeraz enzimle birlegsmesi sagianir. Bu islem 40 kere
kadar tekrarlanarak kisa siirede 100 bine yakin DNA parg¢asinin elde ediimesi
gerceklestirilir. Bazi caligmalarda PCR'In duyarlihdi %94, 6zgliigu %99 olarak,
Bazilarinda ise duyarlilik %60, 6zgillik ise %80'in altinda bildiriimektedir. Klinik
érnekte bulunan DNA pargalarni serbest hale getirmek, mikobakterileri eritmek,
radyoaktiviteyi belirlemek, reaksiyonun ¢ok pahaliya malolmasi ve yalanci
pozitiflijin gok olmasi gibi nedenlerle uygulama alani gok sinirh kalmaktadir.
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‘Tuberkilozun tanisinda rutin olarak PCR yénteminin kullaniimasini éneren
higbir yayin bulunmamaktadir (23,24,32,33).

Zincir ayirma cogaltmasi(strand displacement amplification,SDA):
PCR’a benzeyen bu ydntem Escherichia coli DNA polimerazi Kienow
pargasinin ¢ift zincirli DNA Gzerinde kesilmis tek zincir varliginda, bu noktadan
baslayarak, bir zinciri ayirp digeri izerinde DNA sentezi yapabilme yetenegine
dayanir. Yéntemin &6zglllu§, aranan etkene 6zgi DNA dizilerini taniyacak
primerlerin kullaniimasina baglidir (23).

Transkripsiyona bagh ¢ogaltma(transcription mediated
amplification): Bu yéntemde cogaltilan hedef nikleik asit ribozomal RNA'dIr.
Once ribozomal RNA'nin “reverse transcriptase” ile DNA kopyasi ¢ikarilir, sonra
bundan RNA polimeraz ile yeniden birgok RNA kopyasi yapilir. Tepkimelerin
kendi kendini tekrarlamasi ile driin gogaltiimis olur. M.tliberculosis’e 6zgul bir
igaretli prob ile godaltilan GrGinin varligi belirlenir. Bin kopya RNA bu is igin
yeterli olmaktadir. Bu da bir basilde bulunan ribozomal RNA!nin yari miktarina
esdegerdir (34).

Gaz likid kromatografisi (GLC): Hizli ve yararlh bir tekniktir.
Mikobakterinin hiicre duvarinda bulunan yag asitleri ekstre edildikten sonra,
yaklagik olarak iki saat icinde gaz-sivi kromatografi analizleri yapilabilmektedir.
Avantaji mikobakterilerin hiicre duvarinda bol miktarda mikolik asit bulunmasi
ve bu mikolik asitlerin tiire 6zgi olmasidir. Cok pahali bir sistem oldugu igin
rutinde kullaniimamaktadir (8,35).

Tedavi ve Antitiiberkiilo llaglara Duyarhlik Deneyleri

Tuberkulozda etkili bulunan ilaglar sayesinde, tuberkiiloz hastaligi yeni
olgularda bagaryla tedavi edilebilir hale gelmistir. Tedavide iki temel amag
vardir:  Birincisi kiginin saghina kavusturulmasi, ikincisi ise balgamda
tuberkuloz bakterisinin gikariimasini sonlandirarak bulagiciligi &nlemek ve
bbylece toplumu korumaktir. Tuberkiloz tedavisinde en az iki ilag
kullanilmalidir. Tedavide 6nemli bir noktada hastaligin klinik olarak
duzenlenmesinden sonra yeterli bir sire tedavinin devamidir. Béylece metabolik
olarak inaktif olan persistan tiberkiloz basillerinin yok edilmesi mumkiin olur

(6).
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Taberkiloz ilaglan iki grup altinda incelenmektedir:

Primer ilaglar: lzoniazid, rifampin, pirazinamid, etambitol ve
streptomisin’dir. Etambutol diginda digerleri bakterisiddir.

Sekonder ilaglar: Sikloserin, ethionamid, kanamisin, kapreomisin, PAS,
aminoglikozidler, kinolonlar, klofazimin ve bete-laktam antibitotikleri'dir.

Antimikobakteriyal ilaglara direng primer veya sekonder olabilir. Primer
direng, daha dnce antimikobakteriyal tedavi aldig! bilinmeyen hastalarda ortaya
¢ikar. Sekonder ilag direnci, gegmiste tuberkilloz tedavisi uygulanmig
hastalarda ortaya ¢ikar. Bu iki sekildeki direncin yayginh§i biyiik oranda
tuberktloz tedavi oranlarinin yetersizligine baglidir. Yetersiz tedavi programiari
direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasini saglayarak, tedavi edilmis
hastalarda sekonder direng olusturur. Bu bakteriler sonra diger insanlara
aktarihir ve hastalik ortaya ¢ikarsa infekte kigide primer direngli hastalik bulunur
(6).

Tuberkdloz insidansinin artmasiyla birlikte, ¢ogul direngli tuberkiloz
(MDR-tb) ortaya ¢ikmgtir. Cogul direngli tuberkiiloz deyimi, tedavinin iki temel
ilact INH ve rifampine direncin varligimi belirtir. Bu ikisine ek olarak diger anti-
tuberkiloz ilaglara da direng olabilr veya olmayabilir. MDR-tb suslarinin artan
prevalansi, kismi tedavi edilebilen ve siklikla 6limle sonlanan durumiara neden
olmaktadir. MDR-tb hastalarinin tedavisi en az iki yil strdartlmelidir.

Tuberkilozun etkin bir sekilde tedavisi, uygun kemoterapi modellerinin
secimi ve uygun kombinasyonlarin yeterli sire kullanimina baglidir. Uygun
ilaglarin segimi ise standardize edilmig, hizli ve do§ru yorumlama yéntemlerine
sahip in vitro duyarlihk yontemlerine dayanir. Diger bakteriler icin kullamlan disk
difizyon teknikleri, bu yavag reyen bakteriler icin uygun degildir.

Antimikobakteriyel duyarlilik testleri:
I-Geleneksel yontemler
Absoll konsantrasyon yéntemi
Direng-oran yéntemi
Agar-proporsiyon yéntemi
lI-Yeni yéntemler
A-Kultar veya bakteri varligina dayanan yéntemler
Radyometrik yéntem (Bactec)
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Mikobakteri bilyliime indikatér tip yontemi (MGIT)

Kolorimetrik yéntem

Modifiye agar-dilisyon yontemi(Mikrokoloni saptama)

Lusiferaz tagiyici faj yontemi (LRF)

Biyoluminesans yéntem (Hucresel ATP &l¢iimi)

Flow sitometri yéntemi

E test

B-Molekiiler yéntem
Tek zincir konformasyon polimorfizm
Revers hibridizasyon
Bugiin M.tuberculosis'in duyarlilik testlerinde, c¢odu laboratuvarlar

standardize edilmis ve CDC tarafindan &nerilen, agar proporsiyon ydntemini
veya Bactec metodunu kullanmaktadirlar. M.tuberculosis’in  antibiyotik
duyarliiini  saptayan bu  yontemler,  mikroorganizmanin,  belirdi
konsantrasyonlarda ila¢ igeren sivi veya kati beiyerinde liremesi baz alinarak
geligtirilmiglerdir (36).

Absolii konsantrasyon yontemi: Ornek, ilaglarin belli
konsantrasyonlarini igeren besiyerleri ile ilagsiz kontrol besiyerine ekilir. Spesifik
ilag konsantrasyonunda belli sayida (genellikle 20) koloniden fazla iireme
saptanmasi direng olarak degerlendirilir.

Diren¢ oran yontemi: Ayni genel prensipleri igerir. Farkli yani, kontrol igin
standart bir sug olan H37Rv'nin de ilagl ve ilagsiz besiyerlerine ekilmesidir.
Direng; bilinmeyentest susun minimum inhibitér konsantrasyonunun, kontrol
susun MIC’e orani olarak tanimlanir.

Proporsiyon yéntemi: Cesitli modifikasyonlari yapilan bu yéntem NCCLS
tarafindan standart bir yontem olarak énerilmektedir. Besiyeri olarak oleik asit,
albumin, dekstroz ve katalaz eklenmis Middlebrook 7H10 veya 7H11 agar,
antimikrobiyal ila¢ olarak referans toz ilaglar veya emdirilmis diskler kullanilir.
Inokulum ya ARB pozitif hasta 6rneginden direkt olarak veya kiiltiirden indirekt
olarak hazirlanir. Inokulumun belli dilisyonlan ilagh ve ilagsiz kontrol besiyerine
0.1 ml inokille edilir. Testin gecerli olabilmesi igin kontrol susun ilagsiz
besiyerinde en az 50-150 koloni olugturmasi gereklidir.
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llagh besiyerindeki koloni sayisi

Direng ylizdesi = X100
Kontrol besiyerindeki koloni sayisi

Elde edilen sayr %1'e esit veya blylk ise, izolat test edilen
konsantrasyondaki ilaca direngli olarak rapor edilir (36,37).

Radyometrik yéntem (Bactec): Yapilan gesitli dizenlemeler ve 10 yili
agkin saredir klinik kullanimi bu testi hizli ve giivenilir bir yéntem durumuna
getirmigti. NCCLS tarfindan standart bir yéntem olarak kabul edilmektedir.
Yontemde duyarlihdi yapilacak her sus icin, 4 antibiyotikli (SM, INH, RMP,
EMB) ve bir antibiyotiksiz olmak tzere 5 adet 12B (Middiebrook 7H12) besiyeri
kullanilir. Besiyerlerine her ilagtan 0.1 ml ve denenecek sustan 0.1 ml ilave
edilir. Kontrol sigesinin hazirlanmasi igin, orijinal sug 1/100 oraninda sulandirilir
(%1 direnci saptamak i¢in, bu sise tim popilasyonun sadece %1'ini igerir) ve
bu sUspansiyondan 12B besiyerine 0.1 ml ilave edilir. 37°C'de inkiibe edilen
besiyerleri Bactec cihazinda gtinlik kontrole alinarak 4-12 giin boyunca kontrol
sisesinin GI'i 30 oluncaya kadar takip edilir. Kontrol GI 30 oldugunda, her gige
igin bir Onceki gine gore Gl farki hesaplanir ve bu fark AGI olarak
degerlendirilir(37,38). Buna gére;

Kontrol AGI > ilagh AGI = Duyarh

Kontrol AGI < ilagli AGI = Direnglidir.

Mikobakteri biiyiime indikator tiip yontemi (MGIT): Klinik 6rneklerden
mikobakteri izolasyonunu gergeklestiren hizli ve duyarh bir yéntemdir. Her
MGIT tupa 4 ml modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve %0.25 gliserol igerir.
Tupin dip kisminda ise oksijene duyarl bir floresan indikatér bulunur. Klinik
érnekler, icinde belli konsantrasyonlarda ilag igeren tiplerle birlikte ilagsiz
kontrol tiplere de inoktile edilir. llagh tuplerde; duyarli bakteriler inhibe olacak,
direngli bakteriler ise Ureyerek floresans vereceklerdir. Olusan floresans
derecesi antibiyotiksiz negatif kontrol ve %0,4'lik sodyum silfit iceren pozitif
kontrol tupleri ile kargilagtirilarak degerlendirilir (37).
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Kolorimetrik yontem: Pratk ve ucuz olan bu yéntemle, bakteriyel
metabolizmanin varli§i indikatér olarak kullanilan Alamar mavisinin renginin
pembeye dénismesiyle tespit edilir. M.tuberculosis'in ilagh ve ilagsiz 7H9 sivi
besiyerinde inklibasyonu sonrasi, ortama Alamar mavisi eklenerek, kontrol ve
ilag iceren besiyerlerindeki renk degisimi kiyaslanir. Sonuglar 7-10 giin iginde
alinir (36).

Lusiferaz  tagiyici faj yontemi: Klonlanan lusiferaz  geni,
mikobakteriyofajlar aracii§i ile M.tuberculosis hiicresine  taginabilir.
M.tuberculosis’in ilag duyarhligini tespit etmek igin, lusiferaz geni iceren
mikobakteriler, ilagh ve ilagsiz ortamlarda 24 saat inkiibe edilip, ortama lusiferin
eklenmistir. llagsiz ortamda, M.tuberculosis aktif olarak tremedidi i¢in, lusiferaz
geninin ekspresyonuna ve ATP’nin varliina bagl olarak 1gik tretilecektir. llag
Uremeyi baskiliyorsa 1g1k Uretilmeyecektir (36).

Biyoliiminesans ydntemi: Bu yontemin esasi, yasayan hiicrelerde ATP
bulunmasi, 6li  hicrelerde  ATP  bulunmamasi  prensibine  dayanur.
M.tuberculosis’in ilagh ve ilagsiz 7H9 besiyerinde 10 giin inkiibasyonundan
sonra ortama, ATP moniterize edici madde eklenir. Luminometre ile ilagh ve
ilagsiz besiyerlerindeki 6lcilen i1gik siddeti kiyaslanarak, ilag duyarliigi tespit
edilir (36).

Flow sitometri ydntemi: Yéntemin esasi, M.tuberculosis’in floresein
diasetati serbest floreseine hidrolize etmesi ve béylece olusan floresent
mikobakterilerin flow sitometrik analiz ile tespit ediimesi esasina dayanrr.
Antimikrobiyal ajanlara duyarli mikobakteriler floresein diasetat' énemli éigtide
daha az hidrolize ederler. Bakteri Uremesi gerekmedigi iin 24 saat gibi kisa bir
slrede sonug alinir (36,37).

E test : Daha ¢ok hizli Greyen mikobakteriler icin kullaniimakta ise de son
zamanlarda M.tuberculosis ve M.avium-intracellulare icin de kullanilabilirligi
gosterilmigtir. Besiyerinde dremis ve McFarland 3'e gére bulanikiigi ayarlanmis
bakteri siispansiyonu agar ylzeyine yayilir. Uzerine, degisen oranlarda
antimikobakteriyal ilag iceren E test seritleri konur. Plaklar 5-7 giin sire ile
37°C’de inkibe edilir. Uremenin kuvvetle inhibe oldugu gizginin E test seridini
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kestigi nokta, MIC degerini verir. Uygulamasi kolay, ucuz ve Umit verici bir
ybéntemdir (37,38).

Molekiiler yontemler : M.tuberculosis suslarinda antimikobakteriyel
ajaniara direng, o ilaglarin baglandi§1 hedef boigeleri kodlayan genlerde olugan
mutasyonlarla iligkilidir. Molekiler tekniklerle bu mutasyonlarin gésterilmesi
amaclanmaktadir. Kisa zamanda sonu¢ vermeleri ve Umit verici olmalarina
karsin, belirli bir ilaca kargi direncin olasi mekanizmalarinin hepsinin tespiti ve
her mekanizmanin belirlenmesi igin farkli bir yéntem gerekliligi yoninden
dezavantaja sahiptirler (36,37).

Tuberkiiloz epidemiyolojisi

Dinyada durum: Dunya Saglk Orguti(DSO)nin mayis 1998'de 181
Ulkeden elde edilen verilere gére (dinya nufusunun %97'si), 1997 yilinda
tuberkiloziu hasta sayisinin 3.368.879, bunlarin 1.292.884'tiiniin yeni yayma
pozitif oldugu belirtimektedir. Tahmin edilen hasta sayilart ise biitiin hastalar
7.963.000, yeni yayma pozitif olgu sayisi 3.522.000'dir. Hastalik insidansi
Avrupa Ulkelerinin ¢codunda yiz binde 20°'den az iken, Hindistan, Banglades, Cin
gibi Glkelerde yiiz binde 100’tn wstiindedir (39)

Turkiye'de durum: Ulkemizde tuberkiiloz’un durumu incelendiginde,
hastalik insidansi agisindan bagarili kontrol programi uygulanmig tlkeler ile, hig
kontrol programi uygulanmamig Glkeler arasinda bir konumumuz oldugu
g6rilmektedir. Ulkemizde tiberkiloz insidansi, 1997 yilinda Verem Savas
Dispanserlerine kayitll hastalara gére hesaplandifinda ytzbinde 33'tir.Bu
rakamlar, SSK'li bazi hastalari ve Verem Savas Dispanseri disinda tedavi géren
hastalar icermemektedir (39).
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GEREG VE YONTEM

Tuberkuloz &n tanisi ile hastalardan alinan kiinik érnekler, mikobakteriyolojik
inceleme amaciyla, Dicle Universitesi Tip Fakiltesi Merkez Laboratuvari’na
gonderilmigtir. Goénderilen klinik 6rnekler, mikroskop ve kiltir yéntemleri ile
incelenmis ve antitiberkdlo ilaglara duyarlilik deneyleri uygulanmistr.

1-Mikroskop incelemesi: Ziehl-Neelsen ve fluorokrom yontemleri ile ayn
ayr boyanarak incelenen preparasyonlarda, klinik érneklerde mikobakterilerin
varli§i aragtinimistir.

Balgam, bronglavaj sivisi (BAL) ve abse/cerahat 6rneklerinden
homojenizasyon sonrasi, normaide steril olarak kabul edilen ve
dekontaminizasyon-homojenizasyon iglemi uygulanmayan diger klinik érneklerden
ise, direkt drnekten ikiger tane preparat hazirlanmistir.

A-Ziehl-Neelsen Yéntemi (8,11,14)

Boyanin hazirlanmasi:

1.¢odzelli: 2.¢ozelti:
Bazik fuksin 03¢ Fenol (isitilimig) Smi
Etil alkol (%95) 10 ml Distile su 95 mi

1. gozelti ile 2.¢bzeltiden 90 ml alinarak karigtinimis ve karigim slizge¢
kagidindan gegirilerek boya kristallerinden arindiriimigtir.

Asit alkol . -
Etil alkol (%95) 97 ml Metilen mavisi (klorid) 0.3 g
HCI (konsantre) 3 mi Distile su 100 ml

Preparatlarin Ziehl-Neelsen yéntemi ile boyanmasi:

Klinik érneklerden preparat hazirlanirken yeni ve temiz lamlar kullanilmis ve
ornekler lamin tzerinde hazirlanan 1x2 cm'lik bir alana yayilmigtir. Beyin-omurilik
sivisi  Orneklerinden preparat hazirlanirken, mikobakterileri gérme olasiligini
arttirmak amaciyla lama 6ze ile bir damla émek yayimis, havada kurumasi
saglanmis ve bu islem iki kez daha tekrarlanmigtir. Islem tekrarlanirken, her
seferinde 6rneklerin st Uste gelmesine dikkat edilmistir.

Klinik 6érneklerden bu sekilde hazirlanan preparatlar havada kurutulduktan
sonra, ¢ kez alevden gegirilerek tespit edilmigtir.
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1-Tespit edilen preparatiann iizerine, lami kaplayacak sekilde bazik fuksin
ilave edilmig ve alttan hafif siddetteki alevle 3-5 dakika Isitilmistir. Bu islem
uygulanirken lamin  {zerindeki boyanin azalmamasina ve boyanin
kaynamamasina dikkat edilmigtir. Preparatin sogumas:i beklenilmis ve soguyunca

zerindeki boya bosaltiimigtir.
2-Boya dokildikten sonra preparatlar su ile dikkatlice yikanmig ve boya
tamamen akincaya kadar %3'lik asit alkol ile dekolarize edilerek tekrar su ile

yikanmistir.
3-Preparatlanin Gizerindeki su akitildiktan sonra 30-60 saniye metilen mavisi
ile boyanmig ve bu sire sonunda lamlar tekrar su ile yikanarak, havada

kurutulmustur.
4-Kurutulan preparatiar immersiyon yagi damlatilarak, mikroskopta 100x

objektif ile incelenmistir (Resim 2).

B-Fluorokrom yéntemi (1,18)

Boyanin hazirlanmasi:

Auramine-Rhodamine Boyasi:

Auramine-0 (Sigma A-1396, C.1.41000) 15¢
Rhodamine-B (Merk 7599) 0.75¢
Gliserol 75 m|
Fenol (1sitiimig) 10 mi
Distile su 50 mi

Tum maddeler kangtinimis ve 24 saat kangtiricida bekletilmistir. Daha sonra
bu ¢bzelti suzge¢ kagidindan gegcirilerek filtre edilmistir. Bu karigim koyu renkli bir
siseye bogaltilarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Asit alkol: Zit boyama cézeltisi:
Etil alkol (%70’lik) 100 mi Potasyum permanganat(KmnO,) 0.5g
HCI (konsantre) 0.5mi Distile su 100 mi

Preparatlarin fluorokrom yéntemi ile boyanmast:

Klinik 6rneklerden hazirlanan preparatlar. Havada kurutulduktan sonra, lg
kez alevden gegirilerek tespit edilmistir.

1-Tespit edilen preparatlarin tizerine, lami kaplayacak sekilde Auromine-O+
Rhodamine-B soliisyonu ilave edilmis ve 15-20 dakika oda isisinda bekletilmistir.
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Resim 2 : Balgam érnedinde aside direngli bakteriler
(Erlich —Ziehl —Neelsen boyasi, x100)

Resim 3 : Balgam érnedinde aside direncli bakteriler

(Fluorokrom boyasi, x100)




2-Bu sire sonunda lamlarin iizerinden boya sollisyonu ddkilerek su ile
yikanmig ve daha sonra 2-3 dakika asit alkolle dekolarize edilmistir.

3-Tekrar su ile yikandiktan sonra preparatlarin tizerindeki su akitilmig ve
%0.5'lik potasyum permanganat ile 2-4 dakika boyanmigtir. Bu siire sonunda
lamlar tekrar su ile yitkanmig ve havada kurutulmustur.

4-Kurutulan preparatiar, kuru sistem objektif (25x veya 40X) ile incelenmistir.
Preparatlarin floresans mikroskobunda incelenmesinde BG12-0515 filtre sistemi
kullanilmigtir (Resim 3).

Klinik Orneklerin Dekontaminasyon-Homojenizasyon ve Noétralizasyonu

Klinik 6rneklerin dekontaminasyon ve homojenizasyonunda kullanilan %4'lik
NaOH ve nétralizasyonda kullanilan fosfat tamponu (PBS) asagidaki sekilde
hazirlanmigtir (13,26):

%4'lak NaOH sl ,

NaOH 409
Distile su 1000 mi

Fosfat tamponu (pH: 6.8, 0.067 M stok solisyon) :

Cozelti1-NazHPO4 (anhidréz) 947g
Distile su 1000 mi

Cozelti 2-KH,PO, 9.07¢g
Distile su 1000 mi

1 ve 2 no'lu ¢ozeltilerden esit miktarlarda kangtinlarak, kullanilacak fosfat
tamponu hazirlanmistir. pH dikkatlice kontrol edilmis, dusuk pH degeri elde
edildiginde 1 no'lu gézeltiden, yiiksek pH degeri elde edildiginde 2 no'lu ¢bzeltiden
ilave edilerek, pH 6.8'e ayarlanmistir. Hazirlanan %4’lik NaOH ¢Ozeltisi ve fosfat
tamponu 121'°C'de otoklavda 15 dakika sterilize edilmistir.

Mikobakteriler yéniinden incelenmek amaciyla laboratuvara goénderilen
balgam, brong lavaj sivisi ve abse/cerahat gibi kinik érekler en fazla 10 ml olacak
sekilde, 50 ml'lik steril santrifuj tuplerine aktarildiktan sonra, {izerine bir kati kadar
NaOH+ N-asetil-L-sistein+sodyum sitrat ¢ozeltisi ilave edilmig ve oda sicakhginda
15-20 dakika bekletilmigtir. Bu sire iginde tipler 4-5 dakikada bir calkalanarak,
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érneklerin homojen hale gelmesi saglanmigtir. NaOH ¢6zeltisinin mikobakterilere
de zarar verebilecegi g6z 6ninde tutularak bu sirenin agilmamasina Gzen
gosterilmigti. Bu sire sonunda dekontamine-homojenize edilen 6&rneklerin
bulundugu tiiplere nétralizasyon igin tiipten tagsmayacak sekilde PBS ilave edilmis
ve tiipler dengelenerek 3800x g'de 15 dakika sanrifilj edilmigtir. Ust sivi, iginde
dezenfektan bulunan bir kaba dikkatlice bosaltildiktan sonra, ¢ékelti halindeki
ornegin Ozerine 1-2 ml PBS ilave edilmistir. Bu islem sonunda homojenizasyon
sonrasi preparatlar hazirlanmig, Léwenstein-Jensen ve Bactec 12B besiyerine
kaltar iglemi uygulanmigtir  (8,11,13). Homojenizasyon sonrasi preparat
hazirlanirken, 6rnedin yapismasini saglamak amaciyla bir 6ze protein igeren sivi
(6rnegin, glikozlu buyyon) ilave edilmig, daha sonra érnekten yayma yapiimigtir.

2-Kiiltiir

A )Léwenstein-Jensen Besiyeri: Dekontamine-homojenize ve nétralize edilen
klinik 6rneklerden 0.5 ml alinarak, Léwestein-Jensen besiyerine ekilmistir. Ekim
yapilan besiyerleri 37°C’de bir gece yatik gekilde birakildiktan sonra, 40giin dik
olarak bekletilmigtir. Bu siire icinde, besiyerleri haftada bir kez kontrol edilerek,
Uremenin olup olmadigi incelenmistir.

B )Bactec 12B besiyeri: Kontaminasyonu énlemek amaciyla, Bactec 12B
besiyerine kltiir iglemi uygulanmadan &nce ilave edilen ve liyofilize halde bulunan
PANTA, 5 ml PANTA Recostituting Flud (PRF) ile antibiyotik ¢dzeltisi haline
getiriimigtir. Cesitli antibiyotikleri biinyesinde bulunduran bu ¢bzelti kaltir
isleminden énce, besiyeri sigelerinin agzi %70'lik alkolle silinerek, her Bactec 12B
besiyerine 0.1 ml ilave edilmigtir. PANTA solisyonu sulandiriidiktan sonra
agagidaki antibiyotik konsantrasyonlar elde edilmigtir:

Polimiksin B 50 tnite/mi
Azlosilin 10 meg/mi
Nalidiksik asit 20 meg/ml
Trimetoprim 5.0 meg/ml
Amfoterisin B 5.0 meg/ml
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0.1 ml PANTA soliisyonu ilave edildikten sonra, dekontamine-homojenize ve
nétralize edilmis klinik 6rneklerden 0.4-0.5 ml alinarak Bactec 12B besiyerine
ekilmistir. Ekim isleminden sonra besiyerlerinin agzi tekrar alkol ile temizlenmisgtir.

Balgam, brons lavaji, idrar ve abse/cerahat digindaki klinik &rneklere,
dekontaminasyon-homojenizasyon-nétralizasyon islemi uygulanmadan direkt
olarak ekilmistir.Bactec 12B besiyerinin (4 ml) icerigi asadidaki sekildedir:

7H9 buyyonu %0.47 wiv
Kazein hidrolizat %0.10 wiv
Bovin serum albumin %0.50 wiv
Katalaz 192 Onite
14C-substrat 4,C
Distile su 4 ml
PH 8.6+ 0.2

Klinik érneklerin ekildigi Bactec 12B besiyerleri 37°C’'de 6 hafta siire ile
bekletilmis ve ilk iki hafta, haftada iki kez, son dort hafta, haftada bir kez Bactec TB
460 otomasyon cihazinda kontrol edilmistir. Bu siire sonunda reme géstermeyen
kultarler negatif olarak bildirilmistir.

Klinik 6rnek mikobakteri iceriyorsa, bu mikobakteriler 12B besiyerindeki '“C
isaretli substrati (Palmitik asit) kullanarak, besiyerinin Gzerindeki atmosfere CO,
cikarirlar. Bactec TB 460 cihazinda yapilan kontroller sirasinda siseden bu CO,
cekilir ve radyoaktivitesi 0-999 sinirlan iginde sayisal olarak belirlenir. Bu sayilar
treme indeksini (Gl) gosterir ve otomatik olarak kaydedilir.

Bu sistemle kontrol edilen 12B besiyerlerinin Gl degeri > 10 oldujunda bu
siseler ginlik kontrole alinmis ve Gl degerleri her gin takip edilmistir. Gl degeri
>50-100’e yilkselen besiyerlerindeki Greme Ziehl-Neelsen yontemiyle boyanarak
incelenmis ve kontaminasyon olup olmadigini kontrol etmek amaciyla kanh jeloz
besiyerine ekim yapilmigtir. Boyal preparasyonda saf halde aside direngli bakteri
gorulen ve kanl jeloz besiyerinde Gremeyen killturlere Gl = 50-100’ yiikseldiginde
NAP identifikasyon deneyi uygulanmisgtir (13).
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NAP identifikasyon deneyi: NAP (para-nitro-alfa-asetilamino-beta
hidroksipropiyofenon) kloramfenikoliin sentezi sirasinda ortaya ¢ikan bir ara
Grandar. M.tuberculosis kompleks iginde yer alan tirlerin (M.tuberculosis, M.bovis,
M.africanum) Uremesi bu madde varliinda inhibe olurken, diger mikobakteriler
Gremelerini siirdirmektedir.

50-100 arsinda Gl degeri veren kiiltirlere Bactec NAP deneyi uygulanmistir.
Bu amagla, primer 12B besiyerinden 1 ml alinarak icinde 5 ug NAP maddesi
emdiriimis disk bulunan siseye aktarimistir. Primer kiltir sisesi pozitif kontrol
olarak kullanilmigtir.Her iki sigenin agzi alkolle temiziendikten sonra bu siseler 2-6
gin sire ile 37°C'de bekletilmis ve bu silire icinde her gin Bactec TB 460
cihazinda Gl degerleri takip edilmig, sonugclar kaydedilmistir. Gl dederi > 100 olan
pozitif kiltarler icin agagidaki sekilde sulandirim yapildiktan sonra NAP deneyi
uygulanmistir:

Yeni 12B besiyerine

Primer kulturde Gl aktanlan miktar
101-200 0.8 mi
201-400 0.6 mi
401-600 0.4 mi
601-800 0.3 mi
801-999 0.2ml

999 (bir giinden fazla sire ile) 0.1ml

Sulandirim yapilan 12B besiyerinden 1 ml alinmis ve NAP maddesi igeren
siseye aktariimisgtir. Sulandinm yapilan yeni 12B sigesi pozitif kontrol olarak
kullaniimigtir.

NAP deneyi sonuglarinin yorumlanmasi: Kontrol sisesinin ginlik Gl degeri
artig gosterirken, NAP sisesinin Gl degerinde, mikobakterinin tlriine gére azalma
veya artis belirlenmigtir. M.tuberculosis kompleks iginde yer alan tirlerin Gremesi
bu madde varliginda inhibe olurken, MOTT basilleri Gremelerini strdirmistar.
Sonuglar agagidaki kriterler géz 6niinde tutularak yorumlanmistir:
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M.tuberculosis kompleks:

- Yapilan ginlik kontroller sirasinda, iki giin Ust Uste Gl degerinde 6nemili
azalma (%20) olmasi,

- Gl degderinde ilk iki gin dnemsiz bir artig daha sonra azalma olmasi veya Gl
dederinde artig gorilmemesi ile incelenen sug, M.tuberculosis kompleks olarak
belirlenmistir.

MOTT Basilleri:

- Dért giinde ginlik Gl degerlerinin > 400’e ulagmasi,

- lIk 1-3 giin Gl degerinde énemsiz bir azalma olmasi veya artig olmamasi, ancak
birbirini takip eden iki glinde, gnliik Gl degerinde énemli bir artis (%20) olmasi
ile incelenen sug, MOTT basilleri olarak tanimlanmigtir.

Antibiyotik duyarhiik deneyi: Mikobakteriler agisindan pozitif oldugu
belirlenen ve Gl degeri > 500-999'a yiikselen kiitirlere antibiyotik duyarlilik deneyi
uygulanmistir (15).

Duyarlilik deneyinde kullanilan ve liyofilize olarak hazirlanmis isoniazid ve
rifampin 5 ml,streptomisin ve etambdtol 15 mi distile su ile sulandilarak, agagidaki
belirtilen konsantrasyonlarda stok soliisyon hazirlanmistir:

Streptomisin 80 ug/mi
Isoniazid 4 ug/mi
Rifampin 80 ug/mi
Etambutol 300 pg/ml

Gl > 50-800 olan kiiltiirlerin duyarlhilik deneyi: Duyarlihik yapilacak her
deneyde, her ilag konsantrasyonu i¢in bir 12B besiyeri ve kontrol igin ayri bir 12B
besiyeri kullanilmigtir (5 besiyeri). Duyarlilik deneyi yapiimadan énce tim 12B
besiyerlerine 0.1 ml PANTA sollisyonu ilave edilmistir.
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oDOrt adet 12B besiyerine ayn ayri, antitiberkiloz ilaglarin  stok
sollisyonundan 0.1’er ml ilave edilmis ve besiyerlerinde asagidaki son ilag

konsantrasyonlari elde edilmigtir:

Streptomisin 2.0 ug/mi
Isoniazid 0.1 ug/mi
Rifampin 2.0 pg/mi
Etambdatol 2.5 pg/mi

¢Bu ilaglari iceren 12B besiyerlerinin her birine, Gl degeri > 500-800 olan
primer 12B besiyerinden 0.1 ml ilave edilmigtir.

o Kontrol gigesinin hazirlanmasi i¢in 9.9 ml 6zel diliisyon sivisina (DF) primer
12B besiyerinden 0.1 ml aktarilarak 1/100 oraninda sulandinm
yapilmigtir(%1 direnci belilemek igin).lyice karnstirildiktan sonra bu
sulandinmdan 12B kontrol besiyerine (ilagsiz) 0.1 ml aktariimistir.

e Ekim yapilan tim besiyerlerinin agzi, %70'lik alkolle silinmigtir.

Gl > 999 olan kiiltiirlerin duyarlilik deneyi:

e Her 12B besiyerine ayr ayri 0.1’er ml antitiberkiiloz ilag ilave edilmistir.

» Gl > 999 olan primer kaltirden 0.5 ml alinarak, 0.5 mi 6zel diliisyon sivisi ile
karistirimis ve 1/1 oraninda sulandirm yapilmigtir. lyice karistirildiktan
sonra bu sulandinmdan 12B kontrol besiyerine (ilagsiz) 0.1 ml
aktariimistir.

o Ekim yapilan tim besiyerlerinin agz1 %70’lik alkolle silinmistir.

Ekimleri tamamlanmig olan 12B besiyerleri 37+1°C’lik etiive kaldinlmig ve
Bactec 460 cihazinda ginlik kontrole alinarak, 4-12 giin siire ile Gl'leri takip
edilmigtir. Kontrol igleminin her giin ayni saatlerde (+ 2 saat) yapilmasina 6zen

gosterilmistir.
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Sonuglarin yorumlanmasi:

Mikobakteriler besiyerinde bulunan antitiberkiiloz ilaca karsi duyarli ise,
tiremeleri inhibe olur ve bu durumda *CO, olusumu baskilanir. Bir 6nceki giine
gore Gl dederleri arasindaki fark delta Gl (A Gl) olarak ifade edilir. Negatif AGI
degerleri iremedeki azalmay, pozitif AGl degerleri iremedeki artigi ifade eder. Bu
tablo 2 deki 6rnekte gdsteriimistir. Kontrol sisesindeki Gl degeri > 30 oldugunda

sonuglar agagtdaki sekilde yorumlanmgtir:

Gl (kontrol) >GlI (ilag bulunan 12B besiyeri) = Duyarl
Gl (kontrol) >GlI (ilag bulunan 12B besiyeri) = Direngli
Gl (kontrof) = Gl (ilag bulunan 12B besiyeri) = Sinirda

Tablo 2 : llag duyarlilik deneyi sonuglarina érnek.

Ginlik Gl degerleri

1 2 3 4 AGl  Sonuglar
Kontrol 3 10 23 48 +25
Streptomisin 52 82 79 76 -3 Duyarh
INH 41 92 215 581 +266 Direngli
Rifampin 29 78 181 476 +295 Direngli
Etambutol 75 82 68 72 +4 Duyarli

Bactec 460 TB cihazinin kalite kontrolii: Standart olarak hazirlanmis '“C
cozeltisinden (20 ml bikarbonat ¢ozeltisi iginde 1 uCi *C igerir) 0.2 ml alinarak, 10
mi 2N HCI igeren asit sigesine aktariimigtir. Miktar bilinen 'COin serbest
kalmasi igin, asit sigesi yaklagik 10 saniye ¢alkalanmig ve bu siire sonunda Bactec
cihazinda "“CO, miktar kontrol edilmistir. GI =50-60 degeri elde edildiginde 12B
besiyerlerinin  kontrol iglemi gergeklestiriimisti. GI=50-60 degderi elde
edilmediginde yukaridaki islem tekrarlanmigtir.
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BULGULAR

Calisma kapsamina alinan ve tiiberkiiloz yéniinden incelenmesi istenen 340
Klinik érnek, mikroskop (Ziehl-Neelsen = ZN, Fluorokrom = FK) ve killtir (Léwenstein-
Jensen = LJ, Bactec) yéntemleri ile incelenmis, kiltirti pozitif bulunanérneklerden
izole edilen suglar NAP identifikasyon deneyi ile tamimlanarak, M.tuberculosis
kompleks olarak idantifiye edilen suslara duyarlilik deneyi uygulanmistir. Incelenen
klinik érnekler ve bu klinik érneklerin hasta gruplarina gére dagilimi tablo 3'de
belirtilmigtir.

Tablo 3 :Incelenen 340 klinik érnek ve bu 6rneklerin hasta gruplarina gore
dagihimi

Incelenen Erigkin Cocuk
6rnek Erkek Kadin
Klinik 6rnek sayis| Sayi (%) Sayi (%) Say!1 (%)
- Balgam 166 113 (%68) 50 (%30.1) 3 (%1.8)
- Beyin-omurilik sivisi (BOS) 62 2 (%3.2) 5 (%8.1) 55 (%88.7)
- ldrar 43 14 (%32.5) 26 (%60.4) 3 (%7)
- Bronkoalveolar lavaj sivist 13 8 (%61.5) 4 (%30.7) 1 (%7.7)
- Abse/cerahat 11 4 (%36.3) 6 (%54.5) 1(%9.1)
- Plevra sivis| 16 9 (%56.2) 3 (%18.8) 4 (%25)
- Biyopsi materyali 10 8 (%80) 2 (%20) -
- Asitsivisi 8 4 3 1
- Mide aglik suyu 5 2 - 3
- Perikard sivisi 3 1 1 1
- Eklem sivisi 1 - - 1
- Torasentez sivisi 1 - 1 -
- Periton sivist 1 - - 1
Toplam 340 165 (%48.5) 101 (%29.7) 74 (21.7)

Incelenen 166 balgam 6rneklerinin timu ZN ve FK boyama yoéntemi ile
boyanmis olup; 14'U (%8.4) ZN boyama yéntemi, 16’sI (%9.6) FK boyama yontemi
ile; 11 abse/cerahat 6reginin 1'i (%9.1) ZN boyama yéntemi, 1'i (%9.1) FK boyama
yontemi ile; 43 idrar 6rnedinin 1'i (%2.3) sadece ZN boyama yéntemi ile; 16 plevral
sivi érneginin 1'i (%6.2) sadece FK boyama yéntemi ile aside direngli bakteriler
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acisindan pozitif bulunmugtur. Diger klinik oérnekler genellikle yeterli hacimde
gbnderilmedidi icin santrifijde ¢evrilememis, bu nedenle sadece direkt &rnekten
hazirlanan preparatlar ZN ve FK yontemleri ile boyanmigtir.Bu klinik érneklerde her
iki ydntemle de boyanan preparatlarda aside direngli bakteri gérilmemistir.

Butun klinik 6rnekler g6z 6ninde bulunduruldugunda 340 érnegin, ZN boyama
yontemi ile 16’s1 (%4.7), FK boyama y6ntemi ile 18'i (%5.3) aside direngli bakteriler
yéninden pozitif bulunmustur.Preparat sonuglan ile igili bulgular Tablo 4'de
belirtilmigtir.

Tablo 4 : Incelenen klinik meklerin preparat sonuglari.

ZN (+) FK (+)
Klinik 6érnek Sayl (%) Say1 (%)
Balgam n=166 14 84 16 9.6
Abse/cerahat n=11 1 91 1 9.1
Idrar n=43 1 23 -
Plevral mayi n=16 - 1 6.2
BOS n=62 - -
BAL n=13 - -
Biyopsi n=10 - -
Asit sivisi n=8 - -
Mide aglik sivisi n=5 - -
Perikard sivisi n=3 - -
Eklem sivisi n=1 - -
Torasentez n=1 - -
Periton sivisi n=1 - -
Toplam n=340 16 4.7 18 6.3

ZN ve FK vyodntemleri boyama ve inceleme siireleri agisindan
karsilastiriidiginda; ZN boyama yonteminde bir preparat icin boyama siresi 8-10
dakika, FK yénteminde 20-25 dakika olarak belirlenmistir.ZN yonteminde inceleme
siresi 10-15 dakika, FK yénteminde 4-6 dakika olarak bulunmustur.

Mikobakteriyolojik inceleme amaciyla laboratuvara génderilen klinik 6rneklerin
Lowenstein-Jensen ve Bactec besiyerinde kultira yapilimigtir.

166 balgam 6rnegdinin 22’sinin (%13.2) mikobakteriyolojik kulturti pozitif
bulunmusgtur. Kaltara pozitif 22 balgam 6rneginin 13’ (%7.8) sadece Bactec 12B
besiyerinde, 2'si (%1.2) sadece Lowenstein-Jensen besiyerinde, 7’si (%4.2) hem
Lowenstein-Jensen, hem Bactec 12B besiyerinde Uretilmistir.

42



62 BOS orneginin 4’inde (%6.4) tireme belirlenmig ve bu 6rneklerin 3’ (4.8)
Bactec 12B besiyerinde, 1'i (%1.6) hem Léwenstein-Jensen, hem Bactec 12B
besiyerinde Ureme gostermistir. Sadece Loéwenstein-Jensen besiyerinde {reme
gosteren klinik érnek belirlenmemistir.

11 abse/cerahat 6rneginin 3'G (%27.2) kiltirde Uretilmistir. Bu érneklerin 2’si
(%18.1) sadece Bactec 12B besiyerinde, 1'i (%9.1) hem Léwenstein-Jensen, hem
Bactec 12B besiyerinde Uremistir. Sadece Léwenstein-Jensen besiyerinde treme
gosteren 6rnek belirlenmemistir.

10 biyopsi érnedinin 4'G (%40) kilturde uretilmigtir. Bu érneklerin 3'G (%30)
sadece Bactec 12B besiyerinde, 1'i (%10) hem Léwenstein-Jensen, hem Bactec 12B
besiyerinde lreme g&stermistir. Sadece L6wenstein-Jensen besiyerinde (reme
gosteren 6rnek belirlenmemigtir.

Sonug olarak, 34 kiltr pozitif érnedin 21'i (%61.7) sadece Bactec 12B
besiyerinde; 2'si (%5.9) Léwenstein-Jensen besiyerinde;11’i (%32.3) hem Bactec,
hem Léwenstein-Jensen besiyerinde Gremistir (Tablo 5 ).

Tablo 5: Kultur pozitifligi ydninden Bactec 12B ve L-J besiyerinden alinan sonuglarin
karsilastiriimasi.
Sadece Bactec Sadece L-J Bactec 12B+ Toplam

12B besiyeri besiyeri L-J besiyeri
Balgam 13 2 7 22
BOS 3 - 1 4
Biyopsi materyali 3 - 1 4
Abse/cerahat 2 - 1 3
Plevral sivi - - 1 1
Toplam 21 (%61.7) 2 (%5.9) 11(%32.3) 34

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde 34 kltur pozitif regin 32'si (%94.1)
Bactec sisteminde;13'i (%38.2)L-J besiyerinde tremistir.Sadece 2 6rnek (% 5.9) L-J
besiyerinde Uredidi halde Bactec sisteminde uretilememistir.

Bactec 12B ve Lowenstein-Jensen besiyeri Ureme sireleri y6ninden
kargilagtiniidiginda, L-J besiyerinde ortalama treme siiresi 24.3 giin; Bactec 12B
besiyerinde 11.5 giin olarak belirienmistir.
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GCalisma kapsamina alinan 340 klinik o6mek kontaminasyon yd6ninden
incelendiginde Bactec 12B besiyerinde 22 (%6.4), L-J besiyerinde 25 (%7.3) kultur
kontamine olmustur.

Preparat ve kultir sonuglarinin degerlendiriimesinde metadolojik aragtirmalar
kulaniimigtir (Tablo 6).Bu tabloya gére sonuglar birgok farkli degerlendirmeye tabi
tutulabilir, ancak en sik kullanifan degerler sensitivite, spesifite, pozitif prediktif deger
ve negatif prediktif deger'dir.Bu nedenle galismamizin sonuglar bildirilirken sadece
bu degderler goz éniine alinmigtir(40).

Tablo 6 : Kaltdr ve preparat sonuglarinin kargilastinimasi.

YENI TEST GEGERLI(REFERANS) TEST
Hasta Saglam
Hasta a b
Dogru pozitifler Yanlis pozitifler
Saglam c d
Yanlis negatifler Dogru negatifler
Toplam a+c (Toplam hasta) b+d (Toplam saglam)

a)Sensitivite (Duyarlilik): Gegerliligi belirlenecek olan &lgim ydnteminin
gercekten hasta olanlardan ne kadarini hasta olarak saptayabildigini gosterir. Kultar
pozitif bulunan hastalar ‘gergek hasta’ olarak kabul edildiginden, kdltlrin yanisira
kullanilan tani deneyinin (bu ¢aligmada boyama y6ntemleri) gergek hastalar igindeki
hastalar ayird edebilme yetenegidir.

a Yeni testin saptadi§i hastalar(dogru pozitifier)
Sensitivite= = x100=
a+c Toplam hasta sayisi (Gegerli teste gére)
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b)Spesifite (Ozgiilliik): Gegerliligi belirlenecek olan yeni yénteminin, saglam
olanlardan ne kadarini dogru olarak (saglam) saptayabildigini gosterir.Kultira negatif
hastalar ‘gercek saglam’ olarak kabul edilir ve spesifite kullanilan tani deneyinin
gercek sadlamlar iginden hastalari ayird edebilme yetenegidir.

d Yeni testin saptadigi saglamlar (dogru negatifler)
Spesifite= —— x100=
b+d Toplam sadlam sayisi (Gegerli teste gére)

c)Gergek pozitiflik (pozitif prediktif deger): Kullanilan tani degeri sonucu
pozitif olan (preparati + hasta) kisinin gergekten hasta olma olasiligidir ve
infeksiyonun toplumdaki prevalansi ile yakindan ilgilidir.
a Dogru pozitifler (Referans teste gére)

Pozitif prediktif deger =
atb  Toplam pozitifler (Yeni teste gére)

d)Gergek negatiflik (negatif prediktif deger): Uygulanan yeni tan: testine gore
negatif sonug veren kisilerin ne kadarinin gergekten saglam (preparat - hasta)
oldugunu gésterir.
d Dogru negatifler (Referans teste gére)
Negatif prediktif deger = =
c+d Toplam negatifler (Yeni teste gore)

Bu sistemle preparat ve kiltir sonuglar karsgilagtinldi§inda, Bactec 12B
besiyerinde kultiri pozitif bulunan 20 balgam érneginin (n=166) 12'sinin (%7.2)
preparati ZN boyama yéntemi ile pozitif bulunmustur. 2 émegin preparati pozitif
bulunmus, ancak kiltirde Urememigtir. 8 balgam &rnegi ise preparatta negatif,
kulturde pozitif sonug vermigtir. 144 balgam &rneginin kiltir ve preparat sonuglari
birbirine parelel olarak negatif bulunmustur (Tablo 7).
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Bactec 12B besiyerinde belirlenen kiltur pozitifligi ile FK boyama yéntemi
kargilastinldiginda, 20 kiltir pozitif balgam 6rneginin 14’0 (%8.4) FK boyama
yontemi ile pozitif bulunmustur. 2 érnek preparatla pozitif sonu¢ verdigi halde,
kiltirde trememigstir. 6 balgam 6rnedi ise preparatta negatif, kiitlirde pozitif sonug
vermistir. 144 balgam 6rnedi ise hem preparat, hem de kiltirde negatif sonug

vermistir (Tablo 8).
Tablo 7 : Balgam .6rneklerinde Bactec 12B besiyeri, ZN boyama ydéntemi
sonuglarinin kargilastiriimasi.
Preparat Kaitar Toplam
+ -
+ 12 2 14
- 8 144 152
Toplam | 20 146 166
Duyarlk : %60
Ozgulluk : %98.6
Gergek pozitiflik : %85.7
Gergek negatiflik : %94.7
Tablo 8 : Balgam o&rneklerinde Bactec 12B besiyeri ve FK boyama ydntemi

sonuglarinin kargilastinimasi.

Preparat Kaltar Toplam
+ -
+ 14 2 16
- 6 144 150
Toplam 20 146 166
Duyarlik : %70
Ozgullik : %98.6
Gergek pozitiflik : %87.5
Gerceknegatiflik:%96
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L-J besiyerinde Ureme gdsteren 9 balgam érneginin 6’si (%3.6) ZN boyama
yontemi ile pozitif olarak belirlenmigtir. 8 6rnek preparatta pozitif sonug verdigi halde
kulturde treme olmamustir. 3 balgam &rnegi ise preparatta negatif sonug verirken
kiltdrleri pozitif olarak belilenmigtir. 149 balgam érneginin ise preparat ve Kkiltir
sonuglari negatif olarak bulunmustur (Tablo 9).

L-J besiyerinde belirlenen kultir pozitifigi ile, FK boyama yéntemi
kargilagtinidiginda, 9 kiltir pozitif balgam érneginin 8'i (%4.8) FK boyama ydntemi
ile de pozitif olarak belirlenmigtir. 8 balgam 6rnegi preparatta pozitif sonug verirken,
kltirde trememigtir. 1 balgam érnegi ise, preparatta negatif sonug verdigi halde, L-J
besiyerinde Uremigtir. 149 balgam &érneginin preparat ve kultir sonuglari birbirine
parelel olarak negatif bulunmustur (Tablo 10).

Tablo 9 : Balgam 6rneklerinde L-J besiyeri ve ZN boyama yéntemi sonuglarinin
kargilagtiriimasi.

Preparat Kaitar Toplam
+ -
+ 6 8 14
- 3 149 152
Toplam 9 157 166
Duyarlilik : %66
Ozgullik : %94.9

Gergek pozitiflik : %42.8
Gergek negatiflik : %98
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Tablo 10 : Balgam 6rneklerinde L-J besiyeri ve FK boyama yéntemi sonuglarinin
karsilastinimasi.

Preparat Kitar Toplam
+ -
+ 8 8 16
- 1 149 150
Toplam 9 157 166
Duyarhk : %88.8
Ozguillik : %94.9

Gergek pozitiflik : %50
Gergek negatiflik:%99.3

Bactec 12B ve L-J besiyerinde kultiirQi yapilan 166 balgam, 62 BOS, 10 biyopsi
ve 11 abse/cerahat olmak Gzere 249 klinik 6rnegin Bactec 12B besiyerindeki kiltar
sonuglar ile ZN boyama yénteminden elde edilen sonuclar karsilastirildiginda,
Bactec 12B besiyerinde kiltiri pozitif bulunan 31 klinik érnegdin 13'i (%5.2) ZN
boyama yéntemi ile pozitif sonug vermistir. 2 6rnek preparatta pozitif sonug verdigi
halde, kultirde treme olmamistir. 18 klinik 6rnek ise negatif preparat sonucu verdigi
halde, kultirde Gremigtir. 216 drnegin hem preparat, hem kiltiir sonucu negatif olarak
belirlenmistir (Tablo 11).

Bactec 12B besiyerindeki kaltir sonucu ile FK boyama yontemi
karsilastinidiginda kdltird pozitif bulunan 31 klinik 6megin 15'i (%6) FK yontemi ile
pozitif bulunmustur. 2 6rnek ise preparatta géruldiigu halde kitirde Greme olmamistir.
16 klinik 6rnek preparatta negatif sonug verirken kltirde Gremistir.216 érnegin hem
preparat, hem kultir sonucu negatif olarak belirlenmistir (Tablo 12).
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Tablo 11 : 249 klinik érnedin Bactec 12B besiyeri ve ZN boyama yoéntemi

sonuglarinin kargilastiriimasi.

Preparat Kaltar Toplam
+ -
+ 13 2 15
- 18 216 234
Toplam 31 218 249
Duyarlik 1 %41.9
Ozgullak : %99

Gergek pozitiflik : %86.6
Gergek negatiflik : %92.3

Tablo 12 : 249 klinik érnegin Bactec 12B besiyeri ve FK boyami yéntemi sonuglarinin
kargilastiriimasi.

Preparat Kaltar Toplam
+ -
+ 15 2 17
- 16 216 232
Toplam 31 218 249
Duyarlik 1 %48.3
Ozgullik : %99
Gergek pozitiflik  : %88.2

Gergek negatiflik: %93.1
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L-J besiyerinde kiltirli pozitif bulunan 12 klinik érnegin 7’si (%2.8) ZN boyama
yontemi ile pozitif bulunmugtur. 8 érnek preparatta gérildigu halde kaltarlerinde
ireme olmamus, 5 klinik 6rnek preparatta negatif sonug verirken kiiltirde Gremigtir.
229 klinik 6rnegin hem preparat, hem kultir sonucu negatif olarak belirlenmistir
(Tablo 13).

L-J besiyerinde kiltird pozitif bulunan 12 kiinik 6rnegin 9'u (%3.6) FK boyama
yontemi ile pozitif bulunmugtur. 8 6rnek preparatta gériildigiu halde kitirlerinde
Ureme olmamig, 3 érnek preparatta negatif sonug verirken kiltirde Gremigtir. 229
klinik 6rnedin hem preparat, hem kultiir sonucu negatif olarak belirlenmigtir (Tablo
14).

Tablo 13 : 249 klinik érnedin L-J besiyeri ve ZN boyama yéntemi sonuglarinin
karsilagtiriimasi.

Preparat Kaltar Toplam
+ .
o+ 7 8 15
- 5 229 234
Toplam | 12 237 249
Duyarlik : %58.3
Ozgillak : %96.6

Gergek pozitiflik : %46.6
Gergek negatiflik : %97.8
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Tablo 14 : 249 Kklinik 6érnegin L-J besiyeri ve FK boyama yéntemi sonuglannin
kargilagtiriimasi.

Preparat Kaltar Toplam
+ -
+ 9 8 17

- 3 229 232
Toplam 12 237 249

Duyarhk . : %75

Ozgullik : %96.6
Gergek pozitiflik : %52.9
Gergek negatiflik : %98.7

16 plevral sivi érnedinin 1'i preparatlarda negatif olmasina ragmen, kiilturde
tremigtir. ldrar 6rneklerinden 1'i ZN boyama yéntemi ile pozitif sonug vermis, ancak
kultirde ureme olmamistir. Tim &rnekler gézéninde bulunduruldugunda, 340 Klinik
ornegin 34’4 (%10) kaltarde Uremis, bu 34 pozitif kultirin 13'i (%3.8) ZN boyama
yontemi ile, 18'i (%5.3) FK boyama yontemi ile pozitif sonug vermigtir. ZN boyama
yonteminde 21, FK boyama yonteminde 16 ®6rnekten preparat negatif sonucu
alinmig, ancak bu 6rnekler kiltirde Gremigtir. ZN boyama ydnteminde 3 érnek pozitif
preparat sonucu verdigi halde, kiiltlirde trememistir (Tablo 15, 16).

340 Kklinik Ornekten izole edilen 34 (%10) mikobakteri susuna NAP
identifikasyon deneyi uygulanmis ve bu suslar M.tuberculosis kompleks ve MOTT
basilleri olarak tanimlanmigtir.166 balgam &rneginden izole edilen 22 mikobakteri
sugunun 20'si (%90.9) M.tuberculosis kompleks, 2'si (%9.1) MOTT basili olarak
tanimlanmistir. Diger Orneklerden izole edilen mikobakteri suslarinin tima
M.tuberculosis  kompleks olarak tanimlanmigtir. Tom  klinikk  érnekier
degerlendirildiginde, izole edilen 34 mikobakteri susunun 32'si (%94.1)
M.tuberculosis kompleks, 2'si (%5.9) MOTT basilleri olarak tanimlanmigtir.
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kargilastiriimast.

Tablo 15 :34 mikobakteri susunun kiltir ve ZN boyama yoéntemi sonuglarinin

Preparat Kaltar Toplam
+ -
13 3 16
21 303 324
Toplam 34 306 340
Duyarlik : %38.2
Ozgiillik : %99
Gergek pozitifik : %81
Gergek negatiflik : %93.5

Tablo 16 : 34 mikobakteri susunun kuitir ve FK boyama yéntemi sonuglarinin

karsilagtiriimasi.

Preparat Kultar Toplam
+ -
18 - 18
16 306 | 322
Toplam 34 306 | 340
Duyarlik 1 %52.9
Ozgillik : %100
Gergek pozitiflik : %100

Gergek negatiflik : %95

52




Tanimlanan 32 M.tuberculosis kompleks susuna, Bactec teknigi ile duyarliik
deneyi uygulanmig ve deneyde primer antituberkilo ilaglar olan isoniazid (INH),
etambutol (EMB), rifampin (RIF) ve streptomisin (SM) kullaniimigtir. Bactec teknigi
MOTT basillerinin duyarlilik deneyi igin 6nerilmediginden bu suslarin duyarlihi§i
yapilmamstir.

Buna gére balgamdan izole edilen 20 M.tuberculosis kompleks susunun 17’si
(%85) streptomisine duyarl, 3't (%15) direngli; 15i (%75) isoniazide duyarl, 5'i
(%25) direngli; 17'i (%85) rifampine duyarli, 3'si (%15) direncli; 16's1 (%80)
etambutole duyarli, 4’0 (%20) direngli olarak bulunmustur.

BOS oérneklerinden izole edilen 4 M.tuberculosis susunun 2'si (%50) isoniazide
ve rifampine duyarl, 2’si(%) direncli; 3’ (%75) etambutole duyarl, 1'i (%25) direngli;
tumG streptomisine duyarl olarak bulunmugtur. BOS 6rneklerinden hem INH, hem
rifampine direngli 1(%25) sus izole edilmisgtir.

Plevral biyopsi érneklerinden izole edilen 4 M.tuberculosis susunun 3't (%75)
isoniazid ve rifampine duyarli, 1'i (%25) direngli; timd streptomisin ve etambutole
duyarli bulunmustur. Bu érneklerden multipl direngli sus izole edilmemigtir.

Abse/cerahat 6rneklerinden izole edilen M.tuberculosis kompleks suslarinin
timi (%100) antitiberkilo ilaglara duyarh bulunmustur.

Plevra sivisindan izole edilen 1 M.tuberculosis kompleks sugu tim ilaglara
direncli bulunmustur.

Tum suglar degerlendirildijinde izole edilen 32 M.tuberculosis kompleks
susunun 28'i (%87.5) streptomisine duyarh, 4'0 (%12.5) direngli; 23'u (%71.9)
isoniazide duyarli, 9'u (%28.1) direngli; 25's1 (%78.1) rifampine duyarli, 7’si (%21.8)
direngli; 26's1 %81.2 etambutole duyarli, 6'si (%18.7) direngli olarak bulunmugtur
(Tablo 17). 32 sugun 14’0 (%43.7) en az bir ilaca direngli bulunmustur. 6 sus (%18.7)
bir ilaca, 5 sug (% 15.6) iki ilaca, 2 sus (%6.2) Ug ilaca ve 1sus (%3.1) dért ilaca
direngli bulunmustur.
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TARTISMA

Tuberkiloz, tant ve tedavi yéntemdeki ilerlemelere karsin, batin dinyada
ozellikle gelismekte olan ulkelerde, yaygin olarak bulunan infeksiyonlardan biridir.
Ozellikle son yillarda immUnsiprese hasta popllasyonunun artisina parelel olarak
tiberkiloz olgu sayisinda da artis olmustur.

Tiuberkilloz hastalarinin erken tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun
korunmasinda en etkili yoldur. Bu nedenle tuberkiiloza yakalandi§i dustnilen
hastalarin tanilarini kanitlayacak, duyarhiligi ve o6zgullugu yuksek, hizli sonug
veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar yéntemierinin gunlik
kullanima girmesi énemli bir gereksinimdir.

Tuberkuloz olgularinin zaman gegiriimeden tanimlanmasi igin konvensiyonel
yontemlerle kargilagtirmali aragtirmalar yapilmakta ve daha kisa sirede sonug
veren teknikler geligtiriimeye caligiimaktadir. Yapilan bazi g¢alismalarda su
sonuglar alinmistir.

Abe ve ark (41), 245 balgam 6rneginden 86 mikobakteri susu (%35.1) izole
etmigler ve bu suglarin %93’Gnin Bactec sisteminde, %75.6’'sinin yumurtal
Ogawa besiyerinde Uredigini belirtmiglerdir. Ayni arastirmacilar Bactec sisteminde
en erken lreme siresini ortalama 13.4 giin, yumurtali Ogawa besiyerinde 21.7
giin olarak bulmuslardir.

Luguin ve ark (42), 1840 klinik érnekten 257 mikobakteri susu izole etmigler
ve bu suglann 225'ini (%87.5) Bactec sisteminde, 165'ini (%64.2) L-J besiyerinde
izole ettiklerini bildirmiglerdir. Bactec sisteminde tireme siresini ortalama 11.8 giin,
L-J besiyerinde 24.6 giin olarak bulmuslardir. Bactec sisteminde %2.1, L-J
besiyerinde %7.3 oraninda kontaminasyon bulmuslardir.

Wilson ve ark (43) 5399 klinik érnekten 580 mikobakteri susu izole etmisler
ve bu suslarin 506’sin1 (%87) Bactec sisteminde, 230'unu (% 40) L-J besiyerinde
izole ettikierini bildirmiglerdir.

Roggenkamp ve ark (44) 3700 klinik 6rekten 123 (%3.3) mikobakteri susu
izole etmigler ve bu suglarn 112'sini (%91) Bactec sisteminde, 66'sini (%53) L-J
besiyerinde izole etmiglerdir. Bactec sisteminde tireme slresini ortalama 15.4, L-J
besiyerinde 29.8 giin olarak bulmuglardir.
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Somoskévi ve ark (45) 357 klinik érnekten 57 (%15.9) mikobakteri susu izole
etmigler ve bu suglarin 53'int (%93) Bactec sisteminde, 46'sin1 (%80.7) L-J
besiyerinde izole ettiklerini bildirmiglerdir.Ortalama tireme siresini preparat pozitif
orneklerde Bactec sisteminde 13.8 giin, L-J besiyerinde 20.1 glin; preparat negatif
ornekierde Bactec sisteminde 17.7 gin, L-J besiyerinde 42.2 gin olarak
bulmuglardir. Bactec sisteminde %2.9, L-J besiyerinde %1.2 oraninda
kontaminasyon bulmuslardir (43).

Uzun (12), 346 klinik érnekten 36 (%10.4) mikobakteri susu izole etmis ve bu
suslarin 34'ini (%94.4) Bactec sisteminde, 17'sini (%47.2) L-J besiyerinde
uretmigtir. Bactec sisteminde Ureme siresini preparati pozitif 6meklerde 10 giin,
negatif érneklerde 15 giin, L-J besiyerinde 24 giin olarak bulmustur. Bactec
sisteminde %6, L-J besiyerinde %7 kontaminasyon bulmustur.

Kog ve ark (46) 2254 klinik érnekten 102 mikobakteri susu izole etmigler ve
bu suglanin 78'ini (%76.5) Bactec sisteminde, 50'sini (%49) L-J besiyerinde
Uredigini bulmuglardir. Bactec sisteminde Greme siresini ortalama 11.6 gin, L-J
besiyerinde 21.7 gun olarak bulmuslardir. Bactec sisteminde %8, L-J besiyerinde
%4.3 kontaminasyon bulmuslardir.

Yaman ve ark (47). zole ettikleri 112 M.tuberculosis susun 100'tinii (%89.9)
Bactec sisteminde, 76'sini (%67.9) L-J besiyerinde izole etmislerdir. Bactec
sisteminde ortalama Greme siresini 11.5 gin, L-J besiyerinde 22.4 giin olarak
bulmuslardir.

Caligmamizda incelenen 340 drnekte alinan sonuglar birlikte ele alindi§inda,
kaltGra pozitif bulunan 34 6rnedin %94.1'i Bactec 12B besiyerinde, %38.2’si L-J
besiyerinde Uremigtir. Bactec sisteminde Ureme stresi ortalama 11.6 gun, L-J
besiyerinde 24.3 gin olarak belirlenmis ve 340 6rnek kontaminasyon yéniinden
incelendiginde Bactec besiyerinde %6.4, L-J besiyerinde %7.3 érnek kontamine
olmustur.
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Cahigmamizin Bactec kiltlr sonuglar ile aragtirmacilarin elde ettigi sonuglar
kargilagtiriidijinda sonuglar birbirine yakin bulunmug, L-J besiyerindeki treme
orani (%38.2) diger caligmalara gore daha dustik bulunmugtur. Ureme sireleri goz
6nine alindijinda, sonuglarimiz ile Roggenkamp’in (44) sonuglan arasinda
uyumsuziuk belirlenmis ve Roggenkamp’in galismasinda dretme siresinin daha
uzun olmasi kullandigi inokilom miktarinin daha disiik olmasina baglanmigtir.
Somoskdvi'nin (45) Bactec sistemi ve L-J'deki, Luquin’nin (42) Bactec sistemindeki
kontaminasyon orani, ¢alismamizdaki oranlara gére daha digik bulunmus ve bu
uyumsuzlugun, bizim kullandigimiz inokilom miktarinin daha yiksek olmasina,
kullandidimiz NaOH son konsantrasyonunun digiik olmasina ve klinik érneklerin
laboratuvara genelde uygun kosullarda gonderilmemesinden kaynaklandigi
disuniimastar.

Tuberklloz tanisinda mikroskop incelemesi uygulama kolayhig), disik
maliyet, ¢abuk sonug verme ve klinik 6mekte bulunan mikobakterilerin inceleme
alanindaki sikligini belirleme gibi ézellikleri nedeniyle 6zellikle akciger tiberkiilozu
tanisinda kullanilmakla birlikte, infeksiyona karar verme agisindan mikroskop
bulgusu kiltir ile desteklenmelidir. Kullanilan boyama yénteminin kltdr ile uyumlu
sonug vermesi, preparasyonun tanidaki degeri hakkinda bilgi vermektedir.

Taberkilozun tanisinda kullanilabilecek hizli ve duyarl bir yéntem arayislari
sturmekle birlikte direkt mikroskopi ve kiltur yaygin olarak kullaniimakta,
preparasyon uygulamasinin tanida yararl oldugu Gizerinde énemie durulmaktadir
(27,48).

Rickman ve moyer (49) 14509 klinik 6rnekte yaptiklar galismada L-J kaltir
ve fluorokrom boyama yéntemi kullanmiglar ve duyarliigi %82.4, 6zgulligu %99,
pozitif prediktif dederi % %98.9, negatif prediktif degeri %97.7 olarak bulmuslardir.

Durupinar ve ark (50) 383 klinik 6rnekle yaptikiari ¢aligmada kaltarl referans
y6ntem alarak ZN i¢in duyarlilifi %57.1, FK igin %73.6; 6zgalluga ZN icin %99.6,
FK icin %97.6 olarak bildirmiglerdir. Balgam 6rneklerinde duyarlilik %56.9,
6zgulluk %98.7; FK icin duyarlilik %80.6, 6zgullik %92.4 olarak bulmuslardir.
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Ozturkeri ve ark (51) 208 balgam érnegi calismiglar, kiltir referans yéntem
olarak alindijinda FK boyama yéntemi igin duyarliik %72.3, 6zgullik %88.8,
pozitif prediktif de§er %95.9, negatif prediktif deger %47: ZN icin duyarlilik %49,
ozgallik %100, pozitif prediktif deger %100 ve negatif prediktif dederi %35.1
olarak bulmuslardir.

Bekiroglu ve ark (52) 220 balgam 6rnegi calismiglar, FK boyama yontemi icin
duyarlilik %86.7, 6zgulluk %%94.3, pozitif prediktif deder %79.6, negatif prediktif
deger %96.5; ZN icin duyarliik %68.9, 6zgulluk % 100, pozitif prediktif deger
%100, negatif prediktif degeri %92.5 bulmuslardir.

Yidiran ve ark (53) yedi yillik bir sire icerisinde mikobakteriyoloji
laboratuvarina génderilen 27519 klinik 6rnegin ZN boyama yéntemi ve kultir
sonuglarini  de§erlendirmislerdir. Duyarliigi %71.8, ozgullugn %98.8, pozitif
prediktif de§eri %79.6 ve negatif prediktif degeri %98.2 olarak bulmuslardir.

Uzun (12) 346 klinik 6rnek galismig, FK boyama yéntemi igin duyarlilik %50,
6zgulluk%99.3, pozitif prediktif deger %92.3, negatif prediktif deder %92.5; ZN icin
duyarliik%41.6, 6zgillik %98.9, pozitif prediktif deder %86.9, negatif prediktif
deger %91.3 olarak bulmustur.

Calismamizda FK boyama yéntemi igin duyarlik %52.9, 6zgullik %100,
gergek pozitiflik %100 ve gergek negatifiik %95; ZN boyama yontemi igin duyarlik
%38.2, ézgilluk %99, gergek pozitiflik %81 ve gercek negatiflik %93.5 olarak
bulunmustur.

Calismamizda kullanilan ZN ve FK yonteminin duyarliii Uzun'un (12)
buldugu degerlere yakin, diger arastirmacilarin buldugu duyarlik degerlerinden
daha dusik bulunmugtur. Bu durumda kullandigimiz ZN boyama yontemi kultird
pozitif bulunan gergek hastalarin %38.2'sini, FK yéntemi %52.9’'unu 6nceden
dogru olarak tamimlayabilmektedir. Yapillan calismalarda duyarlihk degerleri
araliginin gok fazla oldugu (ZN igin %41.6-71.8, FK icin %50-86.7), 6zgullik
degerlerinin ise birbirine ¢ok yakin oldugu gériilmektedir. Duyarliik degerlerindeki
araligin ¢ok fazla olmasi, yayma duyarlihgini etkilemesi nedeniyle; érnegin cinsi,
dekontaminasyon, konsantrasyon ve dekolarizasyon islemleri, yayma kalinliklari,
ornekteki basil sayist ve degerlendiren kiginin deneyimi gibi faktorlerle
aciklanabilir.
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Calismamizda kiltiriinde Greme olan toplam 34 érnegin 21'inde (%61.7) ZN
boyama yéntemiyle, 16'sinda (%47) FK boyama yéntemiyle aside direngli basil
gorilmemistir. Incelenen balgam, bronko-alveoler lavaj sivisi, idrar ve
abse/cerahat oOrnekleri diginda kalan 107 émek, vyeterli hacimde
génderilmediginden santrifij edilememis ve bu 6meklerin preparatlari
homojenizasyon yapiimadan hazirlanmigtir. Bu nedenle 107 érnekten 9'u'da
Ureme olmasina rajmen (4'0 BOS, 4'U biyopsi materyali 1'i plevra sIvisi)
bunlardan sadece plevral sivida FK yéntemiyle pozitif sonug alinmig, diger
ornekler preparatta negatif sonug vermistir. Az sayida mikobakteri iceren ve
preparati negatif bulunan klinik 6érneklerin pozitif sonu¢ vermesi kuitir sistemi
duyarhih@in yiksek olusuna baglanmistir.

Tuberkiloz hastaliinin kontrol altina alinmasi ve hastalarin etkili bir sekilde
tedavi edilebilmesi icin, erken tani ve antitiberkiloz ilaglara duyarliik 6nem
tagimaktadir. Tuberkiiloz tanisinin ve ilag duyarlilik test sonuglarinin gecikmesi
tuberkiloz direncinin gelismesine katkida bulunan énemli bir faktérdar. Direncli bir
olgunun uzun siire uygun olmayan bir tedavi gérmesi, gevredeki insanlari enfekte
etmesi agisindan son derece 6nemlidir. Bu nedenle izolasyon, identifikasyon ve
duyarlilik test sonuglarinin daha ¢abuk elde edilmesi 6nem kazanmistir.

Lazslo ve ark (54), 245 M.tuberculosis compleks susunun konvensiyonel ve
radyometrik yéntemle duyarliligini yapmiglar ve konvensiyonel yéntem ile 134
sugun (%55) en az bir ilaca, 88 sugun (%36) INHa, 76 susun (%31) SMe, 22
susun (%9) RIF'e ve 21 susun (%8.5) EMB’e direngli oldugunu bildirmiglerdir.
Radyometrik sistemde ise 73 sugun (%30) SM'e, 84 sugun (%34) INH’a, 22 susun
(%9) RIF’e, 4 susun (% 1.6) EMB'e direngli oldugunu belirlemiglerdir.

Gul (55) izole etti§i 45 mikobakteri sugunun proporsiyon yéntemi ile direng
oranlarini incelemis ve %30.8 INH'a, %15.3 RIF’e, %29 SM'e, %2.3 EMB’e direngli
olarak bulmustur.

Arseven ve ark (56), Dogu Karadeniz bdlgesinde 1985-1990 yillar1 arasinda
balgam kiltiri pozitif 1388 hastanin ilag direncini aragtirmiglardir. 252 olguda
(%18.2) bir ilaca, 162 olguda (%11.7) iki ilaca, 95 olguda (%6.8) (g ilaca ve 54
olguda (%3.9) dért ilaca birden direng bulmuslardir. 1388 olguda ilaglarin her
birine karsi toplam direng oranlan, INH, RIF,SM, ve EMB igin sirasiyla %29.6,
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17.1, 23.3 ve 8.8 olarak bulmuglardir. Ayni aragtirmacilar 1994 yilinda 333 kaltir
pozitif tiberkllozlu hastada INH, RIF, SM ve EMB’e karsi toplam ilag direncini
sirasiyla %34.8, 25.2, 29.4 ve 10.5 olarak belirlemiglerdir. Ayni grupta herhangi bir
ilaca karg! direng %45.6, bir ilaca direng %15, iki ilaca birden direng %12.9, l¢
ilaca birden diren¢%10.5 ve dért ilaca birden direng %7.8 oraninda bulunmustur.

Tagova ve ark (57), kilturi pozitif 393 klinik 6rnekte ilag direncini
aragtirmiglardir. llaglarin her birine karsi toplam direng oranlarini, INH, RIF, SM ve
EMB i¢in sirasiyla %22.6, 20.6, 8.6ve 10.1 olarak bulmuslardir. 127 olgu (%32.3)
bir ve daha fazla ilaca direngli saptanmustir. 57 olguda (%14.9) bir ilaca, 26 olguda
(%6.6) iki ilaca, 41 olguda (%10.4) ug ilaca ve 3 olguda (%0.7) dért ilaca birden
direng bulmuglardir.

Karabay ve ark (58), 214 M.tuberculosis susunun 105'ini (%49.1) en az bir
ilaca kargi direngli bulmuslardir. INH'e %27.1, RIF’'e %21.5, SM’e %29 ve EMB'e
%10.3 toplam diren¢ saptamiglardir. %20.1 bir ilaca, %22.4 iki ilaca, %6.4 U¢ ilaca
ve %0.5 dért ilaca direng bulmuslardir.

Oztiirkeri H ve ark (59), 206 M.tuberculosis susunun 102’sini (%49.5) en az
bir ilaca karst direncli bulmuslardir. INH'e %33.9, RIF’e %20.3, SM'e %13.5 ve
EMB'e %19.9 oraninda direng saptamislardir. %24.3 bir ilaca, %14.2 iki ilaca,
%9.2 Ug ilaca ve %1.9 dért ilaca direng bulmuslardir.

Balci ve ark (60), 199 susun 90'nin1 (%45.2) en az bir ilaca karsi direngli
bulmuglardir. INH'e %37.2, RIF'e %21.1, SM'e % 9 ve EMB’e %17.5 oraninda
direng saptamiglardir. Sadece bir ilaca direng %17.6, iki ilaca birlikte direng %15.6,
U¢ ilaca birlikte direng ise %12 bulmuslardir. llaglarin tumiine birden direng
gbsteren sus saptamamiglardir.

Uzun (12), 42 M.tuberculosis kompleks susunu INH, RIF, SM ve EMB'e
sirasiyla %14.2, 4.8, 7.2 ve 4.8 olarak bulmustur. Sadece 3 olguda (%7) iki ilaca
direng saptamistir.
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Calismamizda izole edilen 32 M.tuberculosis kompleks sugunun 28'i (%87.5)
streptomisine duyarli, 4’0 (%12.5) direngli; 23'0 (%71.9) isoniazide duyarli, 9'u
(%28.1) direncli; 25's1 (%78.1) rifampine duyarli, 7’si (%21.8) direncli; 26's1 %81.2
etambitole duyarli, 6'si (%18.7) direngli olarak bulunmustur. 32 susun 14’0
(%43.7) en az bir ilaca direngli bulunmustur. 6 sus (%18.7) bir ilaca, 5 sus (%
15.6) iki ilaca, 2 sus (%6.2) Ug ilaca ve 1sus (%3.1) dért ilaca direngli bulunmustur.

Ulkemizde antibiyotik duyarlilik testleri karsilastirmali olarak incelendiginde
aragtirmacilar en yiksek direng oranini isoniazide kargt bulmuslardir.
Calismamizda da %28.1'lik direng orani ile isoniazid, diren¢ oram en yiksek
antitiberklloz olarak bulunmusgtur. Direng orani en disiik antitiberkiloz olarak
incelendidinde ise; Arseven ve ark (56), Karabay ve ark(58), Uzun (12) ile Giil (55)
direng oranlar %1.6 — 10.5 arasinda degdigsmek lzere etambitoll, Tasova ve ark
(57), Ozturkeri ve ark (59) ile Balci ve ark (60) oranlari %8.6 — 13.5 arasinda
degismek (zere streptomisini direng orani en dusik antitiberkiloz olarak
bulmuglardir. Calismamizda %12.5 direng oraniyla strepromisin , direng orani en
dusuk antitiberkiloz olarak bulunmustur. Gil'in (55) 1981 yilinda Diyarbakir
linde yapt§ calismada rifampine %15.3, etambiitole %2.3 oraninda direng
bulmustur. Calismamizda rifampine %21.8, etambiitole %18.7 direng bulunmustur.
Bélgemizde son yillarda direng orani digik antitiberkiloidlere karsi da direng
gelisiminin arthigi gértlmektedir.

Yapilan caligmalarda multpl direng orani %17.7 -30.2 arasinda
degismektedir. Calismamizda multpl direngli sus orani %24.9 olarak diger
calismalarla uyumlu bulunmustur. Bu direng sonuglan, Ulkemizde tiiberkiloz
suglarina ylksek siklikta multipl diren¢ oldugunu géstermektedir. Bu durum
tiberkiloz olgularinda direncin aragtirimas: ve tedavinin alinacak sonuca gére
yénlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
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1-

SONUGLAR
340 klinik 6rnegin ZN (Ziehl-Neelsen), FK (Fluorokrom) boyama ve Bactec,
LJ (Lowenstein-Jensen) kiiltir yéntemleri ile incelendigi c¢alismada, 166
balgam érnegdinin14't (%8.4) ZN boyama y6ntemi, 16's (%9.6) FK yontemi
ile; 11 abse/cerahat 6rneginin 1'i (%9.1) ZN boyama yéntemi, 1'i (%9.1) FK
boyama yéntemi ile; 43 idrar érneginin 1'i sadece ZN boyama yéntemi ile; 16
plevral sivi 6rneginin 1'i (%6.2) sadece FK boyama yéntemi ile aside direncli
bakteriler agisindan pozitif bulunmustur.Batiin klinik émekler g6z 6ninde
bulunduruldugunda 340 6rnegin, ZN boyama yéntemi ile 16'si (%4.7), FK
boyama y&ntemi ile 18'i (%5.3) aside bakteriler yéniinden pozitif bulunmustur.

Preparat boyama siiresi ZN y6nteminde daha kisa bulunurken, mikroskopta
inceleme siresi FK yénteminde daha kisa bulunmugtur.

166 balgam 6rneginin 22'sinin (%13.2), 62 BOS érneginin 4’tniin (%6.4), 10
biyopsi érneginin 4’nin (%40), 11 abse/cerahat ornedinin 3'G (%27.7), 16
plevral sivi érneginin 1'inin (%6.2) kultirinde treme olmustur. Sonug olarak
340 klinik 6rnegin 34’tinde (%10) Greme olmustur.

34 kultur pozitif érnegin 21'i (%61.7) sadece Bactec 12B besiyerinde; 2'si
(%5.9) Lowenstein-Jensen besiyerinde; 17'i (%32.3) hem Bactec, hem
Léwenstein-Jensen besiyerinde Gremistir. Sonug olarak 34 Kkiltiur pozitif
ornegin 32’si (%94.1) Bactec sisteminde; 13'U (%38.2) L-J besiyerinde
Uremistir.

Bactec 12B ve L-J besiyeri treme streleri yéninden kargilagtirildiginda, L-J
besiyerinde ortalama Ureme siiresi 24.3 giin, Bactec 12B besiyerinde 11.5
gun olarak belirlenmistir.

Caligma kapsamina alinan 340 klinik &rnek kontaminasyon yéniinden
incelendidinde Bactec 12B besiyerinde %6.4, L-J besiyerinde %7.3 kultur
kontamine olmustur.

Genel bir de§erlendirme yapildiginda, gerek tretmedeki ylzdesinin yiksek
olusu, gerekse erken sonug vermesi agisindan Bactec 12B besiyerinin L-J
besiyerine gére daha ustiin oldugu sonucuna variimistir.
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7- ZN-FK boyama , Bactec 12B ve L-J kuitir yéntemleri karsilagtiriidiginda,
kulturde Ureme gosteren 34 6megin 13'0 (%38.2) ZN; 18 (%52.9)FK
boyama ydntemi ile de pozitif bulunmustur.

8- 340 ornekten izole edilen 34 mikobakteri susuna NP identifikasyon deneyi
uygulanmig ve suglarin 32'si (%94.1) M.tuberculosis kompleks, 2'si (5.9)
MOTT basilleri olarak tanimlanmistir.

9- Izole edilen 32 M.tuberculosis kompleks susunun Bactec teknigi ile duyarhhg
yapimig ve bu suslarin 28'i (%87.5) streptomisine duyarli, 4’0 (%12.5)
direncli; 23'0 (%71.9) isoniazide duyarli, 9'u (%28.1) direngli; 25'si (%78.1)
rifampine duyarl, 7'si (%21.8) direngli; 26’s1 %81.2 etambitole duyarli, 6’si
(%18.7) direngli olarak bulunmustur . 32 susun 14’ (%43.7) en az bir ilaca
direngli bulunmustur. 6 sus (%18.7) bir ilaca, 5 sus (% 15.6) iki ilaca, 2 sus
(%6.2) Ug ilaca ve 1sus (%3.1) dért ilaca direngli bulunmustur.
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OzZET

Bu calismada 340 klinik 6mek, tuberkiiloz yoniinden Ziehl-Neelsen,
fluorokrom boyama ve Bactec, Léwenstein-Jensen kiltir yontemleri ile
incelenmis ve fluorokrom yénteminin tanidaki degeri aragtiriimigtir.

Incelenen 340 klinik érnegin 34’Unden (%10) pozitif kultar sonucu alinmig
ve 34 kuitr pozitif 6rnegin 13'G (%3,8) Ziehl-Neelsen ile; 18'i (%5.3) fluorokrom
boyama yéntemi ile pozitif olarak bulunmustur.

Uygulanan NAP idantifikasyon deneyi sonucunda 34 susun 32'si (94.1)
M.tuberculosis kompleks, 2’si (%5.9) MOTT basilleri olarak tanimlanmistir.

Izole edilen 32 M.tuberculosis complex sugunun streptomisin, INH, rifampin
ve etambutole duyarliliklart Bactec sistemi ile degerlendirilmistir. Bu suslarin 4'ii
(%12.5) streptomisine direngli, 9'u (%28.1) INH'a direngli,7'si (%21.8)rifampine
direngli 6's1 (%18.7) etambutole direngli olarak bulunmustur. Total ila¢ direnci
%43.7 olarak bulunmustur.6 sus (%18.7) bir ilaca, 5 sus (% 15.6) iki ilaca, 2 sus
(%6.2) g ilaca ve 1sug (%3.1) dort ilaca direngli bulunmustur.



SUMMARY

In this study, 340 clinic specimens were investigated for assignment of
tuberculosis by Ziehl —Neelsen, fluorochrome stain and Bactec, Léwenstein —
Jensen culturel method. In addition, the sensitivity of fluorochrome method for
determination of tuberculosis was evaluated.

34 of 340 clinic specimens (10%) were found to be positive in culture.
Thirteen (3.8%) of these positive cultures were found to be positive also by Ziehl
~Neelsen and 18 (5.3%) by fluorochrome stain.

Bactec NAP identification test was applied for Mycobacterium strains.
32 (94.1%) of 34 isolates were identified as M.tuberculosis complex and 2 (5.9%)
were as MOTT bacilli.

The sensitivity of isolated 32 M.tuberculosis complex strains to
streptomycin, INH, rifampin and etambutol were evaluated by Bactec system.
Four (12.5%) of the strains were resistant to streptomycin, 9 (28.1%) to INH, 7
(21.8%) to rifampin and 6 (18.7%) to etambutol. Total drug resistance was
43.7 %. Six (18.7%) of the 32 strains were resistant to one of the drugs, 5
(15.6%) to two of the drugs, 2 (6.2%) to three of the drugs and 1 (3.1%) to four
of the drugs.
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