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OZET

Klinik Orneklerde Mycobacterium tuberculosis Tamsinda Hizh Bir Real Time-
PCR (MTB/RIF) Testinin Konvansiyonel Yontemlerle Karsilastirilmasi

Bu c¢alismanin amaci, M. tuberculosis tanisinda, GeneXpert®MTB/RIF
(Sunnyvale, USA) molekiiler yonteminin konvansiyonel yontemler ile

karsilastirilmasidir.

Bu ¢alismada, Balikesir Universitesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari ve
Balikesir-Gogiis Hastaliklar1 Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, Eylil 2012
ile Mayis 2014 tarihleri arasinda, primer tiiberkiiloz (TB)’lu hastalardan alinan 96

klinik 6rnek kullanilmustir.

Klinik O6rneklerin Erlich-Ziehl Neelsen (EZN) boyama ile mikroskobik
incelemesi, L-J ve VersaTrek yontemleri ile kiltiirleri ve antimikobakteriyel
duyarhilik testleri yapildi. VersaTrek sivi kiiltiir yontemi ile tiretilen bakteriler, tekrar
mikroskopi ile incelendi ve tip tayini yapilarak M. tuberculosis kompleks oldugu
dogrulandi. ARB (+) olan 89 6rnek ve ARB (-) olup VersaTrek kiiltiir incelemesi
pozitif olan 7 6rnek olmak tizere, primer TB’lu hastadan alinan toplam 96 6rnek,
konvansiyonel yontemlere ek olarak, molekiiler tan1 amaciyla MTB/RIF yontemi ile
M. tuberculosis kompleks ve RIF direnci yoniinden incelemeye alindi. Kiltiir
yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik testi uygulanan hasta 6rneklerinin 1'inde RIF
direnci saptanirken, MTB/RIF yontemiyle bu ornekte RIF direnci saptanmadi.
Incelemeye alinan 96 ornekte, kiiltiir yontemleri kullanarak, L-J ve VersaTrek ile
sirastyla %62.5 (60) ve %81.3 (78) oraninda pozitiflik saptandi. MTB/RIF yontemi
ile incelenen 96 6rnegin %93.8°1 (90) pozitif olarak bulundu. ARB (+) 89 6rnegin
%97.8’1 (87) ve ARB (-) 7 6rnegin ise %42.9’u (3) pozitif olarak bulundu.

Sonug olarak; GeneXpert“MTB/RIF yonteminin, kolay uygulanmasi, kisa
stirede sonu¢ vermesi, duyarliligmnin yiiksek diizeyde olmasi ve konvansiyonel
yontemlerle kiyaslanabilir veya daha iyi sonuglar vermesi nedeniyle primer TB

vakalarinin tan siiresini kisaltmada 6nemli rol oynayabilecegi degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Erlich-Ziehl Neelsen,
GeneXpert®MTB/RIF, VersaTREK, rifampisin.
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ABSTRACT

Comparison of A Real Time PCR (MTB / RIF) Test with Conventional Methods
in the Diagnosis of Mycobacterium tuberculosis in Clinical Specimens

The pupose of the current study to compare GeneXpert®“MTB/RIF (Sunnyvale,
USA) molecular method with conventional methods in the diagnosis of M.
tuberculosis in 96 clinical specimens that were taken from patients with primary
tuberculosis (TB) who were admitted to Balikesir University Hospital and Balikesir

Thoracic Diseases Hospital between September 2012 to May 2014.

Microscopic examination by Erlich-Ziehl Neelsen (EZN) staining, L-J and
VersaTrek culture and antimycobacterial susceptibility testing of specimens were
performed. The bacteria grown by VersaTrek liquid culture were examined by
microscopy and confirmed by typing to be M. tuberculosis complex. 89 ARB (+)
specimens and 7 ARB (-), VersaTrek culture positive specimens, a total of 96
specimens taken from the patients with primary tuberculosis, were examined by
GeneXpert®MTB/RIF in molecular diagnosis of M. tuberculosis complex and RIF
resistance in addition to conventional methods. RIF resistance has not been detected
by MTB/RIF method in the specimens but one of them detected by antimicrobial
susceptibility testing by culture method. In 96 specimens examined by using culture
methods, L-J and Versatrek were found to be positive as 62.5% (60) and 81.3% (78),
respectively. Of the 96 specimens examined by MTB/RIF method, 93.8% (90) were
found to be positive. Of the 90 positive specimens, 45.6% (41) were medium-level,
27.8% (25) low-level, 24.4% (22) high-level and 2.2% (2) very low-level positive.
97.8% (87) of the ARB (+) 89 specimens, 42.9% (3) of the ARB (-) 7 specimens

were found to be positive.

In conclusion, GeneXpert®MTB/RIF method was considered to play an
important role in early diagnosis of primary TB cases due to being easy to use,
performed in a short time, having high sensitivity and comparable or better results

than conventional methods.

Anahtar  Kelimeler: Mycobacterium  tuberculosis, Erlich-Ziehl  Neelsen,
GeneXpert®MTB/RIF, VersaTREK, rifampisin.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AIDT - Antimikobakteriyel Ilag Duyarlilik Testleri
AMS : A¢lik Mide Suyu

AR : Auramin-Rhodamin

ARB : Aside Direngli Bakteri

BAL : Bronkoalveolar Lavaj

BCG : Bacille Calmette-Guerin

CD4' Ty : Yardime1 T Lenfosit

CD8'T¢ : Sitotoksik T Lenfosit

CDC : Centers for Disease Control and Prevention
CPC : Setilpiridinyum Kloriir

CiD-TB : Coklu Ilaca Direncli Tiiberkiiloz
DGTS : Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi
dNTp : Deoksiribontikleotid Trifosfat

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EMB : Etambutol

EZN : Ehrlich Ziehl-Neelsen

HSP : Heat Shock Protein (Is1 Sok Proteini)
IFN-y : Interferon-gamma

IL-1B : Interlokin-1beta

IL-2 : Interldkin-2

IL-6 : Interldkin-6

IL-12 : Interlokin-12

INH : Izoniyazid

LAM : Lipo Arabinomannan



LAMP
LCR

L-J
ManLAM
MIP-2
MTB
MTBC
NALC-NaOH
NaOH
NK
PAS
PCR
PZA
RIF
rRNA
RT-PCR
SDA
SM

SPS

TB

Tul

TMA

TNF-a
uv
VT

Wax D

: Loop Mediated Amplification (ilmik Aracili Cogaltma)
: Ligase Chain Reaction (Ligaz Zincir Tepkimesi)

: Lowenstein Jensen

: Mannosylated Lipoarabinoannan

: Makrofaj inflammatuvar Proteini-2

: Mycobacterium tuberculosis

: Mycobacterium tuberculosis complex

: N-Asetil-L-Sistein-Sodyum hidroksit

: Sodyum Hidroksit

: Dogal Oldiiriicii Hiicre

: Para Amino Salisilik asit

: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Tepkimesi)
: Pirazinamid

: Rifampin

: Ribozomal RNA

: Real Time-PCR (izlenebilir-PCR)
: Strand Displacement Amplification (iplik¢ik Ayirma Cogaltmasi)
: Streptomisin

: Sodyum Poliyanetol Siilfonat
: Tiiberkiiloz

: T Helper-1

: Transcription Mediated Amplification (Transkripsiyon Aracilt

Cogaltma)

: Tumor Nekroz Faktor-a
: Ultraviyole
s VersaTREK

: Balmumu
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YID-TB : Yaygin Ilaca Direncli Tiiberkiiloz

Z-TSP : Zefiran-Trisodyum Fosfat
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1.GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), Koch basili ya da Mycobacterium tuberculosis (MTB) adi
ile bilinen bakterinin neden oldugu ve yillar igerisinde artis ve azalmalar géstererek
tiim Diinyada hala 6nemini koruyan, ¢ogunlukla akcigerlerde ortaya ¢ikan bulasici,
graniilamatoz bir hastaliktir. Genellikle solunum yoluyla viicuda girer ve viicut
icerisine alindiktan sonra diger organlara da yayilarak hastalik olusturabilir.
Tiiberkiiloz tedavi edilmez, diizenli olarak tedaviye devam edilmez ya da tedavi

yarim birakilirsa, direngli suslar ortaya ¢ikabilecegi gibi 6ldiiriicii de olabilir.

Bulasici bir hastalik olan TB'un tedavisinde, tanminin kisa siire igerisinde
konulmasiyla, hem hastaligin ¢evreye daha fazla yayilmasi 6nlenmis olur; hem de
tedaviye daha erken baslanilarak hastaligin daha fazla ilerlemesi engellenmis olunur.

Kesin taninin konulabilmesi i¢in mikrobiyolojik incelemelerin yapilmasi gereklidir.

Calismamizda; Balikesir Go6giis Hastaliklar1 Hastanesi'nden alinan klinik
6rneklerde Mycobacterium tuberculosis tanisinda GeneXpert® MTB/RIF (Cepheid,
Sunnyvale, USA) yontemi ile Konvansiyonel yontemlerin karsilastirilmasi

amagclanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Tiiberkiilozun Tarihcesi

2.1.1. Diinyada Tiiberkiilozun Tarihgesi

Halk dilinde tiikketim hastaligi, beyaz 6liim, beyaz veba, 6limiin kaptani, kral
hastalig1 ve daha bircok farkli isimlerle anilan tiiberkiiloz hastaliginin etkeni olan
bakteri, 300 milyon yildan bu yana, doganin her yerinde bulunmaktadir (Barig, 2010;
Daniel 2006; Dormandy, 1999). Insanlarin sert ve soguk iklim sartlarindan daha iyi
korunabilmek amaciyla evcillestirdikleri sigirlarla ayni ortami paylagmalari sonucu,
sigirlardaki  Mycobacterium bovis'in - mutasyonla Mycobacterium tuberculosis'e
dontiserek insanlara gecebildigi diistinlilmekteydi. Genetik c¢aligmalar bagladiktan
sonra insanlarda patojen olan basilin, sigirlarda bulunan basilin mutasyonu sonucu
olusmadig1, ancak her ikisinin de ortak bir atadan geldikleri ortaya ¢ikmustir. ilk
olarak Isa’nin dogumundan yaklasik olarak 3.000 yil kadar oénce Nil nehri
yakinlarinda bulunan, giiniimiizdeki adiyla Dra Abu-el-Naga kasabasinda kanli
balgam ¢ikararak 6len bir kizda ortaya ¢iktigi diistiniiliir (Baris, 2010; Brosch ve ark.,
2002). 2.500 y1l kadar once ise Kos adasinda Hipokrat’in kitaplarinda bahsedilmistir
(Wouk, 2010). Ayrica eski Romali iinlii bir hekim olan Kapadokyali Areteus,

veremin en belirgin 6zelliklerini su sekilde siralamistir:

1. Kanli balgam ve kronik oksiiriik ile birlikte, sesleri kisiktir.

2. Boyunlar1 hafif biikiik ve sert, parmaklari silindirik ve eklemleri sis, viicutlar iyice
zayifladig i¢in kemikleri belirgindir.

3. Tirnaklart egri, yass1 ve kirilgan yapidadir. Burun, keskin ve silindirik olup
yanaklari, gozle goriliir bir sekilde pembelesmistir.

4. Gozler, iyice gukura gekilmistir.

5. Yiizleri, kadavra giiliisii durumundadir.

6. Kol ve bacak kaslar1 erimistir.



7. Kadimlarin sadece meme baslar1 kalmistir ve kaburgalarin bagladigi-sonlandig:
yerler ve eklemler, net bir sekilde segilebilmektedir.
8. Skapulalar, kus kanadi halini almistir (Adams, 5 Subat 2013).

Berlin Fizyoloji Toplulugu’nun 1882 yili Mart aymdaki toplantisinda,
bakteriyolojinin kurucularindan birisi olan Robert Koch, verem hastaligi etkeni
olarak tiiberkiiloz basilini kesfettigini agiklamistir (Sakula, 1982). TB, yoksul
kesimlerde ¢ok daha yaygin olsa da toplumun en iist seviyesinde bulunan kisilerde
bile kendisini gosterebilmektedir (Calisir, 5 Subat 2013). Yakin gegmiste,
antibiyotiklerin kesfi ile etkinligini kaybeden TB basilinin, antibiyotiklere direngli ve
hatta neredeyse tiim bilinen antibiyotiklere direncli olan siiper direngli genetik yapiya
sahip yeni suslarinin ortaya ¢ikmaya baslamistir. Bu yiizden TB hastaliginin erken

tanisi ve tam tedavisinin yapilabilmesi, tekrar 6nem kazanmistir (Baylan, 2012).

2.1.2. Ulkemizde Tiiberkiilozun Tarihgesi

Biitiin Diinya'da oldugu gibi, bircok farkli milletin bir arada bulundugu
Osmanli Imparatorlugu'nda da hastalik, oldukga sik goriilmekteydi. Halk sagligina
onem veren Il. Abdiilhamit doneminde, Robert Koch'un TB basilini kesfinden kisa
bir siire sonra Istanbul'da da balgam boyamasi ve basilin gosterilmesi calismalari
yapilmisgtir.  Koch'un 1890 yilinda, tiiberkiilinin as1 veya ilag olarak
kullanilabilecegini sdylemesi iizerine Il. Abdiilhamid, bir grup doktoru Berlin'e
gondererek tliberkiilin yapimi ve uygulamasini 6grenmelerini saglamistir. Ancak
arastirmacilar ‘Gazette Medicale D'Orient’ dergisinde, tedavide tiiberkiilinin ise
yaramadigimi yaymmlamiglardir. Ayrica akcigerlerin radyolojik olarak incelenmesi
icin 1897 sonrast Yildiz, Hamidiye Etfal ve Giilhane Hastanelerinde rontgen
laboratuvarlart kurulmustur. Halk dilinde "ince hastalik" adiyla bilinen TB, II.
Abdiilhamit'in babasi Sultan Abdiilmecit ile dedesi II. Mahmut'un olimlerine de
sebep olmustur. Imparatorluk igerisinde TB hastaliginin ortaya ¢ikmasindaki en
bliyiik etkenin, Ruslarin Kafkasya'ya girisi ve sonrasinda baslayan gogler oldugu
diisiiniilmektedir (Baris, 2002). Besim Omer Pasa'nin basinda bulundugu ilk veremle
savas dernegi olan "Osmanli Veremle Savag Cemiyeti" 1918 yilinda kurulmus; ancak
1920 yilinda kapanmistir (Aksu ve Toprak, 2012). 1923 yilinda, Biiyliik Millet

Meclisi ac¢ilis konusmasinda Atatiirk: ‘Tahripkar emrazi-1 belediyemizden siiphesiz
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baslicasi olan verem hastaligina karsi, simdiye kadar ahval ve seraitin maatteessiif
tatbikatina miisaade ve imkan bahsetmedigi tedabire baslangic olmak {izere
Istanbul’da ‘Veremliler Tedavihanesi’ agmak ve bu suretle yeni ve pek liizumlu bir
miicadelenin ilk temel tasin1 koymak mutasavverdir.” diyerek o yillarda, ilagla
tedavisi olmayan ve oldukca yaygin olan veremin Onemine deginerek verem
hastanesi ac¢ilmasini istemistir. Bunun {izerine, aynm1 yil igerisinde ‘Eyiip Veremle
Miicadele Cemiyeti’ kurulmus ve dispanser agilmistir. Ayn1 y1l Izmir ve Balikesir'de
‘Izmir Veremle Miicadele Cemiyeti’ ve ‘Balikesir Veremle Miicadele Cemiyeti’
kurulmustur (Peksen, 2010). Daha sonra donemin Saglik Bakan1 Dr. Refik Saydam
tarafindan TB ile savasta onemli bir adim atilarak Prof. Dr. Server Kamil Bey
idaresinde olan 16 yatakli ‘Heybeliada Sanatoryumu’ kurulmustur (Toraks Biilteni,
10 Nisan 2013). 1930 yilinda, Pasteur Enstitiisii'nden getirilen Bacille-Calmette-
Guerin (BCG) asis1, Refik Saydam Merkez Hifzissihha Enstitiisii'nde tretilmis ve
uygulanmaya baslanmistir (Demirhan Erdemir ve Oncel, 2006; Vidinel, 2010).
Ancak 1998 yilinda, ekonomik sebeplerden dolayi, iilkemizde BCG asisi tiretimi

durdurulmus ve as1 konusunda digsa bagimli hale gelinmistir (Buzgan, 2012).

2.2. Guniimiizde Tiiberkiiloz

2.2.1. Diinyada Tiiberkiiloz

TB basili, HIV'den sonra tiim Diinyada enfeksiydz hastaliklarindan 6lim
sebebi olarak 2. sirada yer almaktadir (Frieden ve ark., 2003). 2012 yili igerisinde,
Tablo 1'de de goriildiigli gibi tiim Diinyada 8.6 milyon yeni olgu bildirilmis ve
bunlarm da 1.3 milyonu 6liimle sonuglanmistir. Oliimle sonuglanan 1.3 milyon
olgunun 1 milyonu, HIV-negatif hastalardan, kalan 300.000°i ise HIV-pozitif

hastalardan olusmakta olup hastalik ve oliimler, daha ¢ok erkeklerde goriilmektedir.



Tablo 1. Tiiberkiiloz Vakalar1 ve Tiiberkiiloza Bagl Oliimlerdeki Tahmini Veriler,
1990-2012 (1:1.000.000) (WHO, 10 Aralik 2013).
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Tahmini olarak 2012 yili igerisinde, 450.000 kisi ¢oklu ilaca direngli
tiiberkiiloza (CID-TB) yakalanmis ve bunlarn da 170.000 kadari hayatim
kaybetmistir. Diinyadaki TB olgularinin orani, Sekil 1'de goriildiigii gibi Giineydogu
Asya ile Pasifiklerin bati kesimlerinde %58 iken, Afrika bolgesindeki olgular,
Diinyadaki tim olgularin yaklasik olarak %25'ini olusturmaktadir. Dogu Avrupa ve
Orta Asyanin bazi bolgelerinde ortaya ¢ikan yaklasik %20 oranindaki yeni TB
olgusunun %350'sinden daha fazlasmi ise Sekil 2' de goriildiigii gibi CID-TB
olusturmaktadir. Her ne kadar kiiresel olarak TB kaynakli mortalite oran1 1990
yilindan giiniimiize kadar %45 oraninda (yilda 100.000 niifusta 1) azalmis olsa da
2011-2012 yillar1 arasinda; Giiney Afrika, Hindistan ve Ukrayna'da, CID-TB
olgularinda %42 oraninda ylikselme gozlenmistir. 2012 y1l1 sonlarinda, 92 iilkede, en
az bir yaygin ilaca direngli tiiberkiiloz (YID-TB) olgusu bildirilmis olmas: oldukca

endise vericidir.



Sekil 1. Tim Formlardaki Tahmini Yeni Tiiberkiiloz Vakalar1 (Yillik 100.000:1)
(WHO, 3 Mart 2013).
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Sekil 2. MDR-TB Vakalar1 (WHO, 3 Mart 2013).



2014-2015 yillar igerisinde, TB hastaliginin tanisi, CID-TB olup olmadiginin
tespiti, antibiyotik duyarlilik testleri, tedavi uygulanmasi, hizli tani testleri
yapilabilmesi, ortak HIV-TB aktivitesinin tedavisi ve ilgili laboratuvarin daha
giiclendirilebilmesi i¢in diisiik ve orta gelirli iilkelerde, yillik olarak ortalama 7-8
trilyon Amerikan dolar1 gibi olduk¢a astronomik rakamlar gerekmektedir (WHO,
Global Tuberculosis Report, 10 Aralik 2013).

2.2.2. Ulkemizde Tiiberkiiloz

TB, Diinyada ve tilkemizde hala en yaygin ve 6nemli bulagici hastalik olarak
toplum saghigini tehdit etmektedir (Tahaoglu ve ark., 2012; Kara ve ark., 2012).
1895'ten itibaren 70'li yillara kadar, oldukca siki miicadelenin sonucunda, hastalik
ciddi derecede azalmistir. Daha sonra CID-TB suslarinin ortaya ¢ikis1 ve hastalikla
miicadelede ilgisiz kalinmas1 sonucu artmaya baslamis; ancak Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) tarafindan, 1993 yilinda "Dogrudan Gézetimli Tedavi Stratejisi (DGTS) nin
TB ile en etkili miicadele yontemi oldugunun kabul edilip onerilmesi ve 2006
yilindan itibaren, tiilkemizin her yerinde uygulanmaya baslanmasiyla da TB
hastaligina yakalanan kisi sayisi, her yi1l %6 oraninda yeniden azalmaya baslamistir.
2005-2006 yillart arasinda, yaklasik 21.000 civarinda olan TB hasta sayist Tablo 2'de
de gorildiigii gibi 2012 yilinda 14.691'e kadar gerilemistir (Seber, 2010; T.C. Saglik
Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (1), 2013).

Tablo 2. Ulkemizde 2005-2012 Yillar1 Aras1 TB Hasta Oranlar1 ve Yiizdeleri (WHO,
3 Mart 2013).

Test Edilen
HIV durumu | HIV durumu | Bildirilen Hastalar HIV pozitif
bilinen TB'lu | bilinen TB'lu | (Tekrarlayan ve HIV pozitif TB'lu Hasta
Yil Hasta %'si | Hasta sayisi yeni) TB'lu Hasta Sayisi Sayisi
2005 0 0 21.303 0 -
2010 3,5 581 16.551 14 2,4
2011 46 7.241 15.679 29 0,4
2012 59 8.646 14.691 45 0,52

Diinya genelinde oldugu gibi, Tiirkiye'de de TB hastalik oranina bakildiginda;
erkeklerde hastaliga yakalanma orami (%59), Tablo 3'te de gordiigiimiiz gibi
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kadinlara gore (%41) daha fazladir. Olgularin %64'i akciger tiiberkiilozu, %36's1 ise
akciger dist organ tiiberkiilozuna yakalanmistir. Ayrica, 2012 yilinda tedavinin

yarida kesilmesi ve/veya diizensiz ila¢ kullanim1 sonucu vakalarin %2'sinde CID-TB

tespit edilmistir (T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (2), 2013).

Tablo 3. Ulkemizde Yaslara ve Cinsiyete Gore TB Olgu Oranlar1 (WHO, 3 Mart
2013).
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2.3 Mikobakteriler

Mikobakteriler, Mycobacteriaceae familyas: igerisindeki Mycobacterium
cinsinin iiyesidir (Rastogi ve ark., 2001). Isimleri, Yunancadaki ‘fungus’ anlamina
gelen ‘myco’ 6n eki ve sivi besiyerinde kiiltiire alindiginda olusturdugu kif benzeri

kolonilerden almistir (Kerr ve Barrett, 1994).



2.3.1. Mikobakterilerin Karakteristik Ozellikleri

Mikobakteriler, Mycobacterium marinum hari¢; hareketsiz, aerobik,
kapsiilstiz ve yine Mycobacterium marinum ve Mycobacterium bovis harig, sporsuz
bakterilerdir (Ryan ve Ray, 2004; Ghosh ve ark., 2009). Biitiin Mycobacterium
tiirleri mumlu, mikolik asit ve mikolat¢a zengin, hidrofobik ve diger bakterilere gore
daha kalin hiicre duvarina sahiptir. Hiicre duvarlari, mikobakterileri ¢evresel
kosullardan korudugu gibi, hiicreyi bir arada tutar ve normal boyalarla boyanmalarini
engeller (Khare ve ark., 2013). Baska bir ayiric1 6zelligi ise Ziehl-Neelsen ya da
Kinyoun boyama yontemleri ile boyanarak asit-alkol ile dekolorizasyon islemine
kars1 direng gostermesidir (ASM MicrobeLibrary, 25 Subat 2013).

2.3.1.1. Mikobakterilerin Hiicre Duvar Yapisi

Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi, sitoplazma ile sitoplazmik zar1 gevreler.
Diger bakteri hiicre duvarlarindan daha kalin olan yapisi ve hiicre duvar yapisindaki
peptidoglikanin ~ farkli  yapisi, onu diger bakterilerden ayiran en o6nemli
ozelliklerinden birisidir (Giilay, 2003; Khare ve ark., 2013). Basilin hiicre duvar
yapisi, diger prokaryotik bakterilere gore daha kalin ve oldukga yiiksek oranda da
lipid (%60) icermektedir (Ozsahin, 1994). Sekil 3'te goriildiigii gibi hiicre duvarinin
en dis kisminda, 60-90 karbonlu mikolik asitler ve uzun-dalli yag asitleri bulunur
(Kocagéz ve Kocagoz, 1997). Bu mikolik asitler, bir polisakkarit olan ve hiicre
duvarinin %35’ini olusturan arabinogalaktanlar aracilifiyla peptidoglikan tabakasina
baglanir (Brennan, 2003). Peptidoglikan tabakasi, ‘miirein’ olarak da bilinen ve
mikobakterilerin hiicre duvarinin en i¢ kismi olmasmin yani sira, hiicreye
dayanikliligin1 ve seklini veren yapidir. Peptidoglikan tabaka, N-asetilglukozamin ve
N-asetilmuramik asitlerin, birbirlerine B 1,4 glikozid baglar1 ve fosfodiester baglar ile
baglanmasiyla meydana gelir. Ayrica peptidoglikan yapisinda diger hiicre duvari
olan bakterilerdekinden farkli olarak, asetillenmis muramik asit yerine,
glikozillenmis muramik asit ve diaminopimelik asit bulunur. igerdigi diaminopimelik

asit araciligi ile lizozimden etkilenmez (Giilay, 2003; Koksal ve Yaman, 2003).



lipoarabinomannan

}mikolik asit

arabinogalaktan
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Sekil 3. Mikobakteriyel Hiicre Duvar Yapisi (Alp; 2010).
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Lipidler

Mikobakterilerin hiicre duvarmin en dis ve en kalin tabakasini olusturur.
Hiicre duvarinin %6011 olusturan lipid tabakasinin yapisinda; mikolik asitler,

glikolipidler, mikosidler, fosfolipidler ve balmumu (Wax D) bulunur (Goren, 1972).

Mikolik Asitler

Mikolik asitlerde bulunan siklopropan halkalar1t MTB duvar kompleksinin
yapisal biitiinliigiine katki saglar ve basili oksidatif stresten korur. Ayni zamanda
basilin konak makrofajlar1 i¢inde yasamasina ve immiin sistemin zararlarindan
korunmasma da olanak saglar. Bu nedenle mikolik asitlerin yapist bakterilerin
olumsuz kosullardaki davranisini belirler. Mikolik asitlerin dagilimi ve ince yapisi,
MTB'nin viriilanshigin1 belirler. Mikolik asit sentezi INH gibi baz1 anti tiiberkiiloz
ilaglar i¢in bir hedeftir.(Takayama ve ark., 2005).

Glikolipidler

Bakterilerin virulans: ile ilgisi oldugu ilk olarak Clostridium tetani, C.

diphteriae ve C. botulinum'da ortaya konmustur. Virulans ile ilgili oldugu diisiiniilen
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ve en fazla arastirilan glikolipidler, lipo arabinomannan (LAM) ve trehalozlar (kord
faktor, siilfolipid, mikolipenik asit)’dir (Goren, 1972; Erturan, 2010).

Lipo Arabinomannan (LAM)

MTB'in en 6nemli virulans faktorlerinden birisidir. Hiicre duvar yapisinin
%401 olusturur (Abebe ve ark., 2007). Makrofaj inaktivasyonu ve oksidatif
radikallerin ortadan kaldirilmasinda rol oynar. Konagmn immun sisteminin verdigi
cevaplar sonucu olusan T-hiicre artisi, makrofajlarin aktivasyonu ve interferon-y
(IFN-y) artis1 gibi tepki mekanizmalar: ile birlikte, protein kinaz C’yi inhibe edip
etkilerini azaltmak suretiyle bakteriye koruma saglar (Guérardel ve ark., 2003;
Knutson ve ark., 1998; Chan ve ark., 1991).

Trehalozlar

Kord Faktor

Gardner  Middlebrook'un, 1947 yilinda, virulan MTB suslarinin
mikroskopisinde, karakteristik olarak Sekil 4'teki gibi kivrimli, serit seklinde yapilar
(kord faktor) gormesiyle ortaya c¢ikmistir. Hubert Bloch, hafif organik ¢oziicii
yardimiyla canli organizmalar1 ayirarak, onlarin ylizeylerinden glikolipid yapidaki
kord faktorii elde etmistir. Daha sonra ‘trehaloz-6,6'-dimikolat” olarak adlandirilan
kord faktoriin, mikobakterilerin virulansi ile ilgili oldugu ortaya ¢ikmistir (Hunter ve
ark., 2006).

Kord faktor, disakkarit yapili trehaloz sekerinin iki mikolik asit ile
esterlenmesi ile meydana gelir. Buradaki ester baglari, kord faktoriin toksik etkisinin
olusumunda 6nemlidir (Gil ve ark., 2010; Kato, 1970). Virulan olan MTB suslarinda
bulunur. Virulan olan MTB suslari, kord faktor iiretebilme yetenegini kaybederse,
virulan 6zelligini de kaybeder (Hunter ve ark., 2006). MTB suslarinin hiicre duvari
yiizeyinde bulunan kord faktdr, konagin savunma sistemindeki makrofajlarin

salgiladigi lizozimin oldiriicii etkisinden korur (Indrigo ve ark., 2003). Ayrica
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interlokin-12 (IL-12), interlokin-16 (IL-18), interlokin-6 (IL-6), tiimor nekroz faktor
a (TNF-a) ve makrofaj inflammatuvar protein-2 (MIP-2) gibi graniilom olusumunda
rol oynayan 6nemli sitokinlerin tiretimini de artirir (Indrigo ve ark., 2003; Roach ve
ark., 2002). Ozellikle IL-12 artis1 ile birlikte, iiretimi artan diger sitokinlerin de
etkisiyle T hiicreler ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin iiretimini ve Thl hiicrelerinin
olgunlagmasini tetikler. IFN-y iiretimi ve makrofaj aktivasyonunun gergeklesmesiyle,
MTB hiicreleri etrafinda graniillom olusumuna neden olur (Trinchieri, 2003;
Bekierkunst, 1968; Magram ve ark., 1996; Yamagami ve ark., 2001).

Sekil 4. Kord Faktor (Engelkirk ve Duben-Engelkirk, 2008)

Siilfolipid

Middlebrook ve ark. (1947) tarafindan, virulan mikobakteri bilesenleri
aranirken kesfedilmistir. En virulan o6zellikteki suslarda stilfolipid iiretimi, ¢ogu
zaman gorilmektedir. Silfolipidler, fagozomal ve lizozomal zarlarin yapilarini
bozarak lizozomal hidrolazlari inaktif hale getirebilirler (Rousseau ve ark., 2003).

Mikolipenik asit

Sadece virulan 6zellikli suslarda bulunarak 16kosit gociinii engeller. Ayni

zamanda, l6kositler tizerinde toksik etkisi de vardir (Dubey ve ark., 2002).
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Mikosidler

Immunojenik ve toksik olmayan, koloni formu ile bakterilerin

bakteriyofajlara duyarliligini etkileyen yapilardir (Lackie, 2007).

Fosfolipidler

Birgok hiicre zarinin ana yapisini olusturur. Ayni zamanda zardan
metabolitlerin taginmasinda gorev alir. Sitoplazmik membranin yapisini olusturur
(Lackie, 2007; Sareen ve Khuller, 1998; Crellin ve ark., 2013).

Balmumu (Waxes D)

Hiicre duvar yapisinda bulunur. Muramil dipeptid i¢inde adjuvan etkisi
vardir. Timor geriletici 6zellikte olup BCG asisinin bazi tiimdrler igin geriletici

immunoterapétik etkisinde rolii vardir (Zeytinli Oral, 2010; Arslan Giizel, 2005).

Proteinler

Hiicre duvar yapisinda bulunup hiicre boliinmesinde etkili enzimlerin ve
duvar polimerlerinin sentezi, atiklarin hiicre disina atimi, por olusumu ve antijenik
ozellik saglarlar. Duvar yapisinda bulunan baslica proteinler; 1s1 sok proteinleri,
lipoproteinler, sitoplazmik membrana bagl ve salgilanan proteinlerdir (Yenibertiz,
2009; Ligon ve ark., 2012).

Ist Sok (Heat Shock) Proteinleri

Is1 sok proteinleri (HSP), organizmalar i¢in evrensel ve iyi korunmus
durumdadir. Bu proteinlerin ekspresyonu; hipoksi, besin azligi veya oksijen
radikallerinin bulunmas1 gibi kosullarda artar. HSP'lerinin hiicreyi koruyucu rolleri
bulunur. Olumsuz kosullarda, hiicresel dengeyi saglar. Ayn1 zamanda lenfosit ve

makrofaj aktivasyonu i¢in antijen sunumunda da rol oynar (Bajaj ve Batra, 2012).
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Lipoproteinler

Lipoproteinler, mikobakteriyel hiicre duvarinin olduk¢a 6nemli bir boliimiinii
meydana getirir. MTB genomunda ortalama 99 lipoprotein kodlanmaktadir. Ancak
bunlarin heniiz higbir fonksiyonu bulunamamistir. Bu lipoproteinler, sitoplazmik zar1
gecer. Bunlar, periplazma igi yapilara baglanir; ancak bazilar ise dis zara baglanir.
Tasima, hiicre duvart metabolizmasi, hiicre adezyonu, sinyalizasyon ve protein
yikimi gibi bir¢ok hiicresel fonksiyona katildiklari diistiniilmektedir. Bu durumda,
bazi lipoproteinler mikobakteri virulansinda 6nemli rol oynar (Nyugen ve ark.,
2009).

Membrana Bagl ve Salgilanan Proteinler

Mikobakterilerde ¢ogu patojen bakteride oldugu gibi, hiicre yiizeyindeki ya
da hiicre digina salgilanabilen proteinler, hastalik etkeni olabilmektedir. Bakterilerde
proteinlerin hiicre disina salinabilmesi i¢in Sec yolu dahil olmak iizere, bir¢ok farkl
yol bulunur. Sec yolunda; mikobakterilerde 2 adet Sec A (SecAl ve SecA2) proteini
ve ayrica membrana bagli SecYEG translokonu bulunur. SecA2 proteini delesyona
ugradiginda, makrofaj igerisinde bilyiime bozuklugu ve virulansinda azalma oldugu

gorilmistiir (Hou ve ark., 2008).

2.3.2. Insan Patojeni Mycobacterium tuberculosis complex Uyeleri

Insanlarda en sik goriilen patojen mikobakteri tiirii MTB olup Mycobacterium
tuberculosis complex, (MTBC) ailesinin iiyelerinden birisidir. MTBC ailesi; MTB
disinda, insanda patojen olan M. africanum, M. canettii, M. bovis, M. caprae, M.
microti, M. pinnipedii ve M. bovis BCG gibi, 7 mikobakteri tiiriinii daha icerir
(Reddington ve ark., 2011).

Mycobacterium tuberculosis

Insanlarda, en 6nemli ve en sik goriilen TB etkenidir. Insanlarda TB'un
yaklasik %95'inden sorumludur (Das ve ark., 2007). ilk olarak 1882'de, Robert Koch

tarafindan kesfedilmistir (Sakula, 1982). Esas olarak, memelilerin akciger ve
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solunum sistemine yerlesir (Ryan ve Ray, 2004). Ayrica M. bovis, M.
tuberculosis'ten evrimlesmis ve BCG asisinin yapiminda kullanilmistir (Lofthouse ve
ark., 2013). Standart tedavisi i¢in ilk 2 ay izoniyazid (INH), RIF, pirazinamid (PZA)
ve etambutol (EMB) tedavi kombinasyonlar1 uygulandiktan sonra 4 ay boyunca, INH
ve RIF kombinesiyle tedaviye devam edilir (Blumberg ve ark., 2003).

Mycobacterium africanum

M. africanum ilk olarak, 1968 yilinda kesfedildi (de Jong ve ark., 2010). M.
africanum subgroup 1 ve M. africanum subgroup 2 olmak tizere, 2 farkli alt grubu
bulunur. M. africanum subgroup 1, 6zellikleri bakimindan M. bovis'e benzer ve en
fazla Bati Afrika {ilkelerinde goriilir. M. africanum subgroup 2 ise ozellikleri
bakimindan M. tuberculosis'e benzer ve en fazla Dogu Afrika iilkelerinde goriiliir
(Frothingham ve ark., 1999). Tedavi i¢in INH, RIF, PZA ve EMB kombinasyonlari
ile 2 ay boyunca kisa siireli tedavi sonrasi, 4 ay boyunca INH ve RIF kombinasyonu
kullanilir (Blumberg ve ark., 2003). M. africanum, MTB'den daha ciddi patolojik
sorunlara yol agabildigi gibi, HIV pandemisi sirasinda firsat¢1 patojen olarak dnem

kazanabilir (Meyer ve ark., 2008).

Mycobacterium canettii

Ik olarak 1969 yilinda, Fransiz bir ¢ift¢iden izole edildi (Fabre ve ark.,
2010). Yiiksek miktarda lipo oligosakkaritli hiicre duvarina sahip olmalar
durumunda, alisilanin diginda S tipi koloni olusumu gézlenebilir (van Soolingen ve
ark., 1997). M. canettii'nin dogru identifiye edilmesi, dogal PZA direncinin olup
olmadigini gorebilmek bakimindan onemlidir. PZA direnci olan durumlarda, tedavi
i¢in ilk 2 ay boyunca INH, RIF, ve EMB kombinasyonlar1 uygulandiktan sonra, 7 ay
boyunca INH ve RIF kombinasyonu uygulanir (Blumberg ve ark., 2003).

Mycobacterium bovis

Besiyerinde M. bovis kolonilerinin gelisimi, M. tuberculosis kolonilerinin
gelisimine gore daha hizli olmaktadir (Karlson ve Lessel, 1970). Sigirlarda TB'un

nedeni olmasina ragmen, bir¢ok hayvanda da tespit edilmemistir. M. bovis, insanlara

15



zoonotik olarak gecer (Hlavsa ve ark., 2008). Dogal PZA direnci olup olmadiginin
tespiti, klinigi agisindan 6nemlidir. Tedavisi i¢in ilk 2 ay INH, RIF ve EMB ve daha
sonraki 7 ay boyunca, INH ve RIF kombinasyonu kullanilir (Blumberg ve ark.,
2003).

Mycobacterium bovis BCG

Bu sus, gliniimiizde as1 yapiminda zayiflatilmig olarak kullanilir. As1, Fransiz
hekim Albert Calmette ve yardimcist veteriner Camille Guerin tarafindan iiretilmis
olup, ilk kez 1921 yilinda insanlar iizerinde kullanildi. Bulunan bu asi, Diinya
capinda kullanilmig olup, verimliligi %80'e kadar ¢ikmaktadir (Fine ve ark., 1999;
Albert Calmet, 3 Mart 2013). Her ne kadar verimliligi yiiksek olsa da immun sistemi
baskilanmis hastalarda ve ¢ocuklarda, hastaliga sebep olmaktadir (Hesseling ve ark.,
2006; WHO, 3 Mart 2013). Tedavisi i¢in ilk 2 ay INH, RIF ve EMB
kombinasyonlarin1 takiben, sonraki 7 ay, INH ve RIF kombinasyonu ile tedaviye

devam edilir (Blumberg ve ark., 2003).

Mycobacterium caprae

TB etkeni olarak ilk kez kegilerde bulundu (Aranaz ve ark., 1999). M. caprae,
ke¢i disinda, sigir da dahil olmak iizere bir ¢ok hayvanda bulunabilir (Prodinger ve
ark., 2002). Zoonotik yollarla bulas, ilk kez, Hirvatistan’da 13 yasindaki bir erkek
cocukta goriildii (Cvetnic ve ark., 2007). 1999 ile 2001 yillar1 arasinda,
Almanya'daki TB vakalarmin 3'te 1'inden sorumludur (Kubica ve ark., 2003).
Genetik olarak M. bovis'e yakin olsa da pncA geninde nokta mutasyon olmamasi
sebebiyle, PZA'e duyarli kabul edilmektedir. Tedavisi igin 2 ay boyunca INH, RIF,
PZA ve EMB kombinasyonlar1 ve sonraki 4 ay boyunca, INH ve RIF

kombinasyonuyla tedavi uygulanir (Niemann ve ark., 2002; Blumberg ve ark., 2003).

Mycobacterium microti

inkﬁbasyon siiresi, laboratuvar kosullarinda, en az 8 haftadir. Boyali

mikroskopisine bakildiginda, oldukg¢a kavisli-C benzeri koloniler gortliir (de Jong ve
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ark., 2009). ilk defa, vahsi tarla farelerinde tespit edilmis ancak memelilerde de TB'a
neden olabildigi goriilmiistiir. Bagisiklik sistemi baskilanmis-yetersiz olsun ya da
olmasin- herkeste goriilebilir (Cavanagh ve ark., 2002; van Soolingen ve ark., 1998).
M. microtii'nin identifikasyon yontemiyle, diger MTBC iiyelerinden ayirmak oldukga
zordur. Bu sebeple, molekiiler tabanli testler kullanilmasi gerekir (van Soolingen ve
ark., 1998). Tedavi i¢in ilk 2 ay INH, RIF, PZA, EMB kombinasyonlari sonrasi, 4 ay
boyunca, INH ve RIF kombinasyonu uygulanir (Blumberg ve ark., 2003).

Mycobacterium pinnipedii

Fok baliklarinda TB etkeni olup, egitmenlerinde de goriilebilmektedir. 2003
yilinda yapilan genotipik ve fenotipik arastirmalar sonrast M. bovis ve M.
tuberculosis'den farkli bir oldugu anlasilmis ve simdiki adina kavusmustur (Cousins
ve ark., 2003). Tedavisi i¢in 2 aylik INH, RIF, PZA ve EMB kombinasyonlari
sonrasinda, 4 ay boyunca, INH ve RIF kombinasyonu uygulanir (Blumberg ve ark.,
2003).

2.4. Tiiberkiilozun Bulasmasi ve Patogenezi

2.4.1. Bulasma

TB igin en 6nemli ve en sik rastlanan bulasma yolu, aktif hasta olan bir
kiginin Oksiirmesi, hapsirmasi, konusmasi vb. durumlarda, hastaligi tasiyan
damlaciklar1 digar1 atmasi sonucu, inhalasyon ile olur. Hasta ile yakin temas ve temas
sliresinin uzunlugu, hastaligin bulagma potansiyelini arttirir. Ayrica aside direngli
bakteri (ARB) boyama pozitif ve larinks tiiberkiilozu gibi Oksiiriik/aksirik
olusturacak sekilde olan hastalik durumlarinda bulastiricilik diizeyi en iist seviyeye
cikar (Ozkara ve ark., 2003).

Hastalarin bulastiricilifinin ve bakteri bulasiciliginin azaltilabilmesi i¢in etkili
ve dogru tedavi, 6Snemlidir. CID-TB da aym sekilde bulasici oldugu i¢in tedavi dogru
uygulanmazsa ve ya etkisiz olursa, hasta bulastiriciligi ve bakterinin de bulasicilig

ayni sekilde devam eder. Uygun ve etkili uygulanan tedavi ile basil sayis1 yani sira,
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hastanin okstiriik/aksirik sayis1 da azalacag i¢in hastaligin bulagma riski de oldukca

azalacaktir (Ozkara, 8 Mart 2013; Ozkara ve ark., 2003).

2.4.2.Patogenez

Aksirik/okstiriik vb. yollarla dis ortama yayilan ve TB basili bulunduran
zerrecikler, akcigerlere girerek alveoller igerisine yerlesir (Onur, 2009). Daha sonra,
alveolar makrofajlar araciligiyla fagosite edildikten sonra hiicre duvar yapisinda
bulunan lipo arabinomannan tipi olan ManLAM, makrofajlar etkisiz hale getirerek
MTB'in yasamasini saglar. Glikolipidler, kompleman ve fiziksel-kimyasal etkilere
direng saglar. Fagozom-lizozom birlesimi engellenerek ya da fagolizozom olusursa;
lizozomal enzimlere direng gelistirilmesi, diisiik pH'nin noétralize edilmesi, reaktif
oksijen ara driinleri etkisinin katalaz peroksidaz ya da alkil-hidroperoksidaz
aracilifiyla ortadan kaldirilmasi, fagolizozomdan kacis, CD1 baskilanmasi gibi
yollarla kendisini koruyarak, hiicre igerisinde ya latent olarak kalir ya da ¢ogalma
baslar (Oztiirk, 2003, Raja, 2004; Toossi ve Ellner, 1998; Ozkara, 8 Mart 2013;
Ozkara ve ark., 2003).

Basillerin makrofajlara yerlesmesinden birka¢ hafta sonra, lenf bezlerine
antijenler tasinmaya baslar. Sekil 5’te goriildiigii gibi enfekte makrofaj ve dendritik
hiicreler; sitokinler ve kemokinler salgilayarak, bolgeye T lenfositler ile fagositleri
ceker; graniilom olusumu ve makrofaj aktivasyonunu saglarlar. Salgilanan
sitokinlerden IL-12 ve TNF-a; yardimer T lenfositlerin (CD4'Ty), T Helper-1 (Thl)
yardimer hiicrelere doniismesini saglar. Tyl lenfositlerden; IL-2, TNF-a ve IFN-y
salgilanir. Salgilanan IFN-y, makrofajlar1 aktive edip IL-12 ve TNF-a senteziyle
birlikte, fagositoz hizin1 artirir. Ayrica salgilanan sitokinlerden IL-2 ve TNF-q,
sitotoksik T lenfositleri (CD8'T¢) ile dogal dldiiriicii (NK) hiicrelerini aktive ederek
enfekte makrofajlari tespit ederek dldiiriir (Nicod, 2007; Ozbal, 2006).

Primer ve sekonder olmak tizere 2 tip TB gortiliir.
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Sekil 5. Tiiberkiiloz hastaliginin olusum evreleri (Braun ve Anderson, 2007).

2.4.2.1. Primer Tiiberkiiloz Enfeksiyonu

TB basili ile herhangi bir sekilde daha 6nce karsilasmamis bireyin, ilk defa

basille karsilagmasi sonucu, enfekte olmasi durumudur. Soguk algimligina benzer
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semptomlar goriilse de %90-95', asemptomatiktir. Inhalasyon yoluyla birey
tarafindan ilk defa alinan basiller, akcigerde, plevra altina yerleserek makrofajlarca
fagosite edilir. Fagosite edilen basiller, makrofajlarca tamamen yok edilebildigi gibi,
makrofajlarin  hiicre-i¢i  6ldiirmede etkisiz kalmasi nedeniyle, iiremeye de
baslayabilir. Ilerleyen zaman igerisinde, TB basillerinin sayis1 arttik¢a, ilk dnce
Langerhans dev hiicreleri olusur; daha sonra bu kisimlarin T lenfositlerce ¢evrilmesi
sonucu, graniilom (tiiberkiil) olarak adlandirilan TB lezyonu meydana gelir. Olusan
lezyonda ¢ogalan basiller, en yakin lenf bezlerinde, lenfadenit olusturur. Meydana
gelen bu primer lezyon ve lenfadenit, birlikte Sekil 5'te oldugu gibi ‘Gohn odagr’
(primer kompleks) olarak adlandirilir. Daha sonra, lenfatik yolla organizmaya
yayilarak akciger apekslerinde Simon odaklarini, beyin ve meninkslerde Rieb
odaklarini, damar i¢ kisimlarinda Weigert odaklarini olustururken; kemik, bobrek,
dalak, karaciger, bobrekiistii bezi ve ser0z zarlara yerlesen basiller ise sekonder TB

enfeksiyonu olusturmak {izere, stabil hale gecer (Sevim, 2007; Kalaycioglu, 1994).

2.4.2.2. Sekonder Tiiberkiiloz Enfeksiyonu

Bireyin primer TB enfeksiyonunu atlatmasi sonrasinda, yillar sonra, TB
enfeksiyonunun tekrar ortaya g¢ikmasi durumudur. Ayni zamanda, ‘post primer
tiiberkiiloz’ ya da ‘eriskin tipi tiiberkiiloz’ adi ile de bilinir. Endojen re-aktivasyon ya
da ekzojen re-infeksiyon olarak, 2 farkli sekilde ortaya ¢ikar (Sevim, 2007
Kalaycioglu, 1994).

Endojen Re-aktivasyon

Primer enfeksiyon esnasinda, tiim organizmaya yayilmis haldeki stabil
basillerin, yeniden aktive olmasiyla olusur. Primer odaga yakin olan lenf bezindeki
basillerin, yeniden re-aktivasyon ile bronsa agilmasi ya da lenfohematojen yolla
akciger apeksinde lezyon olusturmasi ve Simon odagr gibi olusmus odak
noktalarindan yeniden aktivasyon ile ortaya ¢ikabilir (Sevim, 2007; Kalaycioglu,
1994).
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Ekzojen Re-infeksiyon

Primer enfeksiyon gegirmis bireyin, disaridan tekrar gelen farkli bir basil ile
yeniden hastalanmasi sonucu olusan enfeksiyondur. Daha ¢ok, eriskin donemde ve

stk goriliir (Sevim, 2007; Kalaycioglu, 1994).

1990-2012 yillar1 arasinda meydana gelen yeni olgu sayisinin, Tablo 4'te

gorildiigii gibi tekrar eden olgu sayisindan daha fazla oldugu gozlemlenmistir.

Tablo 4. Ulkemizde 1990 ile 2012 Yillar1 Arasinda Yeni ve Niiks Eden TB Olgu
Oranlar1 (WHO, 10 Aralik 2013).

Tekrarlayan ARB negatif | Akciger Niiks Toplam
Yil ve Yeni AR.B. yada Disi Diger | Tekrarlayan | Harici Tedavi
Olgular pozitif Bilinmeyen Olgular Tedavi Edilen
1990 24.468 - - -
1995 22.981 4383 17534 1064 - - - -
2000 18.038 4315 8544 4371 - 808 - 808
2005 19.744 7450 5944 5359 - 991 1559 2550
2010 15.879 5375 4191 5617 0 696 672 1368
2011 15.054 4927 3925 5565 0 637 625 1262
2012 14.139 4585 3829 5121 0 604 552 1156
2.5. Tedavi ve Direng

Tiiberkiiloz, tedavisi i¢in caglar boyunca miicadele edilmis ve hala daha
edilmekte olan bir hastaliktir. TB igin ilk tedavi, Galen tarafindan M.S. 2. yiizyilda
onerilmis olup hastalara istirahat, oksiiriigiin kesilmesi ve diyet tavsiye edilmistir

(Kater, 2000).

TB tedavisi igin 1944'te, streptomisinin (SM) kesfi doniim noktasi olmustur.
Fakat ¢ok geg¢meden enfeksiyonlarin tekrar etmesi sonucu ilag direnci de ortaya
cikmistir. 1950'li yillardan itibaren; INH, PZA, tiasetazon, etionamid, protionamid ve
EMB'un kesfedilmesiyle ayakta tedavi silireci baslamistir. En son kemoterapi
alaninda degisiklik, 1966 yilinda, RIF'in kesfi ve buna bagl kisa siireli tedavi

uygulanmaya baslanmasiyla olmustur. Ancak bu umut verici gelismeler, 1985
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yilinda, TB basilinin HIV/AIDS ile birlikteligi ile beraber, daha direngli olarak geri
donene kadar siirmiistiir (Otkun, 2001).

Tiiberkiilozlu hastalar, verilen kombine ilaglar1 diizenli olarak ve yeterli siire
kullanmalar1 saglanabilirse, basarili bir sekilde tedavi edilip sagliklarina kavusabilir.
Tedavi esnasinda "Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi" uygulanmasi da hastaliga
yakalanan kisi sayisinin azaltilabilmesi ve tedavi siirecinin basariyla yiiriitiilebilmesi
agisindan 6nemlidir. TB tedavisinde kullanilan ilaglar; ‘birinci se¢enek ilaclar" ve
‘ikinci segenek ilaglar" olmak lizere iki tiptir. INH, RIF, PZA, EMB ve SM birinci
secenek ilaglar olup ucuz, etkili, giivenilir, zararh etkileri az olan ve bakterisid etkili
ilaglardir. Para Amino Salisilik asit (PAS), tiasetazon, protionamid, sikloserin,
kanamisin ve kapreomisin ise ikinci se¢enek ilaglar olup diisiik etkili, toksisitesi
fazla, oldukc¢a pahali ve genellikle niiks eden ve direngli tiiberkiiloz vakalarinda
kullanilir (Bilgig, 2003; T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (1), 22
Subat 2013).

TB tedavi edilmediginde oliime sebep olabilen ve hizla yayilabilen bir
hastalik oldugu i¢in en kisa siirede tedavi edilmesi gereklidir. Muayene ve tedavi
baslangicinda, ozellikle CID-TB olgularinda; erken tam1 konulamamasi, birinci
basamak hekimlerin yetersizligi, tedaviye ara verilmesi ya da terk edilmesi,
transplantasyon veya HIV pozitifligine bagli immun sistem yetersizligi, sosyo-
ekonomik durumun kotii olmasi gibi nedenler, tedavide istenilen sonucun alinmasini
engelleyerek hastaligin daha fazla yayilmasina ve daha da direngli hale gelmesine

neden olabilir (Seng6z ve ark., 2004; Otkun, 2001; Deveci ve ark., 2003).

2.6. Klinik Materyallerin Uygun Sekilde Ahnmasi ve Laboratuvara

Ulastirilmasi

TB tanisinin ve dolayisiyla tedavisinin dogru bir sekilde yapilabilmesi i¢in
materyallerin de uygun sekilde ve yontemlerle alinarak laboratuvara ulastirilmasi
gereklidir.

Omegin alim ve laboratuvara ulastirilmasi asamasinda dikkat edilmesi

gereken bazi kurallar bulunur;
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Ornekler; temiz, steril kaplar icerisine ve miimkiin oldugunca aseptik sartlar altinda
alimmalidir.

Ornegin alindig1 kaplar; sizdirmaz, burgu kapakli ve dayanikli eger enjektdr igerisine
alinacaksa luer tipi kapakli olmalidir.

Miimkiin olan en kisa siirede ve uygun kosullar altinda, laboratuvara ulastirilmalidir.
Ormegin alindig1 kabin iizerine ya da 6rnek ile birlikte gelen istem formuna, mutlaka
hasta ad1, protokol numarasi ve 6rnek alinma tarihi yazilmalidir.

Ozellikle ilk alinan ornek, tedaviye baslanmadan 6nce alinmalidir.

Alinan 6rnek hemen laboratuvara ulastirilamayacaksa ya da isleme alinamayacaksa,

kan drnekleri harig 2 - 8°C'de saklanmalidir.

Uygun olmayan kaplarda gelen, 24 saat boyunca biriktirilen, dondurulmus
ornekler gibi yukaridaki 6zelliklere uygun olmayan 6rnekler, kabul edilmeden once,
ilgili doktor aranarak ornegin neden kabul edilmedigi ile birlikte goriisiilen kisinin
ad1 ve gorlisme tarihi not edilir. Kabul edilmeyen 6rnekler, tekrar 6rnek alinamamasi

durumuna kars1 2-8 °C'de saklanir (Ozkiitiik, 2003).

TB basili bakimindan siipheli materyaller, eger baska bir laboratuvara
nakledilecek ise DSO, uluslararas1 yasal diizenlemeler ve ‘Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)'nin zorunlu kildig: {iglii kap sistemine uygun sekilde
paketlenerek yollanmalidir. Bu sisteme gore; birinci kap, igerisine materyal konulan,
sizdirmaz cam/plastik ve burgu kapakli kaplardir. Uzerine materyal ile ilgili bilgiler
yazilmalidir. Ikinci kap, icerisine birinci kaplarin konuldugu sizdirmaz, dayanikli ve
birinci kaplardan olusabilecek sizdirma olasiligina karst sizan materyali emebilecek
materyal igerirler. Ikincil kaplarin iizerine génderenin adi, telefonu ve adresi
yazilmalidir. Son olarak dis kap, tahta, sert plastik gibi maddeden yapilmais; igerisine
ikinci kabin kondugu sert ve dayanikli bir kaptir. Dis kap igerisine, ikincil kap
haricinde, ayrintili 6rnek bilgileri ile birlikte soguk zinciri saglayacak materyaller
konulur. En son dig kap {izerine; gondericinin ve alicinin adi, telefonlari, adresleri

yazildiktan sonra ‘biyolojik tehlike’ etiketi yapistiriimalidir (Ozkiitiik, 2003).

23



2.6.1. Akciger Tiiberkiiloz Ornekleri

Balgam

Akciger tiiberkiilozu tanist i¢in alinabilecek en uygun materyaldir. Bogaz
floras1 bakterilerini de igerdigi i¢in her ne kadar kontamine olsa da TB basili tespit
edilme olasilig1 en yiiksek olan materyaldir. Ug giin boyunca arka arkaya, en az 3-5
ml olacak sekilde, 6zellikle ve miimkiinse sabah balgamui, steril burgu kapakli kap
icerisine alinarak laboratuvara en kisa siirede verilir. Hasta balgam 6rnegini verirken,
agzin1 c¢alkalayip derin nefes aldiktan sonra kuvvetlice Oksilirerek verecegi igin
baskalara hastalik bulastirma olasiliklar1 ¢ok yliksektir. Bu sebeple, 6zel negatif
basingli, ultraviyole (UV) 151k bulunan bir odada ya da ag¢ik havada bol gilines alan
tenha bir yerde 6rnegin alinmasi tercih edilir (Ozkiitiik, 2003; Ceyhan, 2010).

Bronkoskopik Lavaj

Steril bir kap icerisine bronkoskopi esnasinda alinan materyaldir. Alindig1
gibi hemen isleme konulmali ya da laboratuvara yollanmalidir. Bir ml gibi az bir
miktarda alinip laboratuvara gdénderilmis olsa bile hemen isleme almir (Ozkara ve
ark., 2003).

Indiiklenmis Balgam

Hastanin balgam ¢ikaramadigi durumlarda, steril aerosol 6zellikli, %3-10'luk
10 ml tuzlu su, 5 ila 30 dk arasi derince solutulduktan sonra akcigerlerce iiretilen bu
tiikkliriik benzeri balgam yapisi, steril kaba alinir. Kap iizerine, tiikiiriige c¢ok
benzedigi i¢in reddedilmesi riskini ortadan kaldirmak i¢in ‘indiiklenmis balgam’ diye

yazilarak laboratuvara yollanir (Giinliioglu Safak, 2004; Ceyhan, 2010).

Ac¢lik Mide Suyu (AMS)

Balgam c¢ikaramayan veya balgamimi yutan hastalar, ¢ocuklar ya da yeni
dogan bebeklerden, baska yontemlerle balgam alinamazsa, sabahleyin a¢ karna, aglik

mide suyu (AMS) alinabilir. AMS, steril serum fizyolojik veya distile su kullanilarak
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sonda yardimiyla alindiktan sonra yiizen balgam pargalar1, vida kapakli ve steril tek
kullanimlik kaplara aliarak aninda isleme alinir. Ornek hemen isleme alinamiyorsa,
mide asidinin basillere zarar vermesini onlemek i¢in 6rnege bir damla bromtimol
indikatorii damlatildiktan sonra sar1 rengi, yesil-mavi renge donene kadar %4

sodyum hidroksit eklenerek pH ayar1 yapilmalidir (Ozkara ve ark., 2003).

2.6.2. Akciger Dis1 Tiiberkiiloz Ornekleri

Idrar

Verilen ornekler 40 ml'den az, 24 saatlik biriktirilmis ya da bekletilmis
olmamalidir. Steril bir kap igerisine sabah idrar1 verilerek, aninda laboratuvara
ulastirilmalidir. Idrar, 3.000 devirde 15 dk santrifiijlendikten sonra ¢okelti kismi
dekontaminasyon yapildiktan sonra isleme almir (Ozkara ve ark., 2003; Ceyhan,
2010).

Aseptik swilar ve dokular

Cerrahi ve aspirasyon teknikleriyle aseptik sartlarda alinan sivi 6rneklerde
basil sayis1 az oldugu icin 10-15 ml gibi yliksek hacimlerde, doku pargas1 gibi kati
ornekler ise en az 1 gr olacak sekilde alinmig olmalidir. Aseptik sivilar
pthtilasabilecekleri i¢cin sodyum poliyanetol siilfonat (SPS) ya da heparin eklenerek
steril sekilde laboratuvara gonderilir. Aseptik dokular ise koruyucu, fikse edici
maddeler ya da bagka sivilar igermeyen steril kaplara konularak laboratuvara yollanir

(Ozkiitiik, 2003).

Diski

Elli ml'lik steril ve tek kullanimlik polipropilen kapakli, parafin icermeyen
santrifiij tiipi igerisine 1-3 gr alindiktan sonra maksimum 2 saate kadar laboratuvara
ulastirilmalidir. Steril serum fizyolojik ile 1 : 1 oraninda karistirihip vortekslenir ve
gazli bez ile siiziilerek isleme alinir. Digki kontamine bir materyal oldugundan,
ozellikle HIV pozitif hastalarda Mycobacterium avium kompleks izolasyonu igin

gereklidir (Ozkiitiik, 2003; Ceyhan, 2010).
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2.7. Tiberkiiloz Tanm Yontemleri

2.7.1. Klasik Yontemler

Klasik  yOntemler; bakterilerin  pigmentasyonu, koloni  goériiniimi,
biyokimyasal 6zellikleri, iireme hiz1 ve 1s1s1 gibi 6zellikleri kullanilan yontemlerdir.
Cok fazla sayida yeni molekiiler yontem gelistirilmis olsa da aside direngli bakteri
(ARB) boyama mikroskopisi ve kiiltiir yontemleri ‘altin standart’ olarak tanida hala
onemini korumaktadir (Siiriictioglu, 2006; de Waard ve Robledo, 2007).

2.7.1.1. Aside Direncli Bakteri (ARB) Boyama

Mikobakteriler, oldukga yavas iireyen bakterilerdir. Dolayisiyla erken tanida,
boyali mikroskopi olduk¢a dénemli bir yer tutar. TB basilleri, yiiksek miktarda lipid
iceren hiicre duvar yapilart nedeniyle primer boya ile boyandiktan sonra asit-alkolle
renk giderimine karst dayaniklidir. Tan1 degeri, %90'm {izerinde olup materyalin
cinsi, personel deneyimi, mikobakteri tiirii vb. kosullara gore degisir. Karbol fuksin
boyama veya florokrom boyama olarak, 2 farkli boyama yontemi kullanilir (Narvaiz
de Kantor ve ark., 1998).

2.7.1.1.1 Karbol Fuksin Boyama
Sekil 6'da gordiiglimiiz gibi karbol fuksin boyama Ziehl-Neelsen (sicak)

karbol fuksin boyama ve Kinyoun (soguk) karbol fuksin boyama olarak 2 farkli

sekilde yapilabilir:
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Sekil 6. Karbol Fuksin Yontemi ile Boyanan TB Basilleri (Ajobiewe ve Tiri, 2013).

2.7.1.1.1.1. Ziehl-Neelsen Karbol Fuksin Boyama

%95'lik 10 ml etanol igerisine 0.3 g bazik fuksin eklenir. Ayrica 100 ml
distile su igerisine, 5 g fenol kristalleri eklenir. Daha sonra, 100 ml fenolli suyun 10
ml'si disariya atilarak, ilk hazirlanan 10 ml bazik fuksin ¢6zeltisi eklenip primer boya

hazirlanir.

Renk giderici olarak %95'lik 97 ml etanol igerisine, 3 ml hidroklorik asit ilave

edilerek hazirlanan %3 asit-alkol ¢ozeltisi kullantlir.

Son olarak, 100 ml distile su igerisine, 0.3 g metilen mavisi ya da 1 g brilliant

yesili eklenerek zit boya hazirlanir.

Hazirlanan ve fikse edilen yayma preparat tizeri, tamamen karbolfuksin boya
ile kaplandiktan sonra alttan kaynamadan buhar cikacak sekilde 1sitilir. Ug ile 5 dk
arasinda, 1sitma islemine devam edilir. Isitma islemi bitince, lam soguduktan sonra
su ile yikanir. %3 asit-alkol ile lam {izerinde boya akmasi durana kadar, renk
giderimi yapilir. Lam, tekrar su ile yikanir. Son olarak hazirlanan zit boya ile 20 ila
30 sn boyanan preparat, tekrar iyice suyla yikanarak kurumaya birakilir. Kuruduktan
sonra 100'liikk objektifle incelenir (Sarigiizel, 2006).
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2.7.1.1.1.2. Kinyoun Karbol Fuksin Boyama

%95'lik 20 ml etanol igerisine, 4 g bazik fuksin eklenir. Ayrica 100 ml distile
su igerisine, 8 g fenol kristalleri eklenir. Daha sonra, hazirlanan 100 ml fenollii su ile

20 ml bazik fuksin ¢ozeltileri karistirilarak primer boya hazirlanir.

Renk giderici olarak %95'lik 97 ml etanol igerisine, 3 ml hidroklorik asit ilave

edilerek hazirlanan %3 asit-alkol ¢ozeltisi kullanilir.

Son olarak, 100 ml distile su igerisine, 0.3 g metilen mavisi ya da 1 g brilliant

yesili eklenerek zit boya hazirlanir.

Hazirlanan ve fikse edilen yayma preparat iizeri, tamamen karbolfuksin boya
ile kaplanir. iki dk boyunca, boyama islemine devam edilir. Boyama islemi bitince
lam, su ile yikanir. %3 asit-alkol ile renk giderimi yapilir. Lam, tekrar su ile yikanir.
Son olarak, hazirlanan zit boya ile 20-30 sn boyanan preparat, tekrar iyice suyla

yikanarak kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra 100'lik objektifle incelenir

(Sarigiizel, 2006).

2.7.1.1.2 Florokrom Boyama

On ml fenol eklenmis 50 ml distile su igerisine sirasiyla 1.5 g auramin O ve
0.75 g rhodamin B eklenerek hazirlanmis ¢6zeltiye en son 75 ml gliserol eklenerek

fluoresan boya hazirlanir.

Renk giderici olarak 99.5 ml %70'ik etil alkol igerisine, 0.5 ml hidroklorik

asit ilave edilerek hazirlanan soliisyon kullanilir.

Zit boya olarak 100 ml distile su igerisine, 0.5 gr potasyum permanganat

eklenerek hazirlanan ¢ozelti kullanilir.

Hazirlanan ve fikse edilen preparatlarin iizeri, Auramin-Rhodamin (AR)
boyasi ile tamamen kaplanarak 15-20 dk kadar beklenir. Distile su ile iyice

yikandiktan sonra %0.5 asit-alkol igerisinde, 2-3 dk bekletilerek renk giderimi iglemi
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yapilir. Tekrar distile su ile yikanip, hazirlanan zit boya ile 2 dk boyunca boyanir.
Distile su ile tekrar iyice yikanarak kurutulduktan sonra 25'lik ya da 40'lik objektifle

incelenir ve Sekil 7'deki gibi bir goriintii elde ederiz (Avkan Oguz, 2006).

Sekil 7. Florokrom boyama yontemiyle boyanmis TB basilleri (Zhang ve ark., 1998).

2.7.2.Kiiltiir Yontemleri

Mikobakterilerin kiiltiirii i¢cin alinan materyallerin ¢ogu, organik artiklar ve
normal flora bakterileriyle kontamine durumdadir. TB basilinin kiiltiir ile izole
edilebilmesi, TB tanis1 i¢in ‘altin standart’ olarak 6nemini korumaktadir.  Kiiltiir
islemi yapilmadan once, bu organik artiklar ile mikobakteri dis1 diger bakterilerin,
alman materyalden uzaklastirilmasi gereklidir. Bunun i¢in homojenizasyon/
dekontaminasyon teknikleri kullanilir. N-asetil-L-sistein-Sodyum hidroksit (NALC-
NaOH), sodyum hidroksit (NaOH), zefiran-trisodyum fosfat (Z-TSP), okzalik asit ve
setilpiridinyum  klorid  (CPC)-sodyum  klorid olmak {izere 5 farkli
homojenizasyon/dekontaminasyon teknigi vardir. Bu tekniklerden en ¢ok tercih
edilip kullanilani NALC-NaOH yontemidir (Yajko ve ark., 1993; Cheepsattayakorn
ve Cheepsattayakorn, 2006; Baskesen ve ark., 2010).

NALC-NaOH igerisindeki N-asetil-L-sistein (NALC), olduk¢a etkili bir
mukolitik olup, olduk¢a kisa siirede balgamdaki mukus tabakasini pargalayabilir.
Sodyum hidroksit ise dekontamine edici ve bakteri oldiiriicii (bakterisid) etkilidir
(Bradner ve ark., 2013; Sanlidag ve Akgali, 2009).
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Gelen materyal, polipropilen vida kapakli, 50 ml'lik steril ve dibi konik
tiiplere aktarildiktan sonra iizerine, materyal miktar1 kadar NALC-NaOH c¢ozeltisi
eklenir. Eger gelen materyal 10 ml {izerindeyse en iltihapli, kanli ve mukuslu kismi
tercih edilerek 10 ml alinir. Yaklagik 30 saniye vortekslendikten sonra ara ara
calkalamak suretiyle, 15 dakika oda sicakliginda bekletilir. Onbes dakika sonunda,
tipiin 50 ml g¢izgisine kadar fosfat tamponu ilave edilip iyice karistirilarak
notralizasyon islemi gergeklestirildikten sonra 3.000 devirde, 15 dakika kadar
santrifiijlenir. Santrifiij sonrasi listte kalan siipernatant kisim, sodyum hipokloridli
kaba dokiiliir. Kalan pelet kismina, 1-2 ml fosfat tamponu ya da %0.2 sigir albiimini
fraksiyon V ilave edildikten sonra kat1 ya da sivi kiiltiir islemi ve boyali mikroskopi

yaymasi yapilir (Ersoz, 2006).
2.7.2.1.Kat1 Kiiltiir Yontemleri

Agar bazli ve yumurta bazli olmak iizere, 2 tiptir. Tablo 5'te belirtildigi gibi
selektif 6zellikte olmayan Petragnani ve American Thoracic Society besiyerleri ve L-
J besiyeri, kullanilabilen yumurta bazli besiyerleridir. Yine Tablo 5'te belirtildigi gibi
secici olmayan agar bazli ve en ¢ok kullanilmakta olan besiyerleri, Middlebrook
7H10 ile Middlebrook 7H11'dir. Ayrica bunlarin disinda, Tablo 6'da belirtildigi gibi
selektif ozellikli L-J Gruft, Mycobactosel L-J gibi antibiyotik ve antifungal iceren

besiyerleri de kullanilmaktadir.

Dekontaminasyon-homojenizasyon islemi sonrasi elde edilen peletten, steril
pipet ile besiyeri lizerine damlatilarak tiim yilizeye yayilacak sekilde ekim yapildiktan
sonra kapaklarn hafif gevsetilir ve 37°C'de inkiibe edilir. Agar bazli besiyerlerine
ekim yapiliyorsa, karbondioksit gegirgen bir torba igerisinde inkiibe edilir. Ureme
olmayan besiyerlerinde, 8 hafta sonrasinda hala iireme yoksa negatif sonug verilir
(Avkan Oguz, 2013; Baskesen ve ark., 2010).

Mikobakterilerin iiretilmesinde, en ¢ok yumurta bazli olan Léwenstein-Jensen
(L-J) besiyeri kullanilir. Igeriginde tiim yumurta, tuzlar, gliserol, patates unu ve
inhibitor olarak da malasit yesili igerir. L-J besiyeri igerisine sikloheksimid,
linkomisin, nalidiksik asit eklenmesiyle Mycobactosel L-J; RNA, penisilin,

nalidiksik asit eklenmesiyle de L-J Gruft segici besiyerleri elde edilir
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(Mikobakterilerin Ekolojisi ve Veteriner Hekimlikte Mikobakteriyoloji, 10 Nisan
2013; Denton, 2006; Kent ve Kubica; 1985).

Tablo 5. Mikobakteri Kiiltiiriinde Kullanilan Segici Olmayan Kati Besiyerleri ve

Icerikleri (Della-Lata, 2007).

Secici olmayan besiyerleri

Besiyeri

icerik

inhibe edici madde

Lowenstein - Jensen

Koagiile tam yumurta,
tuzlar, gliserol, patates unu

Malasit yesili, 0.025g/100ml

Petragnani

Koagtile tam yumurta,
yumurta sarisi, siit, patates
unu, gliserol

Malasit yesili, 0.052g/100ml

Amerikan Toraks Dernegi

Koagiile taze yumurta sarisi,
patates unu, gliserol

Malasit yesili, 0.02g/100ml

Middlebrook 7H10

Tuzlar, vitaminler,
kofaktorler, oleik asit,
alblimin, katalaz, gliserol,
glikoz

Malasit yesili, 0.025g/100ml

Middlebrook 7H11

Tuzlar, vitaminler,
kofaktorler, albumin,
katalaz, gliserol, %0.1 kazein
hidrolizat

Malasit yesili, 0.025g/100ml

CHOC

isoVitaleX ve sigir
hemoglobini ile
zenginlestirilmis hemolizli
kanh agar
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Tablo 6. Mikobakteri Kiiltiirinde Kullanilan Secici Kat1 Besiyerleri ve Icerikleri
(Della-Lata, 2007).

Secici besiyerleri

Besiyeri icerik inhibe edici madde

Koagiile tam yumurta, Malasit yesili, 0,025g/100ml;
tuzlar, gliserol, patates unu, | Penisilin, 50 U/ml; Nalidiksik
RNA (5 mg/100ml) asit, 35 yg/ml

Gruft modifiyeli
Lowenstein - Jensen

Malasit yesili, 0,025g/100ml;
Mycobactosel Koagtile yumurta, tuzlar, Sikloheksimid, 400 pg/ml;

Lowenstein - Jensen gliserol, patates unu Linkomisin, 2pg/ml;

Nalidiksik asit, 35 pg/ml

Tuzlar, vitaminler, Malasit yesili, 0,025g/100ml;
Mycobactosel kofaktorler, oleik asit, Sikloheksimid, 360 pg/ml;
Middlebrook 7H10 albimin, katalaz, gliserol, Linkomisin, 2pg/ml;
glikoz Nalidiksik asit, 20 pg/ml

Karbapenisilin, 50 pg/ml;
Amfoterisin B, 200 U/ml;
Polimiksin B, 200 U/ml;
Trimetoprim laktat, 20
pg/ml

Tuzlar, vitaminler,

Seciici 7H11 kofaktorler, oleik asit,
(Mitchison besiyeri) alblimin, katalaz, gliserol,
glikoz, kazein hidrolizat

2.7.2.2. Siv1 Kiiltiir Yontemleri

Duyarlilik testleri, in vitro deneyler, stok sus subkiiltiirleri yapimi ve
inokulum yapiminda kullanilir. En ¢ok Dubos Tween albumin ve Middlebrook 7H9
kullanilir. Hizli kiltir sistemlerinde (BACTEC 460TB, BACTEC MGIT 960,
VersaTREK, MB/BacT Mycobacterial Detection, Wampole ISOLATOR Tube,
Septi-Chek AFB Biphasic Medium) temel besiyeri olarak Middlebrook 7H9
kullanilir. Middlebrook 7H9 besiyeri igeriginde; amonyum siilfat, L-glutamik asit,
sodyum sitrat, piridoksin, biotin, disodyum fosfat, monopotasyum fosfat, ferrik
amonyum sitrat, magnezyum siilfat, kalsiyum klorid, ¢inko siilfat ve bakir siilfat
bulunur. Kullanilan diger sivi besiyeri Dubos Tween alblimin sivi besiyerinin
igeriginde ise; tripticase, asparajin, potasyum hidrojen fosfat, sodyum fosfat, ferrik
amonyum sitrat, magnezyum siilfat, kalsiyum kloriir, ¢inko siilfat, bakir II stilfat,
Tween 80, sigir albiimini bulunur (Erséz, 2006; Avkan Oguz, 2013; Sung ve Collins,
2003).
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2.7.2.2.1. BACTEC 460TB Radyometrik Sistem

BACTEC 12B (Middlebrook 7H12) besiyeri kullanilir. Middlebrook 7H12
besiyeri; Middlebrook 7H9 besiyeri, sigir alblimini, kazein hidrolizat, katalaz ve
karbonlar1 igaretlenmis substrat birlesiminden olusur. Mikobakterilerin iiremesi
esnasinda trettikleri karbondioksit gazindaki isaretli karbonu (14C) saptayarak
kantitatif olarak sonug verir. Ortalama inkiibasyon siiresi, MTB i¢in 9 ila 14 giin iken
tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler i¢in 1 haftadan daha kisadir. Antibiyotik duyarlilik
testleri ve identifikasyon testleri de yapilabilmektedir (Della-Lata, 2007; Albay,
2009).

2.7.2.2.2. BACTEC MGIT 960 Otomatize Sistem

Besiyeri olarak modifiye edilmis Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri ve indikator
iceren tiipler kullanilir. Kullanilan besiyeri Middlebrook 7H9; kazein pepton,
glikozlu sigir albiimini, katalaz, oleik asit, poli oksietilen stearat, polimiksin B,
amfoterisin B, nalidiksik asit, azosilin ve trimetoprim igerir. Kullanilan her tiipiin dip
kisminda, oksijene duyarli fluoresan veren indikatér madde, mikroorganizmalarin
tireme esnasinda ortamdaki oksijeni kullanmalari durumunda fuloresan vererek

tireme oldugunu bildirir (Della-Lata, 2007).
2.7.2.2.3. VersaTREK (ESP Kiiltiir Sistemi 11)

Kiiltiir icin besiyeri ihtiva eden Myco siseleri kullanilir. Myco siseleri;
Middlebrook 7H9 broth, casitone, gliserol, sigir albiimini, glikoz, oleik asit, katalaz,
sodyum klorid yani sira Myco AS (polimiksin B, azlosilin, fosfomisin, nalidiksik
asit, amfoterisin B) veya Myco PVNA (polimiksin B, nalidiksik asit, amfoterisin B,
vankomisin) igerir. Kiiltiir sisesi icerisindeki oksijen tikketim ve gaz degisim
oranlarini tespit ederek liremenin olup olmadigini tespit eder. Sonuglar, 6 hafta

inkiibasyon sonrasi iireme olmazsa, negatif olarak ¢ikarilabilir (Della-Lata, 2007).
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2.7.2.2.4. MB/BacT Mikobakteriyel Saptama Sistemi

Kiiltiir islemi icin BacT/ALERT MP ve BacT/ALERT MB (kan) kiltir
siseleri kullanilir. BacT/ALERT MP siseleri; Middlebrook 7H9 broth, sigir albiimini,
katalaz, kazein, oleik asit, gliserol ve amaranth’mn yani sira kontaminasyon
engelleyici amagli amfoterisin B, azlosilin, nalidiksik asit, polimiksin B, trimetoprim
ve vankomisin igerir. BacT/ALERT MB (kan) kiiltiir siseleri ise; Middlebrook 7H9
broth, kazein, SPS, sigir albiimini sodyum klorid, oleik asit ve saponin igerir. Sistem,
mikroorganizmalarin biiyiimesi sirasinda aciga c¢ikan karbondioksitin kolorimetrik
olarak Olgiilmesi esasina dayanir. Kullanilan kiiltiir sisesinin dibindeki gaz
gecirgenligi olan kisimdan, mikroorganizma iiremesi sonucu olusan karbondioksitin

gecisiyle sisenin dip kismi, mavimsi yesil renkten, sartya doner (Della-Lata, 2007).

2.7.2.2.5. Wampole ISOLATOR Tiip

Her tiipte, hiicre igerisinde bulunan mikobakterilerin hiicre disina
cikarilmasini saglamak amaciyla saponin litik maddesi bulunur. Santrifiij islemi
sonrasi siipernatant kismi atilip, kalan pelet kismindan, istenilen L-J, Middlebrook
vb. uygun besiyerine ekim yapilir. Her bir Wampole ISOLATOR tiip igerisinde;
saponin, polipropilen glikol (saponin igin kdpiik dnleyici), sodyum poli etanol siilfat
(antikoagiilan), fluorinert ve EDTA bulunur (Della-Lata, 2007).

2.7.2.2.6. Septi-Check AFB iki Fazh Besiyeri

Middlebrook 7H9 broth ve Middlebrook 7H11 agar; yumurta bazli besiyeri,
cikolatamsi  besiyeri slaytlarindan meydana gelir. Cikolatams1  besiyeri,
Mycobacterium haemophilum kontaminasyonunu saptamada yardimcidir (Della-
Lata, 2007).

2.7.3.Molekiiler Yontemler

TB'min kontrol altina alinarak daha fazla yayilmasimi engellemek ve olasi
salginlarin Oniline gecebilmek i¢in miimkiin olan en kisa siire icerisinde ve en

giivenilir sekilde tanisinin konulabilmesi olduk¢a onemlidir. Molekiiler yontemler,
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biiyiikk bir hizla ilerleme ve gelisme gostererek, ileride mikroskopi ve kiiltiir
yontemlerinin yerine kullanilabilecek en kuvvetli alternatif olmalarina ragmen, hala
daha duyarliliklar1 ve o6zgiilliikleri istenilen diizeylere ulasamamistir (Baskesen ve

ark., 2010; Avkan Oguz, 2013).

Molekiiler yontemleri kullanirken, yalanci pozitif ve yalanci negatif sonug
olasiliklar diistiniilerek her ¢alismada, pozitif ve negatif kontroller ile ¢alisilmalidir.
Kiiltiir ile birlikte mikroskopik incelemesi negatif olan hastalarin Grneklerinden
yapilan molekiiler testlerin sonuglarinda eger pozitiflik tespit edilirse, mutlaka
radyolojik bulgularla sonucu desteklemek gereklidir (Ozkiitiik, 2003; Kocagoz,
2010).

TB tanisinda molekiiler yontemler kullanilirken, ¢alisilacak materyalin
islenmesi olduk¢a onemlidir. TB'da, tani i¢in en ¢ok kullanilan materyal balgam
olup, akiskan olmayan yapisinda, TB basili disinda daha bir¢ok bakteri bulunur. Bu
sebeple, TB  basilini saf olarak elde edebilmek i¢in dekontaminasyon-
homojenizasyon islemi ile balgam Ornegi akigkan hale getirilir; diger bakterilerin
O0lmesi saglanir ve basillerin santrifiij ile tiip dibine toplanmasi saglanir. Ayni
zamanda, iglenen Ornegin, 95-100°C kaynar su banyosunda bir stire bekletilmesi de
elde edilen DNA miktarini artiracagindan, kullanilan molekiiler yontemin duyarlilig
da artmis olur (Harris ve ark. 1993; de Waard ve Robledo, 2007; Cheepsattayakorn
ve Cheepsattayakorn, 2006).

Polimeraz zincir tepkimesi (Polymerase Chain Reaction, PCR), zincir ayirma
cogaltmasi (Strand Displacement Amplification, SDA), transkripsiyon-aracili
cogaltma (Transcription-Mediated Amplification, TMA), ligaz zincir tepkimesi
(Ligase Chain Reaction, LCR), ilmik-aracili ¢ogaltma (Loop-Mediated
Amplification, LAMP) ve RT-PCR (izlenebilir-PCR) en ¢ok kullanilan molekiiler

yontemler arasindadir.
2.7.3.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

Balgamda ve diger materyallerde MTB tespiti icin DNA amplifikasyonu,

oldukg¢a hizli ve spesifik olup, formalin ile fikze edilmis ya da parafin kaph
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orneklerde de kullanilabilmektedir. DNA'y1 ¢ogaltmak i¢in kalip DNA, cogaltilacak
bolgeyi taniyan primerler, primerlere 3' ugtan baglanip niikleotit ekleyecek DNA
polimeraz, deoksiniikleotit trifosfatlar, tampon maddeler, tuzlar ve Mg"" iyonlari

i¢eren karisim hazirlanir.

Denatiirasyon, baglanma (annealing) ve polimerizasyon olmak iizere, 3
adimda, DNA ¢ogaltilmasi islemi gergeklesir. Sekil 8'de oldugu gibi ¢ogaltmanin ilk
asamasi olan denatirasyonda; DNA, 95°C'ye kadar isitilarak iki zincirinin
birbirinden ayrilmas1 saglanir. Ikinci basamak olan baglanma asamasinda; sicaklik
40-60°C'ye diisiirillerek primerlerin ¢ogaltilacak bélgeye baglanmasi saglamir. Son
asama olan polimerizasyonda ise ortam sicakligmm 72°C'ye getirilmesiyle DNA
polimerazlarin primerlere baglanarak 3' ugtan itibaren, yeni DNA sentezlemeleri
saglanir. Cogaltilan DNA parcalari, poliakrilamid ya da agaroz jel iizerinde
yiiriitiilerek ve jel iizerinde yiiriitiilirken etidyum bromiir ile boyanmasi sonucu, UV

15181 altinda goézlemlenebilir (Tarhan, 2002).
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Primer 1 g~ S
: 4 Primer 2
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o 2 1 7 0 2 T oo " sonucu 10°-10%
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Sekil 8. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR) asamalar1 (Kalof ve ark, 2010).
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Identifikasyonu zor olan, izole edilemeyen ve Kkiiltiirii yapilamayan
mikroorganizmalarin  tamimlanmasinda, toksin  ireten  mikroorganizmalarin
toksinlerinin saptanmasinda, direngli bakterilerin ila¢ direnglerinin belirlenmesinde
ve parazitoloji, viroloji, molekiiler immunoloji ve epidemiyoloji gibi mikrobiyolojik

calismalarda daha ¢ok kullanilan bir yontemdir (Yetilmezer, 2010).

2.7.3.2. Zincir Ayirma Cogaltmasi (SDA)

DNA amplifikasyonunda kullanilan in vitro ve izotermal bir yontemdir.
Amplifikasyon icin DNA 6rnegini keserek 5' ve 3' uclara sahip ¢ogaltilabilir parcalar
haline getirebilecek restriksiyon enzimi gereklidir. Hedef DNA, 1s1 yardimiyla
denatiire edilerek primerlere ayrilir. Degistirilmemis hemifosforotioat iplikgikleri
(Hincll) ve ekzoniikleazi ¢ikarilmuis klenow (exo-klenow) eklenerek 37°C'de
bekletilir. Klenow parcasi, bir DNA polimeraz olup E. coli'den elde edilir ve gift
zincir DNA {izerinden kesilen tek zincirden, DNA sentezini saglar (Walker ve ark.,
1992).

2.7.3.3. Transkripsiyona Bagh Cogaltma (TMA)

Hedef mikroorganizmanin ribozomal RNA's1 (rRNA) cogaltildiktan sonra
revers transkriptaz araciligiyla DNA kopyalar1 ¢ikarilarak amplifikasyon iglemi
gerceklestirilir. rRNA'min DNA  kopyast ¢ikarildiktan sonra DNA-RNA
birlesimindeki RNA, revers transkriptaz araciligiyla ortadan kaldirilarak tek zincirli
DNA'yi meydana getirir. Ayrica DNA polimeraz gibi islev gorebilen revers
transkriptaz, ortamdaki diger primer araciligiyla cift zincirli DNA iiretir. Rna
polimeraz enzimi ile bircok RNA kopyasi ¢ikarilir. Olusan RNA’lar, kalip olarak
kullanilarak istenilen mikroorganizmanin DNA ¢ogaltmasi yapilmis olur (Tarhan,
2002).
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2.7.3.4. Ligaz Zincirleme Tepkimesi (LCR)

Islem icin 6zgiil oligoniikleotitler ile birlikte, dNTP'ler ve termofilik DNA
ligaz kullanilir. Tespit edilecek DNA’ya 6zgiin olan hedef bir DNA bdlgesi ile
isaretlenmis problar, biraraya konularak 94°C'ye sitilir. DNA, denatiire olduktan
sonra 40-70°C'ye sogutularak isaretli problarin, hedef DNA'ya baglanmasi saglanr.
Problar, birbirlerine 1-2 niikleotit bosluklu olarak baglanir. Bosluklar, polimeraz
enzimi araciligiyla doldurulduktan sonra ligaz problari, kovalent olarak birbirlerine
baglanir. Ayni islemin tekrar edilmesiyle amplifikasyon islemi gergeklestirilir
(Tirkoglu, 1998; Tarhan, 2002).

2.7.3.5. izlenebilir Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-PCR)

Fluoresan veren DNA problar1 araciligiyla amplifikasyonun takip edilebildigi
ve ayni zamanda mutasyonlarin saptanabildigi bir sistemdir. MTB'in ¢oklu ilag
direncinde rol alan rpoB genindeki mutasyonunun saptanmasinda kullanilir.
Ekstraksiyon yapilacak koloni, Tris-EDTA igerisine karistirihr. Ug kez yikama
sonrast, 20 dakika ayn1 buffer icerisinde kaynatildiktan sonra santrifiijlenerek ¢okelti
kisimda toplanan DNA kullanilir. PCR i¢in 20 pl DNA master hibridizasyon
problari, Sekil 9'da gosterilmis olan Tagman yonteminde bulunan Taq polimeraz,
deoksiniikleosit trifosfat ve MgCl, igeren karisim hazirlanir. Primerler soliisyona
eklendikten sonra elde edilen DNA'lar da eklenir. ilk asamada, ortam sicakligi
950C'ye ¢ikarilip 1 dakika bekletilerek, denatiirasyon islemi gergeklestirilir. ikinci
asamada, 95°C'de 5 saniye, 58°C'de 10 saniye ve 72°C'de 20 saniye olmak iizere, 45
defa amplifikasyon asamasi gerceklestirilir. Uciincii asamada ornek, ilk olarak
95°C'de 30 saniye, daha sonra sicaklik 5°C'ye indirilerek 2 dakika ve tekrar 95°C'ye
cikarildiktan sonra hemen 400C'ye sogutulup 30 saniye bekletilerek olusan fluoresans
aracilifiyla, diren¢ olup olmadigi ve istenilen DNA'min elde edilip edilemedigi

anlasilir (Kocag6z ve ark., 2005).
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Sekil 9. Real Time PCR'da Kullanilan 1. Tagman 2. FRET ve 3. Molecular Beacon
Prob Sistemleri (Cavusoglu, 2003).

2.7.3.6. Ilmige Dayah Cogaltma (LAMP)

Izotermal amplifikasyon yontemi olup, yiiksek verimlilige ve oOzgiilliige
sahiptir. Bu yontem igin hedef DNA iizerindeki 8 farkli bolgeye 6zgii 6 farkli primer
dizisi ve DNA polimeraz enzimi kullanilir. Olduk¢a hizli olup 60-70°C'de, 1 saat
igerisinde bir kopyadan 10 kopya ¢ikarabilmektedir. Amplifikasyon sonrasi elde
edilen DNA ornekleri, etidyum bromiirle boyanarak %1.5 agaroz jel iizerinde

yiiriitiliir (Koloren ve ark., 2010).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Calisma; Balikesir Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda yiiriitiilmiistiir. Caligma i¢in materyal olarak Balikesir-Gogiis Hastaliklari
Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarma, polikliniklerden primer tiiberkiiloz
stiphesiyle gonderilen ve klinik tanisi dogrulanan 96 hastadan alinan O6rnek

kullanilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Dekontaminasyon - Homojenizasyon
N-asetil-L-sistein-sodyum hidroksit Yéntemi (NALC-NaOH)

Dekontaminasyon ve homojenizasyon islemi ig¢in N-asetil-L-sistein (NALC),
%2-4 NaOH ve %1.47 trisodyum sitrat x 3H,O c¢ozeltisi iceren Mycoprosafe®
sollisyonu (Salubris, Tiirkiye) kullanildi.

Firma talimatlar1 dogrultusunda aliman pulmoner 6rnegin hacmi kadar,
sodyum hidroksit-trisodyum hidroksit ¢6zeltisi, boncuk ve NALC igeren tiipe
bosaltildi. Tiipiin agz1 simsiki kapatilarak, tamamen karigmasi saglandi. NALC,
boncuk ve sodyum hidroksit-trisodyum hidroksit igeren karisim, balgam tiipiline
bosaltildiktan sonra kapagi simsiki kapatildi ve iyice vortekslendi. Vorteksleme
sonras1 Ornek, 15 dakika boyunca bekletildi. Daha sonra, tiip igerisine, 45 ml
cizgisine kadar fosfat tamponu eklenip vortekslendikten sonra sogutmali santrifiijde,

15 dakika boyunca, 3.000 devirde santrifiijlendi. Santrifiijleme islemi sonrasi
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siipernatant kisim, bosalmig olan NALC tiipiine dokiilerek, icerisine sodyum
hipoklorit eklendi ve kalan pelet kismin {izerine, 5 ml’ye tamamlanacak sekilde,
fosfat tamponu eklenereck vortekslendi. Boylece mukolitik etkili NALC ve
dekontaminant O6zellikli sodyum hidroksit yardimiyla pulmoner o6rnekler hizla

eritilerek, islem tamamlandi.

3.2.2. Ehrlich Ziehl-Neelsen Boyama Yontemi

Boyalarin Hazirlanmast

Karbol Fuksin (Fenollii Fuksin)

Bazik Fuksin (A.D.R., Istanbul) 1gr
Fenol (A.D.R., Istanbul) 5gr
%96'l1ik saf etanol (Necm Kimya, Istanbul) 10 cc
Distile su 100 cc
Asit-Alkol

Konsantre HCI (%37'lik) 3cc
%96'lik saf etanol (Necm Kimya, Istanbul) 97cc

Metilen Mavisi

Metilen mavisi (toz) (MERCK, Almanya) 0.3¢gr
Distile su 100 cc

Ehrlich Ziehl-Neelsen Boyama Yontemi Uygulanmast

i) Dekontaminasyon homojenizasyon isleminden gegirilen 6rnekten temiz bir
lam {izerine yayma preparat hazirlanir ve havada kurutulur.

ii) Uc kez alevden gegirilerek tespit edilir.

ii1) Boyanacak alanin {izerine karbol fuksin dokiilerek, alttan buhar ¢ikacak

ama kaynamayacak sekilde 1sitilarak, 5 dakika boyunca boyanir.
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iv) Preparat soguduktan sonra distile suyla boya akana kadar iyice yikanir.

V) Yikama sonrasi preparat, asit-alkol ile renksizlesene kadar daldirilip
cikarilir.

vi) Renk giderimi yapildiktan sonra preparat tekrar yikanir.

vii) Metilen mavisi dokiilerek, 1 dakika boyunca, boyama islemi yapilir.

viii) Distile su ile boya tamamen akana kadar yikanir.

ix) Preparat, egik bir sekilde kurutularak incelenir. M. tuberculosis, pembe-

kirmizi1 basil seklinde goriiliir (Ceyhan, 2010).

3.2.3. Kiiltiir

3.2.3.1. Kat1 Kiiltiir

Yapilacak kiiltiir islemi i¢in Lowenstein - Jensen besiyeri (Salubris, Tiirkiye)
kullanildi. Orneklere dekontaminasyon - homojenizasyon islemleri uygulandiktan
sonra kalan pelet kisimlarindan, steril pastor pipeti yardimiyla alinarak lam tizerine
yayma preparat hazirlandi ve ARB boyama islemi yapildi. ARB boyama islemi
gerceklestirilen ornekten besiyerlerinin tizerine 3-4 damla damlatilarak, tiim yiizeye
yayilmas1 saglandi. Daha sonra besiyerlerinin kapagi tamamen sikilip, inkiibasyon

icin etiive konuldu (Yiice, 2010)

3.2.3.2. Siv1 Kiiltiir

Firma talimatlar1 dogrultusunda dekontaminasyon-homojenizasyon islemi
yapilmis olan Orneklerin, kalan pelet kisimlart kullanilarak ilk énce ARB boyama
islemi ve sonrasinda ekim islemi yapildi. VersaTrek (TrekDS, Amerika) marka
cthazin VersaTREKMyco (Thermo Scientific, Amerika) besiyeri, kapak kism1 %70
alkolle silindikten sonra steril enjektér yardimiyla, 1 ml VersaTREK Myco GS
soliisyonu ve 0.5 ml VersaTrek Myco PVNA soliisyonlar1 eklendi. Besiyeri, 2 dakika
vortekslendikten sonra steril baska bir enjektor araciligiyla, dekontaminasyon-
homojenizasyonu ve ARB boyamasi ile incelemesi yapilmis Ornegin en dip
kismindan 1 ml alinarak, besiyeri sisesine aktarim yapildi. Pozitif olarak

nitelendirilen besiyeri siselerinden, steril enjektor yardimiyla 6rnek alinarak, tekrar
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ARB boyamasi yapilarak incelendi. ARB pozitif ¢ikan drneklerin MTB tiplendirmesi
yapilarak, MTBC oldugu dogrulandiktan sonra ilag duyarlilik testi yapildi.

3.2.4. MTB Tiplendirme

Kiiltir sonucu pozitif olan ornekler, tiplendirme ve anti-mikobakteriyel
duyarhilik testi islemine alindi. VersaTrek sivi kiiltiir yontemiyle MTBC dis1 atipik
mikobakteriler de iiretilebildigi i¢in pozitif olarak nitelendirilen besiyeri sisesi, 2
dakika vortekslendikten sonra firma talimatlari dogrultusunda igerisinden 100 pl
ornek alinarak SD TB Ag MPT64 Rapid (Standard Diagnostics, Kore) kart testine
damlatilarak, 15 dakika beklendikten sonra sonucu pozitif olarak degerlendirilen
ornekler MTBC olarak degerlendirildi.

3.2.4.1. Siv1 Kiiltiirde Tla¢ Duyarhhk Testi

Firma talimatlari dogrultusunda 5 adet VersaTREK Myco besiyerinden
alinarak hasta isimleri yazildiktan sonra 4 tanesinin iizerine antibiyotiklerin isimleri,
kalan 1 tanesine ise kontrol yazildi. Liyofilize haldeki antibiyotikler, iiretici
talimatlarina gore sulandirildi. INH, EMB ve RIF’den 0.5 ml; SM’den 1 ml olmak
tizere enjektorlere ¢ekildi. Hazirlanan 5 besiyeri sisesinin iizerleri batikon ile
dekontamine edildikten sonra herbir sise igerisine, 1 ml TREK Myco GS soliisyonu
eklendi. Kontrol sisesine 0.5 ml steril distile su ve diger siselere, lizerlerine yazilan
isimlerine gdre antibiyotikler konuldu. Ureme olan sise vortekslenerek, icerisinden 1
ml alinarak, {izerine 9 ml steril distile su eklenip 1:10 oraninda diliie edildi. Diliie
edilen 6rnekten, herbir sise igerisine 0.5'er ml konulduktan sonra cihaza yerlestirildi.
Kontrol sisesinde iireme olduktan sonraki 3 giin igerisinde, antibiyotik olan

siselerden tireme olanlar1 ‘direngli’, tireme olmayanlari ise ‘duyarli” kabul edildi.

3.2.4.2. Kati Kiiltiirde Ila¢ Duyarliik Testi

TrekDS firma talimatlari dogrultusunda Lowenstein-Jensen besiyerinde
tireyen koloniler, steril 6ze yardimiyla bol miktarda ve 10 ml steril distile su bulunan
vida kapakli tiip igerisine alinarak, 2 dakika siire ile vortekslendi. Onbes dakika

bekletilerek, biiyiik pargalarin dibe ¢okmesi saglandi. Tiip yiizey kismindan, Steril
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Pastor pipetiyle, baska bir steril tiipe 5 ml alinarak, bulanikligi 1 McFarland olacak
sekilde, lizerine steril distile su eklendi. 1 McFarland bulaniklik olusturulan tiipten,
yine steril Pastor pipetiyle 1 ml alinarak, baska bir steril tiipe aktarim yapildiktan
sonra lizerine 9 ml steril distile su ilave edilerek 1:10 oraninda sulandirilma yapildi.
Daha sonra, 5 adet VersaTREK Myco besiyerinden alinarak, hasta isimleri
yazildiktan sonra 4 tanesinin {izerine antibiyotiklerin isimleri, 1 tanesine de kontrol
yazild1. Uretici talimatlarina gore sulandirilan liyofilize antibiyotiklerden INH, EMB
ve RIF 0.5 ml; SM ise 1 ml olacak sekilde enjektorlere ¢ekildi. Hazirlanan 5 besiyeri
sisesinin kapak kisimlar1 1yot solusyonu ile dekontamine edilerek, her bir sise
igerisine, 1 ml TREK Myco GS soliisyonu eklendi. Kontrol sisesine 0.5 ml steril
distile su ve diger siselere ise iizerlerindeki isimlere gore antibiyotikler konuldu.
Hazirlanan 1:10 oraninda sulandirilmis bakteri siispansiyonundan, kontrol sisesi
harig, diger siselere 0.5 ml eklendikten sonra kontrol sisesiyle birlikte tiim siseler
vortekslenerek, cihaza yerlestirildi. Kontrol sisesinde tireme olmasindan sonraki 3
giin igerisinde, antibiyotik igeren siselerden iireme olanlar1 ‘direngli’, tireme

olmayanlar1 ise ‘duyarli” kabul edildi.

3.2.5. Molekiiler Yontem

Uygulanacak molekiiler yontemde, TB basilinin tespit edilme olasiligini
artirmak ve yontemleri kiyaslayabilmek amaciyla dekontaminasyon-homojenizasyon
islemi uygulanmis hasta ornekleri kullanildi. Kiiltiirinde MTBC firetilmis olan ve
-86°C'de muhafaza edilmis olan hasta Ornekleri oda 1sisinda c¢oziildiikten sonra
isleme alindi.

Dibi konik, 10 ml'lik steril 16x100 etiketli kapakli tiip igerisine firma
talimatlart dogrultusunda 2 ml Xpert MTB/RIF Sample Reagent konulduktan sonra
tizerine 1 ml dekontaminasyon-homojenizasyon islemi yapilmis hasta Grneginden
eklenerek, kapagi sikica kapatildi.

Kapag1 kapatilan tiip iyice vortekslenerek, oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi. Daha sonra tekrar vortekslenerek, oda sicakliginda 5 dakika daha
bekletildi.

Vortekslenerek oda sicakliginda 15 dakika bekletilen tiipteki 6rneklerden 0.5
ml, steril insiilin igneleri yardimiyla 4 0.5 ml olmak {izere, toplamda 2 ml hasta
ornegi, Xpert MTB/RIF kartusuna aktarilarak GeneXpert® MTB/RIF RT-PCR
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cihazina yerlestirilerek islem baslatildi. Islem sonucunda cihazin elde ettigi verilere
gore, MTB varlig1 ve RIF direnci olup olmadig1 belirlendi.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler, SPSS 14.0 programina yiiklenerek, testlerin

arasindaki istatistiksel acidan farkliliga ‘McNemar testi’ araciligiyla bakildi.

Anlamlilik seviyesi 0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

Calismamiz, 2012-2014 yillar1 arasinda, Balikesir Universitesi, Saglik
Uygulama ve Arastirma Hastanesi ile Balikesir-Gogiis Hastaliklar1 Hastanesi’nde

yirttilmistir. Calismaya, toplamda 96 primer tiiberkiilozlu hasta dahil edilmistir.

Calismaya katilan hastalarin Tablo 7'de belirtildigi gibi %76'sinin (73) erkek,
%24'iniin (23) kadin hastalardan olustugu goriildii. Ayrica ¢alismaya katilan erkek
hastalarin yas ortalamasi 51.2 olup, 35 yas altinda olan hasta sayis1 14, 35 yas ve
iistiinde olan hasta sayisi ise 59 'dur. Kadin hastalarin yas ortalamasi ise 50.7 olup 35
yas altinda olan hasta sayis1 5, 35 yas ve istlinde olan hasta sayist ise 18'dir. Tablo
8'de belirtildigi gibi hastalardan alinan 6rneklerin %92.8'ini (89) balgam, %4.2'sini
(4) bronkoalveolar lavaj, %1'ini (1) trakeal aspirat, %1'ini (1) plevra ve %1'ini (1) ise

biyopsi 6rnegi olusturmaktadir.

Tablo 7. Calisgmaya Katilan Hastalarin Cinsiyetlerine ve Yas Durumlarina Gore

Dagilimlari.

Hasta Hasta Yas 35 yas alti hasta|35 yas ve iistii hasta
Cinsiyeti Sayisi (Ortalama) | sayis1 sayisi

Kadin 23 50.7 5 18

Erkek 73 51.2 14 59

Toplam 96 - 19 77

Tablo 8. Calismada Kullanilan Ornek Cesitlerinin Say1 ve Yiizde Dagilimlari.

Hasta Ornegi Say1 Yiizde (%)
Balgam 89 92.8
Bronko-Alveolar Lavaj (BAL) 4 4.2

Trakeal Aspirat 1 1

Plevra 1 1

Biyopsi 1 1

Toplam 96 100
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VersaTREK sivi1 kiiltiir yontemiyle antimikrobiyal duyarlilik testi uygulanan
96 hasta 6rneginin sadece 1’inde, RIF direnci saptanirken, GeneXpert® MTB/RIF
RT-PCR molekiiler yontemiyle de ¢alisilan 96 hasta 6rneginin higbirinde RIF direnci

saptanmadi.

Incelemeye alinan 96 drnekte, kiiltiir yontemleri kullanarak, L-J ve VersaTrek
ile sirastyla %62.5 (60) ve %81.3 (78) oraninda pozitiflik saptandi. GeneXpert®
MTB/RIF yontemi ile incelenen 96 6rnegin %93.8’1 (90) pozitif olarak bulundu.
ARB (+) 89 Ornegin %97.8’1 (87) ve ARB (-) 7 6rnegin ise %42.9’u (3) pozitif
olarak bulundu. Pozitif olan 90 6rnegin %45.6's1 (41) orta diizey pozitif, %27.8'1 (25)
diisiik diizey pozitif, %24.4'0 (22) ise yiiksek diizeyde pozitif ve %2.2'si de (2) ¢ok
diisiik diizey pozitif olarak saptandi. MTB saptanamayan 6rnek sayisi ise %6.3 (6)
olarak bulundu.

4.1. ARB Boyama ve Kiiltiir Verilerinin Kiyaslanmasa:

4.1.1. ARB (+) Hasta Sonuclar::

Calismaya dahil edilmis olan ARB sonucu pozitif (+) olan 89 hastanin
VersaTREK ve RT-PCR verilerini inceledigimizde; Tablo9 verilerinde belirtildigi
gibi VersaTREK iiremesi olmayip, RT-PCR ile TB basili tespit edilen hasta 6rnek
sayist %18 (16), VersaTREK Kkiiltiir sistemi ve RT-PCR ile TB basili tespit edilen
hasta 6rnek sayis1 %79.8 (71) olup, VersaTREK Kkiiltiir sisteminde {iremeyen ve RT-
PCR ile TB basili tespit edilemeyen hasta 6rnegi sayisi ise %2.2 (2) olarak

bulunmustur.

Tablo 9. ARB (+) Hastalarin VersaTREK ve Cepheid RT-PCR Verileri.

VT2 (+) VT2 () VT2 ()
ARB (+) . 1 X

RT-PCR?(+) |RT-PCR®(+) |RT-PCR®(-) |Toplam
He 71 16 2 89
% 79.8 18 2.2 100

3 VersaTREK, : Cepheid Realtime-PCR, °: Hasta sayisi
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Calismaya dahil etmis oldugumuz ARB sonucu pozitif (+) olan 89 hastanin
L-J ve RT-PCR verilerini inceledigimizde; Tablo 10 verilerinde belirtildigi gibi L-J
tiremesi olmayip RT-PCR yontemi ile TB basili tespit edilen hasta 6rnek sayisi
%30.3 (27), L-J yontemi ile iiremesi olan, RT-PCR yontemiyle de TB basili tespit
edilen hasta 6rnek sayist %67.5 (60), L-J yontemiyle iiremesi olmayan ve RT-PCR
ile TB basili tespit edilemeyen hasta 6rnek sayisi ise %2.2 (2) olarak bulunmustur.

Tablo 10. ARB (+) Hastalarin L-J ve Cepheid RT-PCR Verileri.

ARB (+) L-2% (+) L-2%(-) L-2%(-)

RT-PCR" (+) |RT-PCR® (+) RT-PCR" () Toplam
He 60 27 2 89
% 67.5 30.3 2.2 100

2 VersaTREK, °: Cepheid Realtime-PCR, °: Hasta sayisi

4.1.2. ARB (-) Hasta Sonuglari:

Calismaya dahil etmis oldugumuz 96 hastadan, ARB sonucu negatif (-) olan 7
hastanin L-J, VersaTREK ve RT-PCR verilerini inceledigimizde; Tablo 11 ve Tablo
12'de belirtildigi gibi VersaTREK Kkiiltiir sisteminde 7 hasta 6rneginin tamaminda TB
basili tespit edilirken, GeneXpert® MTB/RIF ile 6rneklerin sadece %43'iinde (3) TB

basili saptandi.

Tablo 11. ARB (-) Hastalarin VersaTREK ve Cepheid RT-PCR Verileri.

VT? (+) VT? (+)

ARB (-) b b Toplam
RT-PCR® (+) RT-PCR” (-)

H° 3 4 7

% 42,9 57,1 100

% VersaTREK, °: Cepheid Realtime-PCR, °: Hasta sayis




Tablo 12. ARB (-) Hastalarin L-J ve Cepheid RT-PCR Verileri.

ARB () L-2% () L-J°(-)

RT-PCR® (+) RT-PCR® () Toplam
H° 3 4 7
% 42,9 57,1 100

Calisilan 96 hasta orneginin kati kiiltiir, siv1 kiiltiir ve molekiiler yontem
verileri ile ARB verileri karsilastirilarak sonuglart Tablo 13'te belirtildi. L-J besiyeri
icin; %62.5 (60) ornekte, hem ARB, hem de L-J kiiltiirli pozitif tespit edildi. %30.2
(29) ornekte ARB pozitif, L-J kiiltiirii negatif tespit edildi. %7.3 (7) 6rnekte hem
ARB, hem de L-J kiiltiirii negatif tespit edildi. VT siv1 kiiltlir yontemi i¢in; %73.9
(71) 6rnekte hem ARB, hem de VT Kkiiltiir sonuglar1 pozitif tespit edildi. %7.3 (7)
ornekte ARB negatif, VT kiiltiir sonuglar1 pozitif tespit edildi. %18.8 (18) ornekte
ARB pozitif, VT kiiltiirii negatif tespit edildi. RT-PCR i¢in; %90.6 (87) 6rnek icin
hem ARB, hem de TB basili varligi pozitif olarak tespit edildi. %3.1 (3) 6rnek i¢in
ARB mikroskopisi negatif, ancak TB basili varlig1 pozitif olarak tespit edildi. %2,1
(2) 6rnek i¢in ARB mikroskopisi pozitif, TB basili varligi negatif tespit edildi. %4,2
(4) ornek i¢in ise hem ARB mikroskopisi, hem de TB basili varligi negatif olarak

tespit edilmistir.

Tablo 13. Calisilan 96 Ornekte Kiiltir ve Molekiiler Yontem Verileri ile ARB

Verilerinin Karsilastirilmas.

. ARB mikroskopisi
Elde Edilen Sonug Kullanilan Yoéntem Toplam
Pozitif Negatif
VersaTREK 71 7 78
L-J 60 - 60
Pozitif RT-PCR 87 3 90
VersaTREK 18 - 18
L-J 29 7 36
Negatif RT-PCR 2 4 6
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ARB'si pozitif 89 6rnegin, GeneXpert® MTB/RIF, VT kiiltiirii ve L-J kiiltiir
yontemlerinin her birisinin duyarliliklart sirastyla; %97.8; %79.8 ve %67.4 olarak
hesapland. Hesaplanan bulgular dogrultusunda; GeneXpert® MTB/RIF bulgulari ile
L-J ve VT Kkiltiir bulgularinin arasinda fark, istatistiksel a¢idan anlamli bulundu

(p<0.05; p=0.002 ve p<0.05; p = 0.001).
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5.TARTISMA

TB; tan1 ve tedavi yontemlerindeki onemli derecede ilerlemeler olmasina
ragmen Onemini giinlimiizde de koruyan bir hastaliktir. Mikroskopide goriilebilen
ancak kiiltirde oldukga ge¢ tireyen MTB'in tamisi i¢in kullanilan molekiiler
yontemler, her ne kadar hizli sonug verse de hala MTB tanis1 i¢cin tek basina yeterli
degildir. DSO'niin “Stop TB” Ortaklig1 hedeflerine ulasabilmesi icin DGTS'nin tek
basina yeterli olmayacag diisiiniilmiis ve DSO tarafindan bu diisiince agiklanmistir

(Tekerekoglu ve ark, 2000; Eroglu, 2003; Ozkara, 8 Mart 2013).

TB tedavisinde erken tani ve ilag direncinin miimkiin olan en kisa siirede
tespiti, hastanin tekrar sagligina kavusabilmesi ve hastalik bulastiriciliginin ortadan

kaldirilmasinda ¢ok onemlidir (Tekerekoglu ve ark., 2000).

MTB iiremesinin goriiniir hale gelmesi, haftalar alan bir siire¢ oldugu igin
kiiltiir ve antimikobakteriyel ilag duyarlilik testlerinin (AIDT) sonuglarinin alinmasi
da oldukga uzun siirecektir. Tanida mikroskopi, ¢cabuk sonu¢ vermesinin yani sira,
uygulama kolayligi ve diisiik maliyetiyle her ne kadar one ¢iksa da kiiltiir ile
desteklenerek enfeksiyonun var olup olmadigina karar verilmelidir (Muz ve ark,
2000). Molekiiler yontemler, en ufak bir {iremede bile, saatler igerisinde ilag
direncini tespit edebildigi i¢in klasik AIDT den ¢ok daha iistiin durumdadir. Ancak
birden ¢ok gen bolgesi ilag direncinden sorumluysa, bu durumda, tiim direng genleri
icin ayr1 isleme gereksinim duyulmasi ve direngten sorumlu olmayan sessiz
mutasyonlarin belirlenmesi, molekiiler yontemler i¢in bir olumsuzluktur (Kocagéz,
2007; Cavusoglu, 2003). Klasik AIDT ile direngli oldugu belirlenen, ancak
molekiiler yontemlerde gen {iizerindeki mutasyon bdlgelerinin tespit edilemedigi
durumda, genin farkli bolgesindeki bir mutasyonun ya da farkli bir mekanizmanin

dirence yol a¢tig1 diistiniilebilir.
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TB hastaliginin tedavisine baslanmasi ve daha fazla kesime bulagsmasin
engellemek i¢in taninin hizli konulmasi, ¢ok 6nemlidir. MTB, iiremesi olduk¢a uzun
stiren bir bakteri oldugu i¢in mikroskopik tani, her giin gelistirilmekte olan yeni
yontemlere ragmen taninin hizli konulabilmesi, yiiksek derecede 6zgiilliige sahip
olmasi, kolay ve ¢abuk uygulanabilir, hem de olduk¢a ekonomik olmasi sebebiyle
hala 6nemini korumaktadir. Her ne kadar 6zgiilliigi yiiksek olsa da duyarliligi; 6rnek
kalitesi, yayma kalinligi, mikroskop ve boyanin kalitesi, incelemeyi yapan personelin
deneyimi vb. nedenlere bagli olarak degisiklik gosterir (Ozakin ve Gedikoglu; 2003,
Ceyhan 2007).

Gilinlimiizde, 6zellikle molekiiler yontemlerdeki bir ¢ok gelismeye ragmen,
kiiltiir yontemleri hala ‘altin standart’ olarak 6nemini korumaktadir. Kiiltiirde MTB
tiremis olmast demek, ayni zamanda TB tanisinin da kesin olarak konulmasi
demektir. Yapmis oldugumuz ¢alismada, L-J yumurta bazli kati besiyeri ‘altin

standart’ olarak kabul edilmistir.

VersaTrek tam otomatik sivi kiiltiir sisteminde isleme aldigimiz hasta
ornekleri, dekontaminasyon-homojenizasyon islemi sonrasi ekimleri yapilarak
inkiibasyona birakildi ve iremesi olan Ornekler, cihazin c¢alisma prosediirii
dogrultusunda, antimikrobiyal duyarlilik testine alindi. Ureme olmayan ornekler,
negatif olarak bildirilmeden Once, cihazda 42 giin boyunca inkiibe edildi. Ortalama
olarak 14-42 giin siiren klasik kat1 kiiltiir yontemine gore, kisa bir periyod sonrasinda
antibiyogram sonuglar1 ¢ikarilabilmesi bakimindan, olduk¢a avantajlidir ancak
kiiltir-antibiyogram iglemi sirasinda kontaminasyon ve sonuglarinin ¢ikmasinin uzun

stirmesi de olduk¢a 6nemli bir dezavantajdir.

Sivi kiiltiir islemine alman hasta 6rnekleri, GeneXpert® MTB/RIF RT-PCR
cihazinda da isleme alindi. Dekontaminasyon-homojenizasyon iglemi uygulanmis
kiiltiire alman hasta drnekleri kullanildi. Ornekler, PCR islemi igin cihazin ¢alisma
prosediiri dogrultusunda, kitlerin icerisine aktarildiktan sonra cihaza ytliklemeleri
yapildi. Iki saat gibi oldukca kisa bir siirenin sonunda, hasta &rneklerinin MTB igerip
icermedigi, RIF direnci olup olmadigr ve MTB'in 6rnek icerisindeki konsantrasyonu

saptand1. Hizl1 ve giivenilir olmasinin yani sira, uygulamasi da oldukga kolaydir.
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GeneXpert® MTB/RIF yonteminin, yayma pozitif érnekler igin duyarhihg:
%97.7, ozgilligi ise %98.5 olarak bildirilmistir. Yayma negatif orneklerde ise
ozgiillik  yiiksek (%98.8) olmasina ragmen duyarlilik diisiik (%76.1) diizeyde
kalmaktadir (U.S. Food and Drug Administration, 20 Nisan 2014). Bu ¢alismada ise
yayma pozitif drnekler i¢in duyarlilik %97.8 olarak saptanmis olup, az sayida olan
(7) yayma negatif orneklerde ise duyarlilik %42.9 olarak bulunmustur. Calisilan
hasta 6rneklerinin MTBC olduklar1 kaset testi ile dogrulandiktan sonra c¢alismaya
alinmalar1 sebebiyle yaniltict olabilecegi i¢in yontemin o6zgilligi ile ilgili

degerlendirme yapilmamustir.

Yapilan baska bir ¢alismada, 50 klinik ornekte, GeneXpert® MTB/RIF
yontemi konvansiyonel yontemlerle ve BACTEC MGIT 960 siv1 kiiltiir yontemi ve
RT-PCR (Qiagen) ile kiyaslanmistir (Abdulmajed, 2011). Calismada kullanilan RT-
PCR ile GeneXpert® MTB/RIF molekiiler yontem verileri arasinda fark
goriilmemistir. Elli klinik TB siipheli 6rnegin 24'tinde (% 48) hem kiiltiirde hem de
Xpert MTB/RIF ile pozitiflik saptanirken, 13'inde (% 26) her iki yontem de negatif
sonu¢ vermistir. Bes ornekte ise Xpert MTB/RIF pozitif sonug¢ verirken kiiltiirde
negatif sonu¢ alinmasi bizim c¢aligmamizla paralellik gostermektedir. Ayni
calismada, Xpert MTB/RIF yonteminin duyarliligi yine bizim degerlerimize (% 97.7)
¢ok yakin bir sekilde %97.7 olarak tespit edilmistir.

Bizim ¢alismamizda ise 74 oOrnekte (% 77.1) VT sivi kiiltirde ve Xpert
MTB/RIF ile pozitiflik saptanirken 16 6rnekte (% 16.7) VT negatif, Xpert MTB/RIF
pozitif sonu¢ vermistir. 4 drnekte VT pozitif, Xpert MTB/RIF negatif sonug tespit
edilmistir. Ayrica 60 ornekte L-J ve Xpert MTB/RIF ile pozitiflik saptanirken 30
ornekte L-J negatif, Xpert MTB/RIF pozitif sonu¢ vermistir. L-J pozitif Xpert
MTB/RIF negatif sonug veren 6rnek olmamistir.

Calismamizda, bir 6rnekte VT ile rifampisin direnci saptanirken, Xpert
MTB/RIF ile direng saptanmamustir. Ayni sekilde, s6z konusu ¢alismada, benzer bir
sekilde, BACTEC MGIT ile bir ornekte rifampisin direnci saptanirken, Xpert
MTB/RIF ile diren¢ saptanmamistir.
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Maliyetinin yiiksek olmasi, 6nemli bir ¢ekince olusturmaktadir. MTBC disi
mikobakteriler saptanamamaktadir. Olii veya canli tiiberkiiloz basili DNA’sin1
saptadig1 ic¢in tedavi takibinde kullanilmas: uygun goriinmemektedir. Yalanci

pozitiflik ya da negatiflik goriilebilecegi her zaman g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismamiza katilan tim hastalar, primer TB klinik tanis1 konulan hastalar olup,
DSO verilerine paralel olarak, erkek bireylerde ve 35 yas iizeri hastalarda, TB daha

fazla gorilmiistir.

2. Calismada kullamlan GeneXpert® MTB/RIF RT-PCR yéntemi ile MTBC ailesi

disindaki mikobakteriler tespit edilmemektedir.

3. Calisilan 1 hasta 6rneginde VersaTREK sivi kiiltiir sistemi ile RIF direnci tespit
edilirken, ayn1 hastada MTB/RIF yontemiyle RIF direnci gosterilememistir. Bu
ornekte, RIF direncine yol agan bakteriyel RNA polimeraz mutasyonunun veya

direncin mekanizmasinin MTB/RIF sistemiyle tespit edilemedigi anlagilmaktadir.

4. ARB ve L-J kiiltirii (+) 6rneklerde ve ARB (+), L-J kiiltiirii (-) 6rneklerde;
VersaTREK sivi kiiltiir sisteminde iiremesi olmayip MTB/RIF ve RT-PCR ile TB
basili 6nemli sayida hasta Orneginde tespit edilirken, VersaTREK sivi kiiltiir
sisteminde tireyip MTB/RIF ve RT-PCR ile TB basili tespit edilemeyen hasta 6rnegi
bulunmamaktadir. Bu da kullanilan molekiiler yontemin, konvansiyonel yontemler

icin 6nemli bir dogrulayici-tamamlayict unsur olabilecegini gostermektedir.

5. ARB (+) olan hastalarin primer TB hastasi oldugu dikkate alindiginda;
VersaTREK ve L-J Kkiiltir yontemleriyle TB basili iiretilemeyen o6rneklerde,
MTB/RIF yontemiyle TB basilinin varliginin gésterilmis olmasi ve bu vakalarda
laboratuvar tanisinin klinik tani ile dogrulanmis olmasi, erken tani ve hastanin
izolasyonu ve tedavinin baslatilmasi bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

6. ARB ve L-J kiltiri (-) ve VersaTREK Kkiiltliri (+) 7 Ornegin 4’iinde,
dondurulup c¢oziilen oOrneklerle calisilan MTB/RIF yontemiyle TB basili tespit
edilememistir. Bu sonucun, sivi kiiltlir islemi i¢in yeni gelen 6rnegin, molekiiler
yontemde ise dondurulup c¢oziilen Orneklerin kullanilmasi ile ilgili olabilecegi

diistiniilmektedir.
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7. ARB, kiiltlir ve molekiiler yontem sonuglari karsilastirildiginda, ARB verileriyle

molekiiler yontem verileri arasinda bir uyum oldugu soylenebilir.

8. Kiiltiir yontemlerinin uzun siireli inkiibasyon siireleri (VersaTREK i¢in yaklagik
14 giin, L-J kiltiiri i¢in yaklasik 40 giin) dikkate alindiginda, yaklasik 2 saat siiren
MTB/RIF yontemi, erken tani ve hastanin izolasyonu ve tedavinin baglatilmasi

bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

9. MTBC bakterileri i¢in kisa siirede sonug¢ veren MTB/RIF yonteminin, primer TB
olgularimin ve bu olgularda RIF direncinin tespitinde bir tarama testi olarak ¢ok

onemli islev gorecegi ongoriilmektedir.

10. Bu yontem, bakteri canlilifini belirlemedigi i¢in TB hastalarinin tedavisinin

takibinde yararli olmayabilir.

11. Kiltir yontemlerinde, ornekte MTBC bakteri sayisinin fazla olmamasi,
dekontaminasyon-homojenizasyon islemlerinin bakterinin canliligina zarar vermesi
ve kontaminasyon gibi nedenlerle, MTBC varliginin gosterilememesi sebebiyle de,
MTB/RIF yonteminin konvansiyonel yontemleri tamamlayici bir nitelik tagidigi ve
her iki yaklasimin tek basmma tamida yeterli olamayacagi  seklinde

degerlendirilmektedir.
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