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OZET

Bu c¢alismada 280 klinik ornek Erlich Ziehl Neelsen boyama yontemi,
Lowenstein-Jensen, BACTEC 460TB ve TK MEDIUM Kkiiltiir yontemleri ile

incelemeye alinip tiiberkiiloz agisindan degerlendirilmistir.

Incelen 280 klinik &rnegin 41’inden (% 14,6) ¢alisilan yontemlerle pozitif
sonu¢ alinmistir. 41 pozitif bulunan 6rnekten 38 (%92,7) tanesi Erlich Ziehl
Neelsen yontemi ile 31 tanesi (%75,6) Lowenstein-Jensen, 23 tanesi (% 56,1)
BACTEC 460TB ve 21 tanesi (% 51,2) TK MEDIUM Kkiiltiir yontemleri ile

pozitif bulunmustur.

Uygulanan niasin identifikasyon testi ve NAP identifikasyon testi sonrasinda
41 susun 26 (%63,4) tanesinin M. tuberculosis kompleks, 15 (% 36,6) tanesinin
MOTT basilleri oldugu tanimlanmustir.

Izole edilen 26 M. tuberculosis susunun 13 (% 50) tanesinde ila¢ direncine
rastlanmazken kalan 13 susta {zoniazid’e direncli 1 (%7,69) sus, Etambutola
direncli 2 (%15,39) sus , Streptomisin’e direncli 1 (%7,69) sus bulunmustur. Iki
ilaca birden direngli sus sayist 5 (% 38,6) ve tiim ilaglara direncli sus sayis1 4 (%
30,77) olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler : M. Tuberculosis, Lowenstein-Jensen, BACTEC TB460,
TK MEDIUM, Major Ilag Direnci.
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SUMMARY

In this study 280 clinic specimens were investigated for assigment of tuberculosis
by Erlich Ziehl Nieelsen smear strain method, Lowenstein-Jensen, BACTEC
460TB ve TK MEDIUM culturel methods.

Fourty one of 280 clinic specimens (%14,6) were positive by these methods.
38 (% 92,7) of these specimens found by Erlich Ziehl Nieelsen smear strain
method, 31 (% 75,6) by Lowenstein-Jensen, 23 by (% 56,1) BACTEC 460TB
and 21 by (% 51,2) TK MEDIUM.

NAP identification and Niacin identification test was applied for
Mycobacterium strains. 26 (% 63,4) of 41 isolates were identified as M.
tuberculosis complex and 15 (%36,6) were as MOTT bacilli.

Thirteen (%50 ) of 26 isolated M. tuberculosis complex strains were not
resistant to any major drug. But 13 of these isolates were resistant to the
Isoiniazid, etambutol and streptomicin are 1 (% 7,69) strains, 2 (%15,39) strains
and 1 (% 7,69) strains respectively. There were 5 (% 38,6) strains resistant to two

of the drugs and 4 (% 30,77) strains were resistant to four of the drugs.

Key Words : M. tuberculosis, Lowenstein-Jensen, BACTEC TB460, TK
MEDIUM, Major Drug Resistant.
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1. GIRIS
1.1. Tarihge :

Tiberkiiloz, tan1 yontemlerindeki ilerlemelere ragmen, bugiin biitiin diinyada,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde, yaygin olarak bulunan yaklagik 10.000 yildir en
cok korkulan hastaliklar arasinda yer almaktadir. (1,2 ,3).

Olim avcist olarak diisiiniilen tiiberkiiloz basili insanlik tarihinin en akilli
diismanidir. Tiiberkiiloz hastaligi Dr. Robert Koch’un onu ortaya ¢ikardigi giine
kadar genetik kalitsal bir hastalik olarak diisiiniiliiyordu. Kendini belli etmesi bulasici
bir hastalik gibi olmasina ragmen kulucka devri diger bulasict hastaliklar kadar kisa
degildir. Hastaligin belirtilerini gostermesi yaklasik iki ay gibi bir zaman dilimine
ithtiyag gosterirken basili alan herkes hastalanmiyordu. Verem hastaliginin durumu
ozellikle alinan bakteri sayisina, viriilansina ve kisinin immiin sistemine baglidir.
Immiin sistemi zayif olan kisilerde hizl1 bir seyir gdstermektedir. Verem basilinin
yaptig1 hastalik bati iilkelerinde Tiiketim Hastaligi olarak da adlandirilmaktadir.
Ulkemizde de bu hastalifa Ince Hastalik, Teverriim, Zafiyet, Duman gibi isimler
verilmigtir. Diinyada Tiiberkiiloz epidemileri giiniimiizde oldugu gibi ¢ok eski
tarihlerde de cesitli dalgalanmalar gdstermistir. Milattan Once (M.O) 1500-750
yillart arasinda Nil vadisinde, 50-1500 arasinda Eski Yunanistan’da, 250-1500
arasinda Amerika’da, 1000-2000 yillar1 arasinda Avrupa’da yaygin olarak

goriilmiistiir (4).

M.O 466-377 yillar1 arasinda yasayan Hipokrat hastalarda siirekli zayiflama
oldugunu goézlemis ve hastalia “phthisis” adin1 vermistir. 16. ylizy1l sonlarinda
Silvius “tliberkiil” kelimesini kullanmistir. “Tuberculosis “ kelimesi ise 1834 yilinda
hastaligin tanisinin sadece semptomlara ve patolojik bulgulara dayandigi dénemde
kullanilmistir. Tiiberkiiloz iizerine en degerli ¢alismalar, 1781-1826 yillar1 arasinda
yasamis olan Rene Theophhile Hyanchinthe Laenec tarafindan yapilmistir. 1843°de
Klenke tiiberkiiloz konusunda ilk mikrobiyolojik c¢alismalar1 baslatmis ve
tiiberkiilozlu hastalarin balgamlarini tavsanlara enjekte ederek bu hayvanlarinda
tiiberkiiloza yakalandigini ispatlamistir. Bu olay sonucunda bu hastaligin bir canlidan
baska canlilara nakledilebilecegi yani bulasici oldugu birkez daha kanitlanmistir
(3,4).
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Bugiin tiiberkiiloz hastaliginin klinigi, patolojisi ve tanis1 hakkindaki bilgilerimizi
Laenec’e ait 183 olguya dayanan “Physthisier Granuleuses”, 164 olgu bulunduran
“Physthisier Tuberculeuses” isimli makaleleri ve “A Treatise on Diseases of the
chest and on Mediate Auscultation” isimli kitabina borgluyuz. Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis)‘in Verem hastaliginin sebebi oldugu 1843-1910
yillarinda yasamis olan Dr. Robert Koch tarafindan gosterilmistir.1882 yilinda
tilberkiilozdan o6len Heinrich Gilinther isimli hastanin akcigerinde bulunan
lezyonlarda basili gostermis bunu kiiltiirde liretmeyi basarmistir. Buldugu basile M.
tuberculosis adini vermis ve arastirmalarinin sonuglarini 1882 giinii Berlin Fizyoloji
Dernegi’nde sunmustur. Arastirmasinin sonucuna gore bakterinin ispatinda ii¢

noktay1 6nemli bulmustur. Bunlar ;
1) Hastanin bedenin de bulunan lezyonlarin gosterilmesi,
2) Buralardan alinan 6rneklerin kiiltiirde tiretilebilmesi,
3) Kaiiltiirde iiretilen bakterinin deney hayvaninda da ayni hastalig1 yapmasi.

Verem basilini bulan Koch tedavisinin gelistirilecek bir as1 ile yapilabilecegini
diistiniiyordu. Old tiiberkiilin denilen sivinin tedavi amaciyla kullanilmasi ve bunun
ilk neticeleri anlamliydi. Kullanilan tiiberkiilin bugilinki dozun 12.000 katiydi ve
hastada biiyiik yan etkiler yapmaktaydi. Nocard basili patatesli gliserinli ve safrali
besiyerinde tam 20 y1l 230 pasajlama ile tamamen etkisiz denebilecek hale getirerek
verem asisinin kesfetti. Bu asiya bulucular olan iki arastirmacinin isimlerine atfen

Bacille Calmette- Guarin (BCG) adi1 verilmistir.

18. yiizyilda Avrupa’daki tiiberkiiloz epidemisinden Osmanli Imparatorlugu’da
etkilenmistir. Ancak o donemde halk sagligina 6nem veren II. Abdulhamit’in padisah
olmasit Osmanlinin daha fazla zarar goérmesini Onlemistir. Sisli Etfal hastanesine
Verem pavyonu agmast ve Dr. Robert Koch’a ait buluglarin hemen uygulanmaya
baslanmasi bu donemde gerceklesmistir. Tiiberkiiloz basilinin balgamda boyanarak
gosterilmesi 1895 yilinda Istanbul’da olmustur. Verem Savas Derneklerinin
cekirdegi olan Veremle Miicadele Osmanli Cemiyeti kurulmus ve hastaligin
yayginhiginin saptanmasi amaci ile Istanbul ve Izmir’de kayitlar tutulmaya

baglanmistir (4).
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1944 yili sonrasi tedavide etkili ilaglarin bulunmasi ile tiiberkiiloz morbiditesi ve
mortalitesinde bir diislis goriilmiistiir, bu azalmanin verdigi timitle ABD’de 2010
yilina kadar tiiberkiilozun yok edilmesine yonelik programlar bile hazirlanmistir.
1985 yilinda bu azalma durmus ve HIV’in yayginlagsmasi ile birlikte insidansinda

%12’lik bir artig olusturmustur.

Mortalite oran1 1945'de yilizbinde 262; 1960'da ylizbinde 55 ve 1982'de yiizbinde
8 olarak tespit edilmistir. 1950'11 yillarda 6liim nedenleri iginde ilk siray1 tiiberkiiloz
alirken giinlimiizde 9. siraya dismiistiir. Hastalarin sosyo-ekonomik durumlari
hastalik prevelansim1 etkilemektedir. Bu nedenle bolgeler arast farkliliklar
gostermektedir. Ege Bolgesi'nde tiiberkiiloz prevalansi binde 1.86 olmasina karsin

Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde binde 7.44' diir (1,5,6).

Son yillarda ¢ogul direngli (Multidrug-Resistant = MDR) M.tuberculosis
suslarinin artmasi tedavide onemli bir sorun olusturmaktadir. Bu suslar temel 4’li
ilag tedavisinde kullanilan antitiiberkiiloz ilaglar olan rifampin ve isoniasid'e
direnclidir. Bu ikisine ek olarak diger antitiiberkiiloz ilaclara da direng gelisebilir. Bu
durum hastaligin kontrol altina alinmasi i¢in tiiberkiiloz olgularinin hizli bir sekilde
tanimlanmasi ve tedaviye miimkiin oldugu kadar kisa siirede baslanmasi gerekliligini

gostermistir (5,7).

Tiberkiiloz tamisinda kullanilan konvansiyonel yontemlere ilave olarak, kisa
stirede Kkiiltiirlerden sonu¢ almayr amaglayan yeni yontemler gelistirilmistir.
Bunlardan birisi olan BACTEC TB460 sistemi ile mikobakterilerin izolasyonu,
identifikasyonu ve ilag duyarliliklar1 diger konvansiyonel yontemlere gore iki-ii¢
hafta daha erken yapilabilmekte ve kisa siirede uygun ve etkili tedaviye

baslanabilmektedir (8).

Bu sistemlerin yan1 sira alternatif izolasyon, identifikasyon ve ilag
duyarhiliklarin1 saptayan sistemlerin gelistirilmesine c¢alisilmaktadir. Bunlardan
bazilari; Myco-ESP, MB/Bact T, BACTEC 9000 MB, BACTEC Mycobacterium
Growth Indicator Tube (MGIT) 960°dir. Bu sistemler tani i¢in gelistirilmis ve

gelistirimeye calisilan tam otomatize kiiltiir sistemleridir (1,2,8).

Bu calismada konvansiyonel olarak Afyon bdlgesinde saptanan tiiberkiiloz

olgularinin Lowenstein-Jensen (L-J), BACTEC TB460 ve TK MEDIUM yontemleri
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ile saptanip dért major ilaca kars1 direnglerinin belirlenmesi amaglanmistir. izole
edilen M. tuberculosis kompleks suslarinin tedavide kullanilan primer antitiiberkiiloz

ilaglara duyarligi incelenmistir.
1.2 - Siniflandirma :

Actinomycetales takimma ait Mycobacteriaceae ailesinin  bir cinsi olan
Mycobacterium'lar  (mikobakteriler), Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology-1986'da Actinomycetes ve benzeri mikroorganizmalarla birlikte
gruplandirilmistir.Mikobakteriler yiiksek oranda G+C igermeleri ve baz1 diger ortak
ozellikleri olan Corynebacteriae ve Nocardia'lar da ayni gruba dahil edilmistir.
Mikobakterilere ait siniflandirma asagida Tablo 1’deki gibidir (3,8,9).

Tablo 1: Mikobakterilerin Siniflandirilmasi (9)

Alem Prokaryot (Bakteri)
Bolim Firmicutes

Sif Actinobacteria

Takim Actinomycelates

Aile Mycobacteriaceae

Genus Mycobacterium

Tiir M. tuberculosis - M.bovis

Insanlarda enfeksiyon etkeni olarak izole edilen M. tuberculosis ve M. bovis
disinda saprofit olarak bir¢ok mikobakteri tiirii bulunmaktadir. 1959 yilinda Runyon
bu iki mikobakteri disinda izole edilmis diger mikobakteriler i¢in bir siiflandirma

yapmigtir.

e Grup I: Sadece 1s1kta sari-portakal rengi pigment olusturan foto kromojenik

mikobakterileri (M.kansasii, M.marinum, M.simiae).

e Grup II: Karanlikta portakal rengi veya kirmizi pigment olusturan

skotokromojenik mikobakterileri. (M.scrofulaceum,M.xenopi, M.gordonae).

e Grup III: Nonfotokromojenik, yavag lireyen, S seklinde ve krem rengi

kolonileri olan mikobakterileri (M.avium-intracellulare).

o Grup IV: 25 veya 37 OC iiremeleri icin bir haftadan daha az bir siireye

gereksinim duyan ¢abuk iireyen mikobakterileri (M.fortuitum-chelonae
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kompleks) igermektedir. Runyon simiflamasinin esasi; pigmentasyon, koloni

morfolojisi ve lireme hizina dayanmaktadir (Tablo 2) (3,8).

Tablo 2: Runyon'a gére mikobakterilerin siniflandirilmasi

Mikobakteriler Klinik Onemi Pigmentasyon Ureme Hiz1
Siniflandirilamayan
Mikobakteriler
M. leprea Patojen In-vitro olarak
iretilememistir.
M. tuberculosis Patojen Pigmentsiz Yavas
M. bovis Patojen Pigmentsiz Yavas
M. ulserans Patojen Pigmentsiz Yavas
Runyon Grup | Genellikle Fotokromojen Yavas
M. kansasii Patojen
M. marinum Genel!lkle Fotokromojen Orta
Patojen
M.simiae Genellikle
Patojen Fotokromojen Yavas
Runyon Grup |1
M. scrofloceum Nadiren Patojen Skotokromojen Yavas
M.szulgai Patojen Skotokromojen Yavas
M. xenopi Nadiren Patojen Skotokromojen Yavas
M. gordonae Non-Patojen Skotokromojen Yavas
M. flavescens Non-Patojen Skotokromojen Orta
Runyon Grup 111
M. avium-intraceluulare Genellikle Pigmentsiz Yavag
Patojen
Runyon Grup IV
M. fortuitum Nadiren Patojen Pigmentsiz Cabuk
M. chelonea Nadiren Patojen Pigmentsiz Cabuk

Runyon gruplandirmasinda 1, II, III ve IV. gruplar "atipik mikobakteriler"
olarak adlandirilmissa da son yillarda bu tiirlerin atipik olmadiklar1 kabul edilmis ve
bu grup i¢in "MOTT (Mycobacteria other than tuberculosis)"veya "non-tuberculosis

mycobacteria" terimlerinin kullanilmasinin uygun olacagi bildirilmis, ancak bu
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terimlerin de mikobakteri tiirlerini tanimlamada yetersiz kaldig1 gortiilmistiir. Klinik
acidan onemli c¢esitli mikobakteri tiirlerinin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavileri
farkl1 oldugu icin tiim mikokterilerin tiir adlar ile belirtilmeleri gerekmektedir. Tablo

3, M.tuberculosis disindaki mikobakterileri gostermektedir (8).

Tablo 3: M.tuberculosis disindaki mikobakteriler (8).

Grup Tir

Insanlarda Patojen Olan Tiirler M. leprae

Insanlarda Potansiyel Patojen Olan Tiirler M. avium-intracellulare, M. Kansaii, M.
fortiutum, M. scrofloceum, M. xenopi, M.
szulgai, M. malmoense, M. simiae, M.
marinum, M. ulcerans, M. haemophilum

insanlarda Nadiren Hastalik Olusturan
Saprofit Mikobakteriler

Yavas Ureyenler (>7 Giin) M. gordonea, M. asiaticum, M. gastri, M.
nonchromogenicum, M. paratuberculosis

Orta Siirede Ureyenler (~7-10 Giin) M. flavescens

Cabuk Ureyenler (>7 Giin) M. termoresistibile, M. smegématis, M.

vaccae, M. parafortuitum kompleks, M. phlei

Wayne ve Sramek ise M.tuberculosisin dogada yaygin olarak
bulunduklarindan  "firsatg1t  patojenler"  olarak  diisliniilmeleri  gerektigini
savunmaktadirlar. Bu nedenle bu mikobakteriler i¢in bugiin gegerli olan "potansiyel

patojen ¢evresel mikobakteriler" (PPEM) teriminin kullanilmasi 6nerilmektedir (10).

M. tuberculosis ve M .bovis’inde i¢inde bulundugu bir baska siniflandirma
modelinde ise genellikle insanlardan izole edilen mikobakteriler dort grupta

toplanmistir.
1. Sadece insanlarda enfeksiyon olusturan zorunlu patojenler,

2. Hayvanlarda veya c¢evrede bulunan, fakat insanlarda da enfeksiyon

olusturduklari bildirilen fakiiltatif patojenler

3. Cevrede bulunan, fakat insanlarda da enfeksiyon olusturduklar1 bildirilen

potansiyel "firsat¢1" patojenler,

4. Cevrede bulunan, fakat insanlarda enfeksiyon olusturmayan saprofit tiirler (3)
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1.3 - Mikobakterilerin Genel Ozellikleri Hiicre ve Hiicre Duvar Yapisi :

Mikobakterilerin Genel Ozellikleri Hiicre Yapisi : Mikobakteriler 1-14 pm
boyunda, 0,3-0,6 um eninde hareketsiz, aerop, sporsuz, kapsiilsiiz bazen hafif kivrik
sekilde bulunan basillerdir. Tiirler morfolojik olarak birbirlerinden ayrilirlar. Hiicre
duvarlarinin fazla miktarda lipid igermesi bu basillere hidrofobik, direngli ve
dayanikli olma ozelligini kazandirir. Mikobakteriler Gram, Giemsa gibi rutin
bakteriyolojik boyalar ile boyanmazlar. Ozel boyalar ve boyanma yontemleri ile
boyandiklar1 zaman boyayi asit alkolle yikandiklarinda bile birakmazlar. Bu sebebten
aside direngli bakteriler denilir. Bu 6zelligini hiicre duvarindaki mikolik asit lipid
bandi kazandirir. Bu aside direngli olma O6zellikleri laboratuvar tanisinda kullanilan

en 6nemli 6zellikleridir (1,3,8,11,12).

Mikobakterilerin Hiicre Duvari1 ve Yapis1 : Mikobakteriler, Gram pozitif
ve gram negatif bakterilerin hiicre duvar yapisindan farli bir hiicre duvarina sahiptir.
En i¢te Plazma membran onun iizerinde orta tabakanin koru ve duvarin bel kemigi
olan pepdidoglikan arabinogalaktan (AGP)’in mikolik asit esterlerinden olusan
mycolylarabinogalaktan peptidogalaktan (MAGP) bulunur. Mikolik asitler haricinde
cok sayida polar ve apolar nonkovalent bag igeren lipid ve glikolipidler hiicre duvar
yapisinda yer alirlar. En dista bulunan tabaka ise polisakkarit, protein ve lipid
icermektedir. Ayrica Gram negatiflerde bulunan porin proteinleride bulunmaktadir .

Bu hiicre duvar yapis1 asagida Sekil 1°de gosterilmistir (1,9,11,13).

3 Pelipeptidler Mikolik Asitler
L N,
DERAD s Serhest Lipidler qj i'_
% ] | D-Arabinoz ve
X;\' Arabinogalalktan ] | D-Galaktoz
” Mikolat Tahakas | N-Asetil Glukozamin ve

-
N-Asetil Muramik Asit
Peptidoglian U u a € *

Tebalna D-Clutamik Asit
e i k Lve D- Alanin
Sitoplazmik i
Membran g =~

Sekil 1: Mikobakterilerin Hiicre Duvar Tabaka Yapis1 (11).
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A) Lipidler : Mikobakteriler normal bakterilerin igerdikleri lipdlerden farkli
daha spesifik ve karmasik yapili lipidler igermektedirler. Baslicalart mikolik
asit, balmumu (waxes D), 6,6-dimikolat- a-D trehaloz (kord faktor),

fosfolipidler,glikolipidler, lipoglikan, lipoprotein ve sulfolipidlerdir.

Balmumu (Waxes D) : Pepdidoglikan yapisindadir. M. tuberculosis’ten elde
edilip verilmesi halinde yapisinda bulunan N-asetil muramildipeptid nedeni ile
hiicresel immiin yanit olusumu, antikor yapiminda ve interferon yapimini

indiikleyen adjuvan etki gosteren bir maddedir (1,3,14).

Kord Faktorii (6,6'-dimikolat- o-D trehaloz ): Viriilan olan tiiberkiiloz
suslarinda rastlanmaktadir. Kord faktorii mikolik asitlerin trehaloz gibi sekerlere
baglanmasi ile olugmaktadir. Kord faktorii konak hiicrenin mitokondri
membranina tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyon mekanizmasinda
hasara neden olurlar. Makrofaj stimiilasyonunu, savunma sistemini harekete
gecirme ve granulom olusturma yetenegine sahiptirler. Antitiimdr 6zelligi vardir

(13,14)

Siilfatidler : Kord faktoriiniin toksisitesini arttirmanin yaninda Lizozom fagazom
birlesmesini engelleyerek basilin konak tarafindan parcalanip yok edilmesini

Onlerler.

Fosfolipidler : Sitoplazmik membrana bagh fosfatidik asit yapisinda

maddelerdir. Peptidoglikan ve polisakkarid sentezinde rol oynarlar.

Lipooligosakkaritler ~O6nemli birer yiizey antijenlerinin  epitoplarim
olustururken lipoglikanlar uzun zincirli yag asitlerinin sentezlenebilmesi igin

lipid tasiyict olarak gorev yaparlar (8).

B) Proteinler : En 6nemli islevleri duvar polimerlerinin sentezinde rol almak,
atik maddelerin hiicre duvarindan gegmesini saglamak, porlar1 olusturmak ve
basile antijenik 6zellik kazandirmakdir. Proteinler bulunduklar yer, gorevleri,
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore baslica 6 grupta siiflandirilir. (Sekil

2) (3,6).
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1. Membran ile iliskili Proteinler

2. Peptidoglikan ile liskili Proteinler
3. Dais Hiicre Duvar Proteinleri

4. Sitoplazmik Proteinler

5. Is1 Sok Proteinleri (hsp)

6. Salinan Proteinler

hsp

O

Saliman
O _}Pmtei.nler
O

O

O

CeCUCTCReE
o

¢,

H I
Dis Hiicre Duvar Proteinleri

&

Membran ile Dliskili

Sekil 2 : M. tuberculosis’in Onemli Proteinleri (3).

C) Polisakkaritler : Erken asir1 duyarlilik reaksiyonu baslatirlar ve hasta serumu
ile etkileserek antijenik Ozellik gosterdikleri bildirilmistir. Konak hiicre

makrofajlarindan TNF-& salinimini arttirirlar (3,6).
1.4- Antijenik Yap1

Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler gibi mikobakteriler’de bir¢ok antijen ve
antijenik determinanta sahiptirler. Basil yapisinda bulunan protein, lipid ve
polisakkarit gibi komponentlerin tiimii immunojeniktir. Bu komponentler immiin
sistemi baskilarken bunun yaninda granulom olusumuna yol agma, makrofajlar
aktive etme, konak¢1 toksitesi olusturma ve adjuvan etkisi yapma gibi 6zellikleri de

biinyelerinde bulundurmaktadirlar. Protein anahtar immunojen olarak kabul edilir

(8,12).

Polisakkaritler mikobakterilerin en biiyiik antijenik kisimlaridir. Arabinoz,
mannoz ve galaktoz tastyan polisakkarit I molekiilleri gecikmis tip asirt duyarlilik

olustururken, Polisakkarit II molekiilleri asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturmazlar
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ama serolojik olarak aktif durumdadirlar. Hiicre duvar1 bu polisakkaritlerin temel

kaynagi olarak gosterilmektedir (1,8,12).

Old Tuberkiilin (OT) : Ik kez Koch tarafindan elde edilmistir. Old Tuberkiilin’in
enfekte kisilerde basille hi¢ karsilasmamis kisilere oranla daha hizli reaksiyon
olusturdugu gozlenmistir. Yapisindaki karbonhidrat, protein ve iiretildigi besiyerine

ait maddeler nedeni ile 6zgiil olmayan reaksiyonlarin da gelistigi gozlenmektedir.(1)

Saflastirilmis Protein Tiirevi (Prufied Protein Derivative=PPD) : Old
Tiberkiilin’in  kollodyen membrandan siiziilmesi ve amonyum siilfatla ile
coktiiriilmesi sonucu elde edilmis old tiiberkiilin’e gore daha saf bir
tiriindiir. Yapisinin daha saf ve daha uygun proteinlere sahip olmasi nedeniyle 6zgiil
olmayan reaksiyonlara daha az rastlanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 0,1 ml
soliisyonda 5 tiiberkiilin Unitesi (TU) dozunda PPD, veya 0,0001 mgr standart
(PPD-S) bulunmasint tavsiye etmektedir. Giinlimiizde hala tam olarak
saflagtirllmamis olmasi ve bazi ¢apraz reaksiyonlara girmesine karsilik PPD immiin

tanisal Onemini hala korumaktadir.

Saflastirilmis Antijenler : Saf mikobakteriyel antijenler icinde en ¢ok goz Oniine
gelen ve dikkat ¢ekeni 65 kD antijenidir. Yiiksek oranda immiinojeniktir ve 1s1 sok
proteinleri ile baglantili oldugu sanilmaktadir. Konak dokularda salininca otoimmiin
reaksiyona ve kazeifikasyon nekrozuna yol actigi gosterilmistir. Bu antijene karsi

olusmus antikorlar ile duyarli T hiicre varlig: ispatlanmistir (1,8).

1-5 -Tiiberkiilin Deri Testi :

Tiiberkiiloz hastaligina kars1 gelisen asir1 duyarlik reaksiyonunun belirlenmesinde tiiberkiilin deri deneyi kullanilmaktadir.
Bu deneyde kullanilan tiiberkiilin, tiiberkiiloz bakterilerinin yogunlastirilmig bir kiiltiir filtratidir. M.tuberculosis, M.bovis'in
s1v1 besiyerlerinde, 37 °C’de, 6-8 hafta siire ile iiretilmesi, kiiltiiriin yarim saat akim halindeki buhar ile 6ldiiriilmesi,
hacminin 1/10’u kalincaya kadar 70°C’de yogunlastirildiktan sonra filtreden gegirilmesi ile elde edilir. Bu preparata eski
tiiberkiilin (Old Tuberculin = OT) ad1 verilmistir. Tiiberkiilinin i¢inde aktif tiiberkiiloz proteinlere ilave olarak, tiiberkiiloz
bakterilerinin ¢esitli komponentleri ve tiretildikleri besiyerine ait maddeler de bulunur.

Robert Koch 1890°da bu ekstreyi elde ettikten sonra ilk yillarda tedavi
amaciyla kullanabilecegini ileri silirmiis, ancak daha sonraki yillarda basarisiz
sonuglar alindigindan bu uygulamayi terk etmistir. R. Koch’dan sonra 1934 yilinda
F.Seibert eski tiiberkiilini daha saf standart hale getirip PPD (Purified Protein
Derivatives) olarak kullanmaya baslamistir. 1941 yilinda standart PPD (PPD-S)

gelistirilmistir ve DSO tarafindan kullanilmaya baglanmistir.
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Tiiberkiilin duyarliginin arastirilmasinda bugiin en ¢ok kullanilan ve giivenilir

yontem, Mantoux testi (intrakiitan test)’dir.

Deneyin Uygulamis1 : Alkolle cilt temizligi yapildiktan sonra ©6n kolun o6n
kismina tiiberkiilin enjektorii ve 26-27 kalibreli platin veya gelik igne ile 0.1 ml 5
TU PPD intradermal olarak enjekte edilir. Dogru olarak uygulanmis bir
enjeksiyonda, deride 6-10 ml lik bir kabarti olusmasi gerekmektedir. Bu kabartinin
olusmamasi tiiberkiilinin deri i¢ine degil, deri altina verildigini gosterir ve dogru bir
uygulama degildir. Deney ¢ocuklara veya okiiler tutulumdan siiphelenilen hastalara
uygulanirken 1 TU PPD kullanilmalidir. 5 TU PPD ile negatif sonu¢ alindiginda,
hastalarin sadece immiinolojik durumlarint degerlendirmek i¢in 250 TU’lik doz

kullanilmalidir.

Deneyin Okunmasi ve Degerlendirilmesi : Tiiberkiilin deneyinin okunmasi,
enjeksiyondan sonraki 48. ve 72. saatlerde yapilir.Eritem onemli olmayip, asil

onemli olan dl¢limii saptanabilen endiirasyonun capidir.

10 mm veya daha fazla endiirasyon pozitif, 5 mm’den biiyiik, fakat 10
mm’den kiiciik endiirasyon diger mikobakteriyel enfeksiyonlara bagh
olabileceginden siipheli, endiirasyon olmadan sadece eritem veya 5 mm’den kiigiik

endiirasyon negatif olarak kabul edilir.

Tiiberkiiloz bakterileri ile hi¢ temas etmemis kisilerde tiiberkiilin deneyleri
negatif sonu¢ verir. Deneyin pozitif ¢ikmasi, kisinin daha once bir tiiberkiiloz
enfeksiyonu geg¢irdigini, halen tiiberkiilozlu oldugunu veya asilanmis oldugunu

gosterir.

Daha once tiiberkiiloz ge¢irmis bir kiside, negatif olan tliberkiilin testi, ayni
kola yaklagik 1 hafta i¢inde yapilan yeni bir testle pozitif bulunabilir. Buna "Booster

etkisi" denir. 55 yasin tizerindeki kisiler arasinda daha sik goriiliir (3,15).

Mantoux testi disinda, heaf testi, tine testi ve mono-vacc testi gibi multipl
ponksiyon testleri de vardir. Heaf testinin 6zellikle kitle taramalari igin uygun oldugu
bildirilmistir. Tiiberkiilin deneylerinin degerlendirilmesinde iizerinde durulmasi
gereken onemli bir nokta, yalanci negatifliSe sebep olan olaylardir, ve dort grupta

toplanirlar (3).
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1. Testin yapildig1 kisiye bagl faktorler

2. Kullanilan tiiberkiiline bagl faktorler

3. Testin uygulama yontemine bagh faktorler

4. Testin okunma ve kaydina bagli faktorler
1.6 - Patagonez :

Tuberkiiloz hastaligi M. tuberculosis basili tarafindan meydana gelir. Tiberkiiloz
hastasindan hava araciligi ile saglam kisiye bulasir. En bulastiric1 hastalar balgam
mikroskobisinde Aside Resistan Boyama (ARB) pozitif olan akciger
tiiberkiilozlulardir.Hasta ile yakin ve uzun siireli temas1 fazla olan bireylerde bulag
riski daha fazladir (16,17). Bulas sonrasi infeksiyon olusup olusmamasi veya hastalik
meydana gelip gelmemesi konagin direnci ile bakteriyel virulans arasindaki iligkiye
baglidir. Aktif tiiberkiilozlu kisiler ¢evreye, icinde degisik sayilarda basil bulunan
damlacik sacarlar. Saglikli kisiler tarafindan solunan bu damlaciklarin biiyiik olanlar
burun ve brons ylizeyindeki silialar tarafindan tutulurken, iginde 1-3 basil bulunan
kiigiik partikiiller kolaylikla alveollere ulasir ve alveoler makrofajlarca fagosite

edilirler.

Mikobakteri tagiyan fagozum ¢ogunlukla lizozom ile birlesmez ve fagozomun
pH's1, proton-ATPaz vezikiillerinin dislanmasi nedeni ile daha fazla asidifiye
olmaksizin 6.5 dolayinda kalir. Bu mikobakterinin yasamasi i¢in uygun pH'dir.
Ayrica mikobakterinin duvar yapisinda yer alan komponentler, bakterinin, kendisini
konagin immiin saldirisina karst korunmasinda onemli rol oynamaktadir (18).
Makrofaj aktivitesi yetersiz kalirsa basil, hiicre i¢inde ¢ogalmaya baslar. Ikiye
boliinme siiresi uzun oldugundan makrofaj icinde yavas bir sekilde cogalan
M.tuberculosis, akcigerde vazodilatasyon, 6dem, polimorfniiveli 16kosit ve fibrindz

eksuda ile karakterize erken konak cevabina neden olur (3,16,17).

Konakta, basillerin belli bir sayiya ulagsmasi ve hiicresel immiin cevabin ortaya
cikmasina kadar 3-8 haftalik bir siire gecer. Hiicresel immiin cevap ile birlikte aktive
olan T-Ienfositler ve makrofajlar basilleri ¢evreleyerek, nonspesifik konak cevabinin
bir gostergesi olan graniilamatéz inflamasyon gelisimine yol agarlar. CD4 T

hiicrelerinden saliman IFN v ile lenfokinler, makrofaj ve monositleri aktive eder.
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Monositlerden kdken alan doku makrofajlari epiteloid hiicrelere, bunlarda birleserek
cok nukleuslu dev hiicrelere doniisiir. Aktive makrofajlar fagozom i¢indeki basilleri
superoksit anyon, radikal hidroksil ve hidrojen peroksit gibi serbest radikaller ile
oldiirtir. Bakteri endozomal kompartimanda islenerek MHC Klas IT molekiilleri ile
birlestikten sonra makrofajin yilizeyine yapisir (19). Mikobakteriyel hiicresel cevapta
dominant olan T lenfositlerinin %901 & ve P zincirinden olusan reseptorleri ile
antijeni taniyarak aktif hale geger. Makrofajlar tarafindan fagosite edilen, ancak
oldiirtilemeyen bakteriler MHC Klas I molekiilleri ile birlesip CD8 T lenfositlerine
sunulur. Ancak tiiberkiiloz basilleri ile meydana gelen infeksiyonlarda aktivite CD8

T hiicrelerinin rolii, heniiz kesin olarak anlasilamamustir (1,8,18).

Hiicresel immiinite ve gecikmis tip hipersensitivite T hiicreleri ile olusur. Her
ikisinde de ayni immiinolojik mekanizma s6z konusudur. Hiicresel immiinite
infeksiyon ajanin1 Oldiirmeyle ilgilidir. Gecikmis tip hipersensitivite konak
organizmanin infeksiyona verdigi immiinolojik bir cevaptir. Gecikmis tip
hipersensitivite olustugunda lenfositlerden agiga c¢ikan lenfokinler sadece basilleri
oldiirmekle kalmaz graniilomun merkezinde bulunan nekrotik dokularda pihtilasma
mekanizmasini harekete gecirip, kan damarlarinda iskemi ve tromboza neden olur.
Sonugta doku yikimi meydana gelir. Lezyon bolgesindeki aktive makrofajlara ait
proteinaz, lipaz, endoniikleaz gibi enzimler graniillomun ortasinda bulunan kazeomu
eritir ve likefaksiyona yol agar. Likefiye kazeomun bronsa agilmasi ile kavitasyon

olusur (3,8,20).

Primer tiiberkiiloz, bireyin tiiberkiiloz bakterileriyle ilk defa enfekte olmasidir.
Hafif seyirli ve asemptomatik seyreder (3). Solunum yoluyla alinan tiiberkiiloz
basilleri genellikle alt loblarda ve plevra altinda yerlesirler. Ilk yerlesim yerinde
toplanmakta olan makrofajlar epiteloid hiicrelere dontisiir. Bunlar birleserek langhans
tipt dev hiicreleri olustururlar, etratlar1 lenfositlerle gevrilir ve graniilom meydana
gelir. Bu yapiya Ghon odagi denir. Bolgesel lenf bezlerine yayilan basiller burada da
ayni graniilomatdz olaya neden olur. Akcigerdeki primer periferik lezyon ve
beraberinde biiylimiis lenf bezlerine "Ghon kompleksi veya primer kompleks™ denir.
Genellikle asemptomatiktir. Bolgesel lenf bezlerindeki basiller kan yoluyla viicuda
yayilabilir ve menenjit, miliyer tiiberkiiloz gibi hastaligin agir sekilleri ortaya

cikabilir (8,21).



24

Sekonder tiiberkiiloz (reinfeksiyon tiiberkiilozu, eriskin tiiberkiilozu), dnceden
primer infeksiyon gecirmis bir kiside tiiberkiilozun reaktive olmasiyla olusur.
Cogunlukla erigskinde goriilmesi, baslangi¢ lezyonlarmin {ist zonlara yerlesmesi,
brons yolu ile yayilmasi, hiler lenfadenopatinin nadir goriilmesi ve spontan

iyilesmenin nadir olmasiyla primer tiiberkiilozdan ayrilir.
Eriskin akciger tiiberkiilozu ii¢ sekilde ortaya ¢ikar:

1. Endojen reenfeksiyon : Enfeksiyona karsi direncin azaldigi enfeksiyonu
kolaylastirict durumlar varliginda primer lezyon ve 6zellikle lenf bezlerinde canli

kalmis bakterilerin yayilmasi ile meydana gelebilir.

2. Primer tiiberkiiloz enfeksiyonunun ilerlemesi : Primer enfeksiyonda meydana
gelen lezyonlar iyilesme gostermez, bolgesel olarak ilerler, kavern meydana gelir ve
sonugta sekonder tiiberkiiloz gelisir. Ozellikle ergenlik ¢agindan sonra primer
tiiberkiiloz olanlarda goriilir. Bazi olgularda aktif primer lezyondan bronkojen,
hematojen veya lenfojen yayilimlar meydana gelerek akciger veya akciger disinda

tiiberkiiloz hastalig1 gelisebilir.

3. Eksojen reenfeksiyon : Primer tiiberkiiloz ge¢irmis bir kisi (veya primer lezyon

aktif durumda iken) disaridan tekrar tiiberkiiloz bakterilerini almasiyla meydana gelir

(1,3,8).
Tiiberkiiloz enfeksiyon genelde 2 tip lezyon meydana getirir.

1. Eksiidatif tip: Odem s1visi, polimorf niiveli 16kositler, ve daha sonra tiiberkiiloz
bakterilerinin ¢evresinde monositlerle akut iltihabi reaksiyonu igerir. Bu tip, 6zellikle
akciger dokusunda goriiliir. Tim eksiida absorbe oldugu i¢in lezyon iyilesebilir, doku
nekrozu olusabilir veya ikinci tip (prodiiktif) lezyon gelisebilir. Eksiidatif faz

boyunca tiiberkiilin deri deneyi pozitiftir.
2. Prodiiktif tip : Gelistiginde husule gelen graniiloma 3 bdlge icerir:

a) Tiberkiiloz bakterilerini igeren multiniikleer dev hiicreler veya Langhans

hiicrelerinden olusan genis bir merkez bdlge,
b) Genellikle radyal olarak yerlesmis epiteloid hiicrelerden olugsmus orta bolge,

c) Fibroblastlar, lenfositler ve monositlerden olugsmus periferik bolge.
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Lezyonun bulundugu yerde periferal fibroz doku geliserek merkez bolgede
kazedz nekroz olusur. Bu tip lezyonlara "tiiberkiil" adi verilir. Kazedz tiiberkiil bir
brons i¢ine dogru gelisirse, icerigini buraya bosaltir ve kavite olusur, buna "kavern"

ad1 verilir. Daha sonra kalsifikasyon veya fibrinlesme ile iyilesebilir (3,24).

Kavitesi bulunan tiiberkiilozlu bir hastanin solunum yolundan kaynaklanan
damlacik ¢ekirdegini, solunum yoluyla alan duyarli birey enfeksiyonun baglamasi
icin uygun konaktir. 1-5 um ¢apindaki damlacik c¢ekirdegi {ist solunum yollarmin
korunma etkisinden kurtularak alveollere dogru ilerler. Buradan akcigerlerin alt

kisimlarina taginir. Bu damlacik ¢ekirdekleri 1-3 mikobakteri igerir.

Alveollere kadar ulasan mikobakteriler burada alveol makrofajlar1 tarafindan
tutulur. Tutulan bakteriler ya makrofajlar tarafindan yok edilir, ya da yaklasik {i¢
giinden sonra yavas olarak ¢ogalmaya baglar. Bu gecikmenin nedeni besin
maddelerinin hiicre duvarindan (6zellikle balmumu yapisindaki maddelerden) kolay
gecememesidir. Makrofaj iginde ¢ogalan bakteriler, ilk tuttuklari alveolar fagositi
oldiriir; agiga ¢ikan bakteriler, diger makrofajlar tarafindan tutulur ve kan
damarlarindan gelen monositler de alveollerde toplanir. Bu mekanizma sonucunda
iltihap olusumu baslar. Bu olay yavas olarak ilerler, lokal lezyon genisler ve yaklasik
iki hafta. sonra bakteriler lenf kanallar1 yoluyla lenf nodiillerine tasinir. (lenfojen
yayilim). Burada 6nce T-helper hiicreleri yogundur, T-helperlerin de yardimiyla
immiin yanit baglar. Lenf nodiillerindeki yerlesik makrofajlar bakterileri fagosite
ederler, ancak bakteriler de hiicre i¢inde gogalmaya devam ederler. Birkag giin sonra
bakteriler lenf nodiillerini terk ederek lenfatikler ve torasik kanal yoluyla kan
dolagimina girerler. Kan yolu ile tiim viicuda yayilirlar (hematojen yayilim),
dokularda makrofajlar tarafindan sindirilme ve ¢ogalma isi siirer, ayrica uygun bir
yerde lokalizasyon gerceklesir. Enfeksiyondan yaklasik 2-10 hafta sonra hiicresel
yanit olusur. Lenf nodiillerinden ve dalaktan kaynaklanan duyarli lenfositler,

enfeksiyon bolgesine go¢ ederler ve kiiglik lezyonlar olustururlar.

Mikobakteriyel antijenlere karsi olusan duyarli lenfositler ve spesifik
antijenlerin iliskisi sonucunda lenfokinler salgilanir. Makrofajlarin ortama
cekilmesiyle kazedz nekroz olusumu baslar. Aktive edilmis makrofajlarin antijene

baglanmas1 ve oksijensizlik etkisi ile mikobakteriler yok edilir. Ancak akcigerlerin
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apikal veya subapikal bolgeleri, bobrekler ve uzun kemiklerin biiyiiyen uglari
(¢ocuklarda) yiiksek miktarda oksijen bulundurmaktadir. Tiiberkiiloz etkeni kesin
aeroptur ve bu bolgelere yerlesme olanagi bulmus mikobakteriler yavas olarak
irerler ve dormant hale gegerler.Buraya kadar olan olaylar tiiberkiiloz
enfeksiyonunun olugumuna aittir. Ancak semptomlar yoktur; bu nedenle tiiberkiiloz

hastalig1 s6z konusu degildir.

Dokuda, 6zellikle lenf nodiillerinde mikobakteriler kiiciik graniilomlar i¢inde
bulunurlar ve graniilom olusumu kord faktoriine baghdir. Tiiberkiiloz
enfeksiyonunun baslamasindan yaklasik 15 giin sonra tiiberkiilin reaksiyonunun
negatifden pozitife doniisii kalsifikasyon odagi olusur, bu kalsifiye olmus primer
lezyonlara "primer kompleks" veya "Ghon kompleksi" denir. Akcigerlerin apikal
veya subapikal bolgelerinde kalsifikasyon olsa bile radyolojik incelemede

anormallikler saptanabilir. Bunlara "Simon's odagi" adi verilir.

Baska bir enfeksiyon veya bagka bir hastaligin tedavisi nedeniyle hiicresel
bagisiklik gecici olarak baskilanir. Aktif makrofajlarin yapimi durur ve apikal
bolgede dormant halde bulunan mikobakteriler ¢ogalmaya baslayarak birkag haftada
oldukg¢a yiiksek bir sayiya ulasirlar. Daha sonra hiicresel bagisiklik yaniti tekrar
basladiginda, duyarli lenfositler lezyon bdlgesine tasinmaya baglar, lenfokinler
salinir ve makrofajlar tekrar aktive edilir. Kaze6z nekroz yayginlasir, makrofajlardan
¢ikan proteinaz, lipaz, niikleaz gibi enzimlerin aktivasyonu sonucu lezyonda
degisiklikler olur ve kazedz yap1 yumusar. Bu mikobakteriler i¢in olduk¢a uygun bir
ortamdir ve ¢ogalma hizlanir, daha fazla lenfosit ve daha fazla lenfokin aciga ¢ikar,
boylece lezyon genisler. Bu lezyon bir brons icine dogru gelisirse igerigini buraya
bosaltir, hastada Oksiiriik ve balgam ¢ikarma gibi belirtiler olusur. Bu olay akcigerde
bir kavite olusumuna yol agar. Kavitenin i¢ yiiziinde kalan mikobakteriler cogalmaya
devam eder. Buna bagl olarak ates, oksiiriik, halsizlik gibi tiiberkiiloz hastaliginin

semptomlari ortaya ¢ikar.

Makrofajlarin aktive edilmeleri sonucunda lizozomal enzimler, metabolik
aktivite, fagositik aktivite ve membran aktivitesinin artti1 diisiiniilmekteyse de bu
diisiince tam kesinlesmemistir. Yine de mikobakterilerin aktive edilmis makrofajlar

icindeki intraseliiler ¢ogalmalari, bu mekanizmalardan biri tarafindan sinirl tutul-
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maktadir.

Alveo] Enfeksiyonu

Bakieriler Cogalir ve Trankeobrongial Lenf Nodiillerine Tagimr

Gecikmis Tip Asira Duyarhlik ve T
Hiciosl Bt Mesana Golir,, o e ya Bl Gelismez ya e

e Gelisir
Ttiberku]mlPosz Tiberkilin Negatif
Bakieriler Canh Kal, Fakat ilerleyen Sistemik Enfeksiyon ve
Cogalmaz. Olgularmm %5"inde OLUM
Erken Olarak Ghon Komplexi
Olusur |
Olgularmn %25'inde 5 Yil
veya Daha Sonra Ghon
Komplexi Gelisir.
BU OLGULARDA
%91 }\,
Hasialik % 6 Klinik Bulgularla :
Gelismez,  Belirlenen Tiberkilloz %3 Derleyen
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Enfeksiyon ve
OLIM

Sekil 3 : Tiiberkiiloz patogenezi (23).

Makrofajlarin, mikobakterileri fagosite ettikten sonra interlokin-1 ve timoér
nekroz faktorii olmak iizere iki tip madde salgiladiklar1 belirlenmistir. Interlokin-1
ates olusumuna, tlimor nekroz faktorii ise lipid metabolizmasini etkileyerek kilo

kaybina yol acar (3,8,22,23,24).

Miliyer Tiiberkiiloz : Tiiberkiiloz basillerinin hemotojen yolla yayilimi ile vucuda
dagilmast ve bircok organda ¢ok sayida granulomlar olusturmasidir. Daha ¢ok

immiin siipresif hastalar ve ¢ocuklarda sik gortiliir. PPD genellikle negatiftir.

Plevra Tiiberkiilozu : Eriskin ve yashilarda sik rastlanir. Eksiidatif plorezin en
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onemli kaynagidir.

Perikard Tiiberkiilozu : M. tuberculosis ile enfekte mediastinal veya hiler lenf

bezinin perikard araliina riiptiirii neticesinde gelisir.

Kemik ve Eklem Tiiberkiilozu : Genellikle hemotojen yayilim sonucunda ortaya
cikar. Vertabra tiiberkiilozuna, tiiberkiiloz spondilit veya Pott hastalig1 etkeni denir.

Iskelet tiibrekiilozunun en sik rastlandig1 yerdir.

Bobrek Tiiberkiilozu : Hemotojen yayilim ile gelisir. Tiiberkiilozun biitiin
sekillerinde semptomatik olmayan renal kordital odak ortaya ¢ikmaktadir. idrar da
basil sayisi az oldugu i¢in tan1 da direk mikroskobi ¢ok yardimci olan bir yontem
degildir.

Lenf Bezi Tiiberkiilozu : Deri altindaki bir tiiberkiiloz odagindan kaynaklanan
soguk apse olusumu ve bunun daha sonra deriye acilmasiyla karakterizedir. Ad6lesan
cagda ve gencg erigkinlerde sik goriiliir. En cok tek tarafli anterior ve posterior
servikal zincir, aksiler lenf bezleri tutulur. Benzer 6zellikleri gdsteren ve genellikle
bayanlarda gozlenen Lupus vulgaris’de deri tutulumu gosterir. Lupus vulgaris’li
hastalarin %40’inda tiiberkiiloz adenit %15’inde ise akciger tiiberkiilozu vardir.
Adenit tiiberkiilozu da lenf bezlerinin yangisi ile olusabildigi gibi en ¢ok ¢ene alti,
boyun ve akciger hilusundaki bezler siser. Bu belirtiler ile ortaya ¢ikar ve cogunlukla

cocuklarda goriiliir.

Barsak Tiiberkiilozu : Yaygin kaviter akciger lezyonu olan ve larinks tiiberkiilozlu
hastalarda enfekte balgamin yutulmasi ve hematojen yayilim sonucunda gelisir. M.
bovis’e bagli gastrointestinal sistem tiiberkiilozu iyi pastorize edilmemis ve

pisirilmemis siit ile de bulasabilmektedir. En sik ileum ve ileocekal bolgesini tutar.

Tiiberkiiloz ve HIV Enfeksiyonu iliskisi : HIV ile enfekte kisilerde CD4 T
lenfositlerin fonksiyonunda aksamalar oldugu i¢in makrofajlarin aktivasyonu ve
tiiberkiiloz basilinin 6ldiiriilmesi miimkiin degildir. Normal bireylerde tiiberkiiloz
basili ile karsilasma sonrasi1 yasam boyu aktif tuberkiiloz gecirme olasiligr %10 iken,
HIV pozitif bireylerde bir yil i¢inde %10’dur. AIDS’li kisilerde tiiberkiiloz diger
firsatg1 enfeksiyonlardan daha erken ortaya ¢ikar, akciger dis1 bolgelere yayilma

olasilig1 ¢cok daha fazladir (11,12) .
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1.7 - Tuberkiiloz Tanis :

Tiiberkiiloz basilinin kisa siirede tanimlanmasi, ila¢ direncinin saptanmasi ve
enfeksiyon kaynagmin belirlenmesi etkin bir tedavi igin ¢ok onemlidir. Bu nedenle
klasik laboratuar tan1 metodlar1 yaninda hizli sonug veren, duyarliligi ve 6zgilligi
yiiksek kolay uygulanabilir yeni kiiltlir yontemleri ile molekiiler biyoloji teknikleri
gelistirilmistir(25). DSO kararma gore bir hastaya kesin tiiberkiiloz tanisi
konabilmesi i¢in uygun sekilde alinan klinik 6rnegin laboratuvara gdénderilmesi,
hazirlanan preparatlarda mikobakterilerin goriilmesi ve ekim yapilan besiyerlerinde

tiretilmesi ile miimkiin olur (25,26).

Tiiberkiilozun laboratuvar tanisindaki basari; klinik Ornegin uygunluguna
baglidir. Hastalik ¢ok ¢esitli organ ve dokulari tuttugu icin, materyal se¢cimine 6zen
gosterilmeli; normal flora {iyeleri ile kontamine Ornekler incelenirken, dikkatli
olunmalidir. Tiiberkiiloz tanisi i¢in Orneklerin alinma ve laboratuvara gonderilme

kosullart vardir. (1,3,8).

Balgam : Hastadan 5-10 ml kadar tiikriikk igermeyen sabah balgami alinmasi
tercih edilir. Hasta Once egitilmeli ve nasil balgam c¢ikartilacigr 6gretilmelidir.
Oksiiriik  derinden gelmeli, balgam koyu ve yapiskan olmahdir. Balgam
cikaramayanlarda ekspektoranlar verilebilir veya steril hipertonik tuzlu su
inhalasyonu yaptirilir. Balgam kiiltiirtinii birbirini takip eden ii¢ giinde, ii¢ kez
tekrarlamak mikobakterilerin izolasyon sansini arttirmaktadir. Baska bakterilerle
kontaminasyon riski fazla oldugundan 24 saatlik balgam tiiberkiiloz tanis1 i¢in uygun

bulunmamaktadir.

Idrar : Sabah 50 ml orta akim seklinde alinan ilk idrar Grnegi yeterlidir.
Birbirini takip eden ii¢ giinde kiiltlir isleminin tekrarlanmasi basariy1 yiikseltir. 24

saatlik idrar 6rnegi kiiltiir islemi i¢in uygun degildir.

Achk mide suyu : Tiiberkiiloz tanisi i¢in uygun bir 6rnek degildir. Balgam
cikaramayan veya balgamini yutan hastalarda, koma nedeniyle tam Oksiiremeyen ve
kooperasyonu tam olmayan hastalarda, balgam aliminin zor oldugu kiiciik
cocuklarda bagvurulur. Bu gibi hastalarda en az 5-10 ml aclik mide suyu alinmalidir.

Uyku siiresince yutulan balgami toplayabilmek icin, hasta uyanir uyanmaz herhangi
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bir sey yemeden alinmasi onerilmektedir. Birbirini izleyen ii¢ gilinde, kiiltiir islemini
tic kez tekrarlamak izolasyonu kolaylastirir. A¢lik mide suyunun yiiksek asiditesi
mikobakteriler i¢in zararhidir. Bu nedenle vakit gec¢irilmeden ekim yapilmalidir.
Ekim gecikecek ise tampon ¢ozeltilerle muamele edilmelidir (anhidréz di sodyum

hidrojen fosfat).

BOS : BOS'daki basil miktar1 ¢ok az olabilir. Bu nedenle santrifiijleme ile elde
edilen sedimentten ekim yapildiktan sonra, lam iizerine bir damla konup havada
kurutulur ve {izerine tekrar bir damla daha konur. Bu sekilde kat kat hazirlanan
preparatlarda basillerin goriilme sansi artar. Bazen, tliberkiiloz menenjitli hastalarin
BOS'u oda 1sisinda bekletilirse, fibrin agi olusur. Aside direngli basillerin, fibrin

aginda goriilme olasilig1 daha fazladir.

Abse materyali : Derinin alkolle temizligi yapildiktan sonra, steril enjektorle
miimkiin oldugu kadar ¢ok miktarda abse 6rnegi alinmalidir. Eger yeterli miktarda
almamiyorsa, az miktarda 6rnek ekiivyonla alinmali ve transport besiyerinde (7H9

buyyonu) laboratuvara gonderilmelidir.

Kan : Hastadan alinan kan 6rnegi, besiyerine ekilmeden once ve ekildikten
sonra besiyerinin agzi1 % 70'lik alkolle silinmeli ve en fazla 5 ml kan BACTEC 12B
besiyerine direkt olarak ekilmelidir. Sodyum polyanetal siilfonat igeren kan tiiplerine
10 ml kan Ornegi alinmasi Onerilmektedir. EDTA ¢ok az miktarlarda dahi

mikobakterilerin liremesini inhibe ettigi i¢in kullanilmamalidir.

Viicut sivilar1 (plevra, perikard, periton, asit sivisi, sinovyal sivi, kemik
iligi) : Ser6z sivilar tiiberkiiloz tanisi i¢in incelendiginde biiylik hacimlere gerek
duyulur ve en az 10-15 ml, miimkiinse 50 ml alinmalidir. Bu tip klinik 6rnekler ¢ok
diliie olduklarindan aside direncli bakterileri saptamak oldukca giictiir. Biiyiik
hacimlerde alinan klinik 6rnekler santrifiij edilmeli, ¢okelti halindeki 10 ml 6rnek

direkt olarak 12B besiyerine ekilmelidir.

Biyopsi : Koruyucu ve fiksatif igermeyen steril kaplarda 1 g doku Ornegi
incelenmelidir. Steril olarak alinmali ve wviicut florasi ile kontaminasyondan

kacinilmalidir. Formalin ile gonderilmis 6rnek uygun degildir.

Bronkoalveoler lavaj sivist : En az 5 ml 6rnek steril kaplara alinmalidir.

Bronsial firgcalama veya igne aspirasyonlar1 bovin serum albumin ve %0.5 Tween-80
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ile zenginlestirilmis yaklasik 10 ml Middlebrook 7H9 buyyonu igeren steril tiiplere

alinmalidir.

Deri lezyonu : Biyopsi ornegi alinacaksa fiksatif ve koruyucu i¢ermeyen
kaplarda gonderilmeli, aspirasyon yapilacaksa enjektor kullanilmalidir. Eger biyopsi
ve aspirasyon yapilamiyorsa ekiivyonla alinacak ornek transport besiyerinde

gonderilmelidir. Biyopsi 6rnegi lezyonun periferinden alinmalidir.

Diski : Son =zamanlarda AIDS hastalariin diskilarindan  M.aviumin
kompleks’in siklikla izole edilmesi nedeniyle diski Orneklerinin aside direngli
bakteriler yoniinden incelenmesi 6nem kazanmistir. Rutin olarak kullanilmayan bir
ornektir. Diskida saprofit mikobakteriler her zaman bulunabilir. Bu nedenle, kiiltiir;

yaymada ¢cok miktarda aside direngli basil goriildiigiinde yapilmalidir (25,26,27).
1.7.1 - Mikobakterilerin boyanma o6zellikleri ve boyama yontemleri:

Aside direngli bakteriler hiicre duvarlarinda yer alan yiiksek miktardaki lipidler
nedeniyle zor boyanirlar. Aside direngli bakterilerde hiicre duvari bir kez boyay1
aldiktan sonra, asit-alkolle dekolorize edilse bile birakmaz. Klinik 6rnekteki diger
bakteriler boyayi geri verirler. Bu nedenle aside direngli olarak adlandirilir. Boyama
yontemlerinde aside direngli bakteriler ilk uygulanan boyanin rengini alirken, diger
bakteriler dekolarizasyondan sonra uygulanan zit boyanin renginde goriiniirler.

Ornekte basilin gosterilebilmesi icin mm’de 5000-50000 bakteri bulunmalidir.

Lam iizerinde toz, kristal, elyaf veya ¢izik bulunmas1 yanlis pozitif sonuglara
neden olabileceginden, kullanilacak lamlar temiz ve ¢izilmemis olmalidir. Lamin bir
ucuna hastanin adi veya protokol numarasi yazilmali ve 6érnek lamin tlizerinde belirli

bir alana yayilmalidir.

Havada kurutulduktan sonra 3-4 kez alevden gegirilerek tespit edilmelidir.
Hazirlanmig preparatlarda mikobakterileri gormek igin iki tiir boyama yontemi
kullanilir. Bazik fuksin (karbol fuksin) boyasinin kullanildigi Ziehl Neelsen ve
Kinyonun boyama yontemlerinde mikobakteriler mavi zemin iizerinde kirmizi
comaklar seklinde goriiliirken, fluorokrom yonteminde (Auromine 0 Rhodamine B)
kullanilan filtre sistemine gore sari-portakal rengi fluoresans verirler.Bazik fuksin
boyama, yontemlerinde, hazirlanan preparatlar 100x immersiyon objektifinde,

fluorokrom boyama yontemiyle hazirlanan preparatlar ise 25x veya 40x objektif ile
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incelenir. Bir preparata pozitif diyebilmek i¢cin 300 sahada en az 3 basil gormek
gerekir, 1-2 basil siiphelidir. Bu durumda yeniden numune istenir. Negatif sonug

vermek i¢in en az 10 dakika ve 250-300 alan incelenmelidir (1,3,8,28).

Mikroskobik inceleme, yeni olgularin tesbiti, tedaviye cevabin izlenmesi, ilaca
direncli vakalarin ortaya konmasi ve hastaneden ¢ikarma gibi bircok konuda degerli
ipuglar1 verir. Tedavi ile Once kiiltiir, sonra yayma negatiflesir. Tedaviye ragmen

preparattaki bakteri sayisinda azalma olmamasi, ilag direncini diistindiriir (1).

Mikobakterilerin  aside direncgli olarak  boyanmalari, klinik o6rnek
tanimlamalarinda kullanilan en basit ve en hizli yontem olarak bildirilmekle birlikte,
dikkatli olunmasi gereken bazi durumlar bulunmaktadir. Bazi bakteri cinsleri
(Nocardia, Cornebacterium, Rhdococcus) kismi olarak aside direngli boyanabilirler.
INH tedavisi goren hastalarda 6lii mikobakteriler bazik fuksin boyasi ile boyanma
yeteneklerini kaybederken, fluorokrom boyast ile boyanabilmektedir. Bu durum
yalanci pozitiflige neden olabilmektedir. Bu olumsuzluklar nedeni ile mikobakteri
infeksiyonlarinin tanisinda preparat ve kiiltiir sonuglar1 birlikte yorumlanmalidir.
Sadece preparat sonucu ile tani yapilmamali klinisyen ile isbirligi iginde hastanin

klinigi dikkate alinmalidir (1,29).
1.7.2 - Klinik 6rneklerin islenmesi

Klinik 6rneklerin islenmesi ve bunu takip eden islemler laboratuvar personeli ve

diger ¢alisanlarin saglig1 acisindan biyolojik emniyet kabininde yapilmalidir.

Mikobakterilerin arastirilmasi i¢in laboratuvara gonderilen bir¢ok klinik 6rnek,
mikobakterilerle birlikte kontaminan bakteriler mantarlar ve viicut sivilari, 10kosit,
eritrosit, doku gibi kalintilar1 da icerir. Kontaminan bakteriler, mikobakterilerden
daha ¢abuk tiredikleri i¢in kiiltlir yapilan besiyerlerinde mikobakterilerin ¢ogalmasini
inhibe ederler. Bu nedenle klinik 6rneklere, kontaminan bakteri ve mantarlari ortadan

kaldirmak i¢in dekontaminaston islemi uygulanir.

Ideal bir dekontaminasyon-homojenizasyon soliisyonu, klinik &rnekteki
organik kalintilari, kontaminan olan biitin mantar ve bakterileri yok etmeli,
mikobakterilere zarar vermemelidir. Bununla birlikte en iyi. kosullarda bile
"dekontaminasyon" isleminden sonra klinik Ornekte ancak %10-20 kadar

mikobakteri canliligini siirdiirebilmektedir. Bu nedenle dekontaminasyon isleminde
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mikobakterilere en az zarar1 verecek yontem secilmelidir (3,8).

Bugiine kadar c¢ok sayida dekontaminasyon-homojenizasyon yontemi tarif

edilmistir:

1. N-acetyl-L-Cystein-NaOH (NALC-NaOH) y6ntemi,

2. NaOH yontemi,

3. Zefiran-trisodyum-fosfat (ZTSP) yontemi,

4. Oksalik asit yontemi,

5. Sefilpridinyum klorid-Sodyum Klorid (CPC-NaCl) yontemi,
6. Siilfirik asit yontemi.

Tiim yontemlerde incelenecek klinik drnegin bulundugu tiiplere, 6rnegin bir
kat1 olacak sekilde dekontaminasyon soliisyon ilave edilir ve genellikle 15-20 dakika
oda 1s1sinda bekletilir. Bu siire i¢inde tiipler arasira el ile veya veorteks ile calkalanir.
Siire doldugunda tiiplere pH 6.8'de fosfat tamponu (PBS) veya distile su ilave
edilerek 3000-4000 devirde santrifiijjde ¢evrilir; Klinik O6rnegin Pseudomonas
cinsinden bakterilerle kontamine oldugu diisiiniiliiyorsa, oksalik asit yontemi tercih
edilir. Idrar Orneklerinin kontaminasyonu diger yontemler kullanildiginda
onlenemiyorsa, siilfirik asit yonteminin secilmesinin uygun olacag bildirilmektedir.
Normalde steril oldugu diisiiniilen beyin-omurilik sivisi, viicut sivilar1 ve kan gibi
orneklere dekontaminasyon islemi uygulanmaz ve bu Ornekler direkt olarak

besiyerlerine ekilirler (3,8).
1.7.3 - Mikobakterilerin iiretilmesinde kullanilan besiyerleri:

Mikobakterilerin iretildigi besiyerlerinin esasi genellikle yumurta-patetes temeli
veya serum agar temeline dayanmaktadir. Yumurta igeren besiyerleri gliserol, tuz ve
siit gibi ¢esitli maddeleri, yumurtanin tiimii veya sarisin1 birlikte icerirler. Bu
besiyerlerinin ¢goguna, kontaminasyonu minumuma indirmek i¢in malasit yesili veya

diger anilin boyalar1 katilir.

Agar temelli besiyerleri mikobakterilerin {ireme siiresini kisaltmak igin
kullanilmaktadir. Klinik 6meklerin ekildigi agar temelli besiyerleri incelendiginde

birgok pozitif mikobakteri kiiltiiriinde koloniler inkubasyondan 7-10 giin sonra
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goriilebilmektedir. Bu tip besiyerlerinin %5-10 CO,'li inkiibasyon ortaminin yumurta

temelli besiyerlerindeki tiremeyi de arttirdig1 bilinmektedir (12,30,31).
Mikobakterileri iiretmek igin ti¢ grup besiyeri kullanilmaktadir (1,3,8,12) :

1-Sentetik besiyerleri : Long, Sauton, Beck, Proskauer, Lookeman
besiyerleridir. Genellikle BCG asis1 hazirlamada ve tliberkiilin elde edilmesinde

kullanilir.

2-Yari-sentetik besiyerleri : Dubos, Youmans, Kirschner, Middlebrook

besiyerleridir. Bol miktarda bakteri tiretmek i¢in kullanilir.

3-Organik maddeler iceren yumurtah besiyerleri : L-J, Petragani, Trudeau,
Dorset, Besredka ve American Thorasic Society besiyerleri Ornektir. Klinik

orneklerden ilk izolasyonda kullanilir.

Mikobakteriler ilk izolasyonda i¢inde yumurta-patates veya serum-agar
bulunan kompleks besiyerlerine ihtiya¢ duyar, daha sonraki pasajlarda basit sentetik
besiyerlerinde de iireyebilir. ilk izolasyonda en sik kullanilan besiyeri L-J'dir. i¢inde
tam yumurta, patates unu, gliserol, cesitli tuz-mineraller ve malasit yesili vardir.
Malasit yesili, mikobakterileri etkilemeyen ancak bir c¢ok bakterinin iiremesini
engelleyen bir madde olarak tiim besiyerlerinde bulunur. Yumurtasiz besiyerleri
icinde en sik kullanilan besiyeri Middlebrook’ tur. 7H9 sivi, 7H10, 7H11 ve 7H12
ise katidir. Katilasma agarla saglanir. Bu nedenle besiyeri saydamdir. Koloniler 12-

14 giin i¢inde mikroskopla goriiliir hale gelir (1,8).

1.8 - KULTUR :

Mikobakteriyel enfeksiyonlarin tanisi i¢in laboratuvara gonderilen klinik 6rnekler,
dekontaminasyon isleminden sonra 3000-4500 devirde santrifiij de ¢evrilir, {ist sivi
dokiildiikten sonra, dipteki ¢okelti kullanilan dekontaminasyon yontemine uygun bir

soliisyonla nétralize edilir.

Steril olan klinik 6rnekler (beyin-omurilik sivisi, plevra sivisi, periton sivisi,
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perikard sivist ve diger viicut sivilari, kan, doku biyopsileri) 3000-4500 devirde
santrifiij edildikten sonra besiyerlerine direkt olarak ekilirler. Kiiltiirler ekildikten
sonra bir giin yatik olarak 37 °C'de bekletilir. Ertesi giin agzi iyice kapatildiktan
sonra inkiibasyona devam edilir. Mikobakteriler zorunlu aerop bir bakteridir. %5-10
CO; iiremeyi artirir. Optimal 1s1 37 °C ve pH 7’dir. Ancak pH 6.0-7,6 arasinda
cogalabilir. Yumurtali besiyerinde kolonileri 2-3 hafta sonra goriilmeye baslar ve ilk
goriniimleri kiiciik kuru,girintili-¢cikintili, graniiler ve kirli beyaz renktedir. Birkag
hafta sonra koloniler biiyiir basik, cevreleri diizensiz ve karnibahara benzeyen
merkezleri olan tipik koloniler olusmaya baslar. Klinik 6rneklerden izole edilen
mikobakterilerin tiir tanilar1 yapilirken iireme 1s1s1, koloni morfolojisi, pigmentasyon

ozellikleri incelenir ve ¢esitli biyokimyasal deneyler uygulanir (1,3,8,26,32).
1.8.1 - Mikobakterilerin Idantifikasyonu :

Klinik 6rneklerden izole edilen mikobakterilerin tiir tanilart yapilirken lireme 1sisi,
koloni morfolojisi, pigmentasyon Ozellikleri incelenir ve cesitli biyokimyasal
deneyler uygulanir. Biyokimyasal deneylerde niasin, TCH'a (thiophene-2-carboxylic
acid hydrazide) duyarhilik, nitrat rediiksiyonu, semikantitatif katalaz (>45 mm),
68 °C'de katalaz, Tween-80 hidrolizi (5 giin), tellurit rediiksiyonu (3 giin), %5 NaCl
toleransi, Fe (demir) alimi, arilsiilfataz (3 giin), MacConkey agarda iireme, iireaz ve

pirazinamidaz (4 giin) aktiviteleri gibi 6zellikler incelenir.

Klinik o6rneklerden en ¢ok izole edilen mikobakteriler, M.tuberculosis

kompleks (M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum, M.microti) suslaridir.

M.tuberculosis, mikroskop incelemesinde ince, bazen uglar1 hafif¢ce kivrik
comaklar seklinde gorilir. Balgam veya diger klinik orneklerden yapilan
preparatlarda tek, ya da ikili, Giglii gruplar halinde birbirlerine paralel veya uglarindan

birbirlerine yaklasarak X, V, L harfleri olusturacak sekilde birarada bulunabilirler.

M.tuberculosis suslar1  katalaz pozitiftir, ancak 68°C'de 20 dakika
isitildiklarinda katalaz olusturmazlar. Izole edilen INH'e direngli suslar katalaz
negatiftir. Bu suglar yumurtali besiyerinde S seklinde koloni yaparlar.Nitrat
rediiksiyonu ve niasin poziftir. Nitrat rediiksiyonu ve niasin deneyleri M.tuberculosis

suglarin1 M.bovis suslarindan ayirmak i¢in kullanilan 6nemli deneylerdir.

M.bovis, yumurtali besiyerlerinde, 37°C'de, 3. haftadan sonra kiigiik, ince,
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hafifce kabarik, daha diizgiin kenarli, beyazimsi saydam, seffaf ve nemli koloniler
olusturur. Besiyeri i¢inde gliserin bulunmasi siireyi uzatabilir veya iiremeyi durdurur.
M.tuberculosis'e nazaran daha ge¢ ve gili¢ trediginden M.bovis'e gii¢ gelisen
basillerde denir. Ayrica mikroaerofiliktir. Niasin reaksiyonu ve nitrat rediiksiyonu
deneyleri negatiftir. TCH'a duyarhidirlar ve bu Ozellikleri diger mikobakteri

tiirlerinden ayrilmalari i¢in kullanilir (1,12).

Gortinim ve boyanma Ozellikleri M.tuberculosis'e benzer. Yumurta
besiyerindeki kolonileri basik mat ve R koloni goriiniimiindedir. Besiyerlerinde
sodyum piruvat bulunmasi tiremeyi hizlandirir. Diger 6zellikleri M.tuberculosis ile

M.bovis arasinda bir durum gosterir (3,12).

M.haemophilum, M.marinum veya M.ulcerans infeksiyonu siiphesi varsa
inkiibasyon sicakligi 30°C olmalidir. Ayrica M. haemophilum {iremesi i¢in ortama

cikolata besiyeri gibi demir bilesikleri saglayacak bir kaynak eklenmesi gerekir.

Mikobakterilerin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 4’de gdsterilmistir (3).

e NK : Nonkromojen e +/-: Suslarm % 50-84’i
e FK: Fotokromojen e -/+: Suslarm % 16-49’u
e SK: Skotokromojen e - Suslarm % 15’1

e +: Suslarin % 85’1 e D : Degisken



Tablo 4 : Mikobakterilerin Biyokimyasal Ozellikleri (3).
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B M. tuberculosis - + - NK + - + - -+ - - - - + + -+
M. bovis - + - NK - + - - - - - - - - + - +
1. M. marinum + + - FK - - - + + - - - - - + + +
M. kansasii + + - FK - - + + + + - - - - - + - +
M. simiae + + - FK | -1+ - - + + - - - - - - + I+ -
I M. scrofulaceum + + - SK - - I+ + + - - - - - - + + -
M. szulgai + + - SK - - + + + -+ - - - - - + + +
M. gordanae + + - SK - - - + + + - - - - - - - -+
M. flavescens + + - SK - - + + + + - + - - - + + -+
M. xenopi - + + SK - - - + - - - - - - - + i
Il M. avium-Intr + + -+ NK - - - + - +/- - - - - - + -
M. gastri + + - NK - - - - + - - - - R + . +
M. malmoense + + - NK - - - - + - - - - - - - -
v M. fortiutum + + - NK - - + + + +/- +/- + + + + + -1+ +
M. chelonei + + - NK - - - + + - + D R + + + + +
. SK
M. phlei + + + - - + + + + + + + - - + + +
. NK

M. smegmatis + + + - - + + + + + + + - - + + -




1.8.2 - Biyokimyasal Ozellikler :

1) Niasin Testi : Biitiin mikobakteriler niasin riboniikleotid iiretirler. Ancak M.
tuberculosis, M. simiae ve M. chelonea’nin bazi suslar1 niasini nikotinamid adenin
diniikleotide (NAD) doniistiirecek enzime sahip degildirler. Besiyerlerinde biriken
niasin gosterilebilir. Niasin negatif tiiberkiiloz suslar1 ¢ok azdir. Niasin testi M.
tuberculosis’in identifiye edilmesinde tek basina kullanilmamalidir, sonuglar nitrat

rediiksiyonu ve 1s1ya stabil katalaz testi ile dogrulanarak sonug verilmelidir (12,33).

2) Nitrat Rediiksiyonu Testi : Mikobakteriler nitrorediiktaz enzimi iireterek
nitratlart nitritlere indirgeyebilirler. Nitrat reduksiyonu testi; koloni morfolojisi,
tireme hizi ve pigment iiretme Ozellikleri birbirine benzer mikobakterileri ayirt
etmede kullanilir. M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, M. smegmatis ve M.

fortuitum’da nitrat reduktaz olumludur (12,33).

3) Katalaz Testi : Katalaz hidrojen peroksidi su ve oksijene ayiran bir hiicre
ici enzimidir. Oksijenin olusumu hava kabarciklarinin olusumu ile ortaya
cikmaktadir. Katalaz enziminin bazi formlar1 68 °C’de 20 dakika 1sitilinca inaktive
olur. Enzimin 1sis1 ile inaktivasyonu bazi mikobakteri tiirlerini ayirt etmede
kullanilmaktadir. Mikobakteri tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan hidrojen
peroksit, diger bakterilerde bulunan enzimin arastirilmasinda kullanilan ayiragtan
farklidir. Hidrofobik ve kiimeli olan mikobakterilerin dagilmasim1 ve enzimin
kolayca agiga ¢ikmasini saglamak igin testte %30 H,O, (Superoxol) ile gii¢lii bir
deterjan olan %10 tween 80’nin karigrmi kullamilir. Iki farkli ydntem kullanilir
(12,33).

- Isiya Stabil Katalaz Testi
- Semikantitatif Katalaz Testi

4) TCH'a (thiophene-2-carboxylic acid hydrazide) Duyarhk : M.
tuberculosis ve diger yavas iireyen mikobakterilerin ¢ogu TCH’a direnglidir. M.
bovis ise TCH’a duyarlidir ve TCH’l1 besiyerinde {ireyemez. Bu test genellikle M.

tuberculosis ve M. bovis ayiriminda kullanilir (12,33).

5) Pirazinamidaz Testi : Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA) pirazinoik

asit ve amonyaga hidrolize eder. Pirazinoik asit besiyerine ferréz amonyum
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eklenmesi ile saptanabilir. Bu test; M. marinum’u M. kansaii’den ve M.

tuberculosis’i M. bovis’ten ayirmada kullanir (12,33).

Fotokromojen grup: Bu gruptaki mikobakteriler karanlikta tiredikleri zaman
kolonileri pigmentsiz olduklar1 halde bir siire 1518a kars1 birakildiklarinda portakal

saris1 renginde bir karatenoid pigment olustururlar.

M.kansasii, direkt boyali preparatlarda M.tuberculosis'den daha uzun ve daha
kalin olarak goriiniir. Aside direngli boyamada bazi bolgeleri koyu, bazi bolgeleri
acik sekilde boyandigindan boncuk dizisini andirir bigimde goriiniir. Bakterinin bu
farkl1 morfolojik goriintiisii laboratuvar tanida énemli bir ipucudur. I¢inde gliserol ve
yumurta bulunan besiyerlerinde, karanlik ortamda, 37°C'de, 10-21 giinliik
inkiibasyondan sonra krem, ortasi kabarik, kenarlar1 daha ince, ara formda (ne S,
nede R) koloniler olusturur. Koloniler uzun siire 1518a maruz kalirsa limon veya
portakal sarist renge doniisilir. Isikla temas siiresi uzarsa, renk kirmizilagir ve
hazirlanan preparatlarda basil ilizerinde tipik, kirmizi B-karoten kristalleri goriiniir.
Icinde oleik asit ve albumin bulunan besiyerlerinde meydana gelen kolonilerin
kenarlar1 daha diizgiindiir. insanlarda tiiberkiiloza benzer nitelikte kronik bir akciger
enfeksiyonu olusturur. Son yillarda 6zellikle ylizme havuzu ile ilgili deri-yumusak
doku infeksiyonlari, artrit ve osteomiyelitli olgulardan giderek artan siklikta izole

edilmeye baglamstir.

M.marinum: Ilk izolasyonda optimal iireme 1sist 30-32°C'dir. Yumurtal
besiyerlerinde, karanlikta 7-14 giinde {stli sarimsi1 ¢izgili ve kirisik, grimsi beyaz
renkli, R tipi koloniler olusturur. Bu koloniler oda 1sisinda, 1s1kl1 ortamda, portakal
saris1 renge doniisiir ve zamanla kirmizilasir. iginde oleik asit ve albumin. bulunan
besiyerlerindeki koloniler nispeten daha diizglin kenarl1 ve konvekstir.
M.kansasii'den 25°C'de daha ¢abuk iiremesi, negatif nitrat rediiksiyonu ve zayif
katalaz olusturmasiyla ayrilir. Yiizme havuzlar1 ve akvaryumlardan soyutlanan bu
bakteri buralarda ylizen veya calisan insanlarda deride olusan kiiciik travmatik

yaralardan girerek ylizme havuzu graniilomasi ad1 verilen bir hastalik olusturur.

M.simiae: Insanlarda ¢ok nadir enfeksiyona neden olur. Yumurtali
besiyerlerinde, 37°C’de, 7-14 giinde, diizgiin kenarli, konveks, kiigiik koloniler

olusturur. Deve tiiyli rengindeki koloniler uzun siire 1518a maruz kaldiginda hafif
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sartya doner. Klinik 6nemi olan mikobakteriler icinde M.tuberculosis'den sonra
niasin {ireten en onemli bakteri M.simiae'dir. Kuvvetli katalaz aktivitesine sahiptir.

Tween 80'1 gec¢ hidroliz eder.

Skotokromojen mikobakteriler: Aydinlikta ve 6zellikle karanlikta pigment
olusturan bakteriler bulunur. Bu o6zelliklerini ortaya ¢ikarmak igin kiiltiirlerin
incelenmesi sirasinda uzun siire disarida giin 1s18inda kalmamasina dikkat etmek

gerekir, liremeleri nisbeten fazla olup 10-28 giindiir.

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

boncuk dizisi gibi goriiniir. Kat1 besiyerlerinde 37°C'de 10-28 giin i¢inde oldukca
yogun, diizgiin, kubbe seklinde, terayagi kivaminda ve S tipinde koloniler olusturur.
Karanlikta sarimsi-portakal renginde olan koloniler 1s1ga maruz kalinca, tugla
kirmizisina doner. Tween hidrolizi oldukca zayiftir. Nitratlar1 nitritlere indirgemez.
Bu iki ozellik skotokromojen grubu mikobakterileri diger mikobakterilerden

ayriminda kullanilir. Cocukluk ¢agi lenfadenitlerinden birinci dereceden sorumludur.

M.szulgai: 37°C'de skotokromojen, 25°C'de fotokromojen karakter gosterir.
Yumurtal1 besiyerlerinde 12-28 giin i¢inde portakal saris1 renkli bazist S, bazis1 R
tipinde koloniler olusturur. Nitrat rediiksiyonu, katalaz ve iireaz pozitifdir. Niasin

negatiftir.

M.gordonae: Kati besiyerlerinde 7-14 giin i¢inde koyu sar1, portakal renginde,
diizgiin koloniler olusturur. Tween hidrolizi ve katalaz pozitittir. Niasin ve iireaz

negatiftir.

Kromojen olmayan mikobakteriler: Bu grup icinde yer alan mikobakteriler
151ga maruz birakildiklarinda pigment olusturmazlar. Kolonileri genellikle 7 giinden
daha sonra ortaya cikar. Genellikle tiiberkiiloz ilaglarina karsi direngli ve deney

hayvanlari i¢in non-patojendir.

M.avium-intracellulare: 37°C'de en az 10 giinde iirer. Polimorfizm gosterirler.

Kok sekillerinden uzun ¢omakciklara kadar sekilleri vardir. Yumurtali besiyerlerinde
kubbe ve piramit yada kiire bi¢cimli koloniler yaparlar. Bazi suslar kiiltiiriin
yaslanmasiyla sari renkli pigment olusturabilir. Bakterinin virulanst ile koloni
morfolojisi arasinda iliski vardir. Diizgiin seffaf koloni olusturan suslarin konak

hiicre icinde daha hizli replike oldugu ve anti-tiiberkiiloz ilaglara daha direncli
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oldugu gosterilmistir. Biiyilk bir ¢cogunlugu niasin negatiftir ve nitratt rediikte

etmezler. Az miktarda katalaz olustururlar. Tween-80 hidrolizi 10 giinden fazla siirer.

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

pozitiftir.

M.haemophilum: Uremesi igin, hemoglobin veya hemine ihtiya¢ duyarlar.

Kisa, kivrik ve kuvvetli aside diren¢li boyanma 6zelligi gosteren bir bakteridir. X
faktorii eklenmis Middlebrook 7H10 agar, %2 ferrik amonyum sitratlt L-J, %5 koyun
kanli Colombia agar ve ¢ikolatamsi agar besiyerinde 28-32°C'de iirer. 2-4 haftada
pigmentsiz, S veya R tipinde koloniler olusturur. Pirazinamidaz disinda diger

biyokimyasal testleri negatiftir. Ozellikle deri lezyonlarindan izole edilmektedir.

Cabuk iireyen mikobakteriler: Genellikle 3-5 giinde ilireme gosterirler.
Cogunlukla saprofittir. Ancak 6zellikle M.fortuitum ve M.chelonae son yillarda
MOTT ile olusan infeksiyonlarda, potansiyel patojen olarak sik¢a izole edilmeye

baslanmistir. Difteroidlere benzeyen aside direngli basillerdir.

M.fortuitum ve M.chelonae, pleomorfik bakterilerdir. Kisa veya uzun, ince
veya kalin basil bigiminde olabilecegi gibi, ince dallanmis flemanlar seklinde de
gortlebilirler. Kat1 besiyerlerinde 2-4 giin i¢inde olusan koloniler beyaz veya krem
renginde, diizgiin kenarli ve konveksdir. M.fortuitum, diger ¢abuk iireyen saprofit
mikobakterilerden, 3 giinde arilsiilfataz reaksiyonun pozitif olusu ve MacConkey
agarda 5 gilinde tiremesiyle ayirt edilir. Nitrat rediikksiyonu pozitif, penisilinaz ve
trehaloz negatiftir. Ayrica fruktozdan asit olusturur. M.chelonae'den ayrilmasinda
bunlar kullanilir. M.chelonae NaCl'e olan direnglerine gore iki alt gruba ayrilir.
M.chelonae subsp chelonae NaCl'e direngsiz, M.chelonae subsp abscessus NaCl'e

direnglidir. Genellikle deri lezyonu yaparlar.

M.smegmatis, M.phlei ve M.vaccae saprofittir. M.smegmatis ve M.phlei

pigmentli koloniler olustururlar.

M.fallax, kat1 besiyerinde kord faktdr olusturdugundan M.tuberculosis'e
benzer. 30°C'de c¢abuk, 37°C'de yavas iirer. Nitrat rediiktaz pozitif, katalaz,

arilsiilfataz ve iireaz negatiftir (1,3,8,12,33).
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1.8.3 - Radyometrik yontem (BACTEC TB460) :

Son on yilda gelistirilen ve mikobakterilerin kiiltiiriiniin yapilmasinda en 1iyi
tekniklerden birisi olarak kabul edilen BACTEC TB 460 sisteminde, BACTEC 12B
ve BACTEC 13A olmak iizere iki tip besiyeri kullanilir. Mikobakteriler besiyerinde
bulunan "C isaretli substrati (yag asidi-palmitik asit) kullanirlar ve besiyerinin
tizerindeki atmosfere '4002 cikarirlar. Besiyerlerinde lireme varsa, BACTEC 460
cihazinda yapilan kontroller sirasinda siseden “CO, gekilir ve radyoaktivitesi 0-999
sinirlart i¢inde sayisal olarak belirlenir. Bu sayilar lireme indeksini gosterir (GlI).
Steril olmayan klinik &rnekler dekontamine homojenize ve nétralize edildikten sonra
0.4 - 0.5 ml olarak BACTEC 12B besiyerine, steril olan klinik érnekler 5 - 6 ml
olarak sekilde direkt olarak BACTEC 13A besiyerine ekilir. Kontamine olmus
kiiltirlerde mikobakterilerin izolasyon sansimi arttirmak ve mix mikobakteriyel
enfeksiyonlarda etken olan tiirleri saptamak amaciyla BACTEC besiyerleri ile birlik-
te en az bir adet kat1 besiyeri kullanilir. Ekim yapilan BACTEC besiyerleri 6 - 8
hafta siire ile 37 °C’de bekletilir ve ilk iki hafta haftada 2 kez, sonraki haftalarda
haftada bir kez kontrolleri yapilir. > 10 GI gosteren besiyerleri giinliik kontrole
alinarak, pozitif kiiltiirlere, identifikasyon duyarlik deneyleri uygulanir. NAP(p-nitro-
a-asetil amino-p hidroksipropiofenon) testi, M.tuberculosis complex ve MOTT
suslarinin ayriminda kullanilan 2-5 giinde sonug¢ veren biyokimyasal bir deneydir.
M.tuberculosis complex suslart NAP varliginda iireme gostermezken, MOTT suslari
lireme gosterir ve YC0O, ¢ikarirlar. *CO, ‘iin ireme indeksi (GI) sayisal olarak
belirlenir. Bu yontemle kisa siirede antibakteriyel duyarlilik incelemesi de

yapilabilmektedir (2,8,30).

1.8.4 - Dio-TK MEDIUM Kiiltiir Yontemi :

Diomed ARGE laboratuvarinda gelistirilen Dio-TK MEDIUM Besiyeri, ¢oklu renk
ayract kimyasindan yararlanarak hazirlanmis kirmizi renkli bir besiyeridir. Ekilen
ornekte mikobakteri bulunmasi durumunda, inkiibasyon ile mikobakterilerin lrettigi
metabolik iiriinlere bagli olarak besiyerinin rengi kirmizidan sariya doner. Bu, bakteri
kolonilerinin goriiniir hale gelmesinden ¢ok daha erken gergeklestiginden, ilireme
varlig1 erkenden saptanmis olur. Yapilan 6n ¢alismalarda bu siirenin diger hizli kiiltiir
sistemleri ile yaklasik ayni uzunlukta oldugu saptanmistir. Birgok mantar ve bakteri
kontaminasyonu varliginda Dio-TK MEDIUM besiyerinin rengi yesile donerek
tiremenin mikobakteri disinda bir organizmaya ait oldugunu gosterir. Boylece
kontaminasyon varlig1 heniiz mikroskobi yapilmadan 6nce anlasilmis olur.
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Dio-TK Besiyeri ¢esitli antimikrobiyal maddeler (Poly-PANT) eklenerek, diger
hizli kiiltiir sistemleri gibi secici olarak da hazirlanabilmektedir. Segici Dio-TK
Besiyerinde (Dio-TK SLC) kontaminasyonun ¢ok daha az goriildiigii belirlenmistir.
Poly-PANT su antimikrobiyal maddelerden olusmaktadir: Polymixin B 5pg/ml,
Piperacillin 50pg/ml, Amphotericin B 25ug/ml, Nalidixic acid 20pg/ml, Trimethoprim
2ug/ml. Para-nitro-benzoik asit (PNB 750ug/ml) igeren Dio-TK Besiyerinde (Dio-TK
PNB), tiiberkiiloz ve tiiberkiiloz disi mikobakterilerin ayrimi hizli bir sekilde
yapilabilmektedir. PNB, M. tuberculosis kompleks suslarnin iiremesini engellerken

atipik mikobakterilerin {iremesine izin vermektedir (34).
1.8.5 — Diger Tam Yontemleri :

Mikobakteri iiremesi, ortamdaki oksijenin tiiketilmesine bagli olarak floresans veren
bir madde iceren tiipte(Mycobacteria Growth Indicator Tube, MGIT), kiiltiir yapilarak
gosterilir. Tip dibinde silikona gomiilii floresan bir madde bulunur. Besiyerindeki
oksijen floresan1 engeller. Bakteri tarafindan tiiketilince floresans olusur. Uremeye
bagl floresans 365 nm dalga boyundaki ultraviyole 15181 ile goriiliir. Ureme ortalama
10 giinde saptanabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda duyarliligi %76-95, 6zgilliigi ise
%76.9-100 olarak bildirilmistir (25,35,36).

Haberci mikobakteriyofaj :

Haberci mikobakteriyofaj, mikobakterileri enfekte edebilen ve basil icerisinde
kolayca saptanabilen bir {irlin olusturan viriistiir. Tiim mikobakterilerde ya da sadece
M.tuberculosis'te cogalabilen fajlar vardir. Ates boceginin 151k tiretmesinden sorumlu
lusiferaz enzim geninin bu fajlara klonlanmas: ile haberci fajlar elde edilmistir. Bu
enzim ATP varliginda luseferini oksitler ve bu sirada 151k olusmasina yol agar. Klinik
orneklerde bu faj ile infekte edilen basiller lusiferin eklendiginde 151k olusturarak
karanlik alanda kolayca goriiniir duruma gelirler. Bu yontem dort saat gibi kisa bir
siirede tamamlanabildiginden mikobakterilerde ila¢ direncinin ¢abuk belirlenmesinde

en umut veren yontemler arasina girmistir (25,35).

Serolojik yontemler :

Tiberkiiloz tanist i¢in kullanilmaya c¢alisilan en eski yontemlerdendir.
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Gliniimiize kadar pek c¢ok calisma yapilmis ve olumlu sonuglar alinamamistir.
Kullanimini kisitlayan etken, 6zgiilliiklerinin diigiik olmasidir. Bunun 6nemli nedeni,
¢evrede yaygin olarak bulunan M.tuberculosis disindaki mikobakterilerin ¢apraz
tepkimeye yol acan antijenleri ile siklikla karsilasilmasidir. En sik kullanilan
serolojik yontem ELISA ile yapilmaktadir. Serolojik testlerin duyarliligi %60-80'dir.
Ozgiilliigii ise hiicre yiizey antijenlerine 6zgii monoklonal antikor yamit: arandiginda
%100'e yaklagsmaktadir. Serolojik tani teknik agidan miimkiin goriinmektedir, ancak
genellikle olumlu sonuglar, hastaligin ilerlemis devrelerinde elde edilmektedir. Bu
tir olgularda klasik mikroskobi ve kiiltiir yontemleri ¢ogunlukla pozitif sonug

verdiginden, serolojik yontemlerin taniya ek bir katkis1 olmamaktadir (8,25,35).
Adenozin deaminaz (ADA) :

Piirin metabolizmasinda islevi olan bir enzimdir. Plevra, periton, perikard ve
beyin-omurilik sivilarinda, bu bosluklarda tiiberkiiloz bulundugu zaman ADA
diizeyinin yiikselmis oldugu belirlenmistir. Tuberkiiloz menenjit olgularinda, ADA
anlamli ol¢iide artmis bulunurken, plevral sivi orneklerinde tiim olgularda boyle

kesin ayirim yapilabilmesini saglayacak yeterli farklilik gosterilememistir (8,35).
Niikleik Asit Hibridizasyon Yontemleri :

Mikobakterilerin kromozomal DNA veya ribozomal RNA'larinin, bunlara
0zgll olarak baglanabilen DNA veya RNA problar1 yardimi ile, tiir diizeyinde
belirlenmesi giiniimiizde miimkiin hale gelmistir. Bu yontemlerin 6zgiilliiklerinin ¢ok
yiiksek olmasina karsin duyarliliklari i¢in ayni sey soylenemez. Prob olarak
kullanilan molekiillerin Ornege yeterince baglanabilmesi i¢in Ornekte Onemli
miktarda niikleik asit bulunmasi gerekir. DNA hibridizasyon tekniginde klinik
orneklerdeki 103-104 ml gibi az miktardaki mikobakteri DNA'sim1 arastirmak
miimkiindiir (8,35).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) :

Klinik 6rneklerde probla baglanamayacak kadar az hedef DNA bulunabilir.
Prob tarafindan taninabilen kiiciik DNA'nin 6zgiil niikleotid siralar1 polimeraz enzimi
kullanilarak ¢ogaltilir. Polimeraz enzimi uygun DNA zincirinin sentezlenmesi i¢in
ortamda bulunan niikleotidleri polimere eder. Ortamda bulunan hedef DNA pargalari

lizerine tamamlayici zincir yapiminda kullanilacak niikleotid ve arastirilacak her biri
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20 niikleotidden olusan mikobakteri tiirtine 6zgiil oligoniikleotid primeri koyulur.
Hedef DNA'nin tek zinciri ile iligkili olan primerler polimeraz reaksiyonun baglama
noktasin1 olustururlar. Bu karisim 1sitilarak 6nce hedef DNA'min iki zinciri
birbirinden ayrilir. Sonra 1s1 50°C'ye diisiiriilerek primerlerin her birinin zincirde
bulunan 6zgiil siralara tutunmalar1 gergeklestirilir, 75°C'ye yiikseltilerek iki primerin
Ozgil siralarda tutundugu noktalar arasinda kalan hedef DNA zincirinin polimeraz
enzimle birlesmesi saglanir. Bu islem 40 kere kadar tekrarlanarak kisa siirede 100
bine yakin DNA parcasinin elde edilmesi gergeklestirilir. Baz1 ¢alismalarda PCR'in
duyarliligt %94, 6zgilligi %99 olarak, bazilarinda ise duyarlilik %60, 6zgiilliik ise
%80'in altinda bildirilmektedir. Klinik 6rnekte bulunan DNA parcalarini serbest hale
getirmek, mikobakterileri eritrnek, radyoaktiviteyi belirlemek, reaksiyonun c¢ok
pahaliya malolmasi1 ve yalanci Pozitifligin ¢ok olmasi gibi nedenlerle uygulama alani

cok smirli kalmaktadir (8,35,36,37).
Gaz likid kromategrafisi (GLC) :

Hizli ve yararli bir tekniktir. Mikobakterinin hiicre duvarinda bulunan yag
asitleri ekstre edildikten sonra, yaklasik olarak iki saat i¢inde gaz-sivi kromatografi
analizleri yapilabilmektedir. Avantaji mikobakterilerin hiicre duvarinda bol miktarda
mikolik asit bulunmasi ve bu mikolik asitlerin tiire 6zgli olmasidir. Cok pahali bir

sistem oldugu i¢in rutinde kullanilmamaktadir (8).
1.8.6 - Antitiiberkiiloz ilaglara Duyarhlik Deneyleri :

M.tuberculosis'in ve diger yavas lireyen mikobakterilerin, tedavide kullanilan primer
ve sekonder antitiiberkiiloz ilaglara duyarliligini saptamada birgok ydntem tarif

edilmistir. Bunlar1 gruplandiracak olursak;
A) Geleneksel Yontemler
1) Absolii Konsantrasyon Y 6ntemi
2) Direng-Oran Y 6ntemi
3) Agar-Proporsiyon Yo6ntemi
B) Yeni Yontemler

1) Radyometrik Yontem (BACTEC)
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2) Mikobakteri Biiyiime indikatér Tiip (MGIT)
3) Kolorimetrik Yontem

4) Liisiferaz Tasiyic1 Faj Yontemi

5) Biyoluminesans Y ontem

6) Flow Simetri Yontemi

7) E-Test

8) Molekiiler Yontemler

Giliniimiizde M.tuberculosis'in duyarlilik testlerinde, c¢ogu laboratuvarlar
standardize edilmis ve CDC tarafindan Onerilen, agar proporsiyon yontemini veya

BACTEC metodunu kullanmaktadirlar.(3,8)

Al) Absolii  konsantrasyon yéntemi : Ornek, ilaglarm  belli
konsantrasyonlarini igeren besiyerleri ile ilagsiz kontrol besiyerine ekilir. Spesifik
ila¢ konsantrasyonunda belli sayida koloniden fazla lireme saptanmasi diren¢ olarak

degerlendirilir (8).

A2) Diren¢ oran yontemi : Ayni genel prensipleri icerir. Farkli yani, kontrol
icin standart bir sus olan H37RV’nin de ilagh ve ilagsiz besiyerlerine ekilmesidir.
Direngi bilinmeyen test susun minimum inhibitér konsantrasyonunun, kontrol susun

MIC'e orani olarak tanimlanir (8).

A3) Proporsiyon yontemi : Cesitli modifikasyonlar1 yapilan bu yontem
NCCLS tarafindan standart bir yontem olarak onerilmektedir. Besiyeri olarak oleik
asit, albumin, dekstroz ve katalaz eklenmis Middlebrook 7H10 veya 7HI11 agar,
antimikrobiyal ila¢ olarak referans toz ilaclar veya emdirilmis diskler kullanilir.
Inokulum ya ARB pozitif hasta 6rneginden direkt olarak veya kiiltiirden indirekt
olarak hazirlanir. Inokulumun belli diliisyonlar1 ilagh ve ilagsiz kontrol besiyerine
0.1 ml inokiile edilir. Testin gegerli olabilmesi i¢in kontrol susun ilagsiz besiyerinde

en az 50-150 koloni olusturmasi gereklidir. (8,39,40).

B1) Radyometrik yontem (BACTEC) : Yapilan ¢esitli diizenlemeler ve 10

yili askin siiredir klinik kullanimi bu testi hizli ve giivenilir bir yontem durumuna
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getirmistir. NCCLS tarfindan standart bir yontem olarak kabul edilmektedir.
Yontemde duyarlilig1 yapilacak her sus i¢in, 4 antibiyotikli (SM, INH, RMP, EMB)
ve bir antibiyotiksiz olmak tlizere 5 adet 12B (Middlebrook 7H12) besiyeri kullanilir.
Besiyerlerine her ilagtan 0.1 ml ve denenecek sustan 0.1 ml ilave edilir. Kontrol

sisesinin hazirlanmasi i¢in, orijinal sug 1/100 oraninda sulandirilir

(% 1 direnci saptamak icin, bu sise tiim popiilasyonun sadece % 1 'ini igerir) ve bu
siispansiyondan 12B besiyerine 0.1 ml ilave edilir. 37°C'de inkiibe edilen besiyerleri
BACTEC cihazinda giinliik kontrole alinarak 4-12 giin boyunca kontrol sisesinin GI'i
30 oluncaya kadar takip edilir. Kontrol Gl 30 oldugunda, her sise igin bir dnceki
giine gore Gl fark: hesaplanir ve bu fark sayisal olarak degerlendirilir(3,37,38,39,40).

Buna gore;
AGI (kontrol) > AGI (ilagh sise) = duyarh
AGI (kontrol) < AGI (ilagl sise) = direngli olarak yorumlanir

B2) Mikobakteri biiyiime indikator tiip yontemi (MGIT): Klinik
orneklerden mikobakteri izolasyonunu gergeklestiren hizli ve duyarli bir yontemdir.
Her MGIT tiipii 4 ml modifiye Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri ve % 0.25 gliserol
icerir. Tiipiin dip kisminda ise oksijene duyarl bir floresan indikatér bulunur. Klinik
ornekler, icinde belli konsantrasyonlarda ilag igeren tiiplerle birlikte ilagsiz kontrol
tiiplere de inokiile edilir. Tlagh tiiplerde; duyarli bakteriler inhibe olacak, direngli
bakteriler ise treyerek floresans vereceklerdir. Olusan floresans derecesi
antibiyotiksiz negatif kontrol ve % 0,4'liik sodyum siilfit i¢eren pozitif kontrol tiipleri
ile karsilagtirilarak degerlendirilir (39).

B3) Kolorimetrik yontem : Pratik ve ucuz olan bu ydntemle, bakteriyel
metabolizmanmn varhigr indikatér olarak kullanilan Alarnar mavisinin renginin
pembeye doniismesiyle tespit edilir. M.tuberculosis'in ilaghi ve ilagsiz 7H9 sivi
besiyerinde inkiibasyonu sonrasi, ortama Alamar mavisi eklenerek, kontrol ve ilag

igeren besiyerlerindeki renk degisimi kiyaslanir. Sonuglar 7-10 giin i¢inde alinir (40).

B4) Lusiferaz tasiyian faj yontemi : Klonlanan lusiferaz  geni,

mikobakteriyofajlar ~ araciligit  ile  M.tuberculosis  hiicresine  tasinabilir.



XLVI

M.tuberculosis'in ilag duyarliligini tespit etmek icin, lusiferaz geni igeren
mikobakteriler, ilagli ve ilagsiz ortamlarda 24 saat inkiibe edilip, ortama lusiferin
eklenmistir. Ilagsiz ortamda, M.tuberculosis aktif olarak tiremedigi icin, lusiferaz
geninin ekspresyonuna ve ATP'nin varligima baglh olarak 1sik tretilecektir. Ilag

tiremeyi baskiliyorsa 151k iiretilmeyecektir (8,39).

B5) Biyoliiminesans yontemi : Bu yontemin esasi, yasayan hiicrelerde ATP
bulunmasi, 6lii hiicrelerde ATP bulunmamasi prensibine dayanir. M.tuberculosis'in
ilagh ve ilagsiz 7H9 besiyerinde 10 giin inkiibasyonundan sonra ortama, ATP
moniterize edici madde eklenir. Luminometre ile ilagh ve ilagsiz besiyerlerindeki

olgiilen 151k siddeti kiyaslanarak, ila¢ duyarlilig: tespit edilir (8,39).

B6) Flow sitometri yontemi: Yontemin esasi, M.tuberculosis'in floresein
diasetat1 serbest floreseine hidrolize etmesi ve bdylece olusan floresent
mikobakterilerin flow sitometrik analiz ile tespit edilmesi esasina dayanir.
Antimikrobiyal ajanlara duyarli mikobakteriler floresein diasetat't onemli Slglide
daha az hidrolize ederler. Bakteri liremesi gerekmedigi i¢in 24 saat gibi kisa bir

stirede sonug alinir (8,39,40).

B7) E test : Daha ¢ok hizli ireyen mikobakteriler i¢in kullanilmakta ise de son
zamanlarda M.tuberculosis ve M.avium-intracellulare i¢in de kullanilabilecegi
gosterilmistir. Besiyerinde iiremis ve McFarland 3'e gbre bulanmikligi ayarlanmis
bakteri siispansiyonu agar yiizeyine yayilir. Uzerine, degisen oranlarda
antimikobakteriyal ilag¢ iceren E test seritleri konur. Plaklar 5-7 giin siire ile 37°C'de
inkiibe edilir. Uremenin kuvvetle inhibe oldugu ¢izginin E test seridini kestigi nokta,

MIG degerini verir. Uygulamasi kolay, ucuz ve timit verici bir yontemdir (8,40,41).

B8) Molekiiler yontemler : M.tuberculosis suslarinda antimikobakteriyel
ajanlara direng, o ilaglarin baglandigi hedef bolgeleri kodlayan genlerde olusan
mutasyonlarla iligkilidir. Kisa zamanda sonug¢ vermeleri ve iimit verici olmalarina
karsin, belirli bir ilaca karst direncin olast mekanizmalarinin hepsinin tespiti ve her
mekanizmanin belirlenmesi i¢in farkli bir yontem gerekliligi yoniinden dezavantaja

sahiptirler (8,39,40).
1.9- TEDAVI :

Antitiiberkiiloz ilaglarin  kesfinden oOnce tiiberkiiloz hastalar1 senatoryumlara



XLIX

yatirilarak dogal yollardan tedavi edilmeye calisiliyordu ancak bu sekilde tedaviden
¢ok fazla yamit aliamamaktaydi. ilk kez 1944 yilinda para-aminosalisilik asit (PAS)
bulundu ve hastalara PAS terapisi uygulandi. Daha sonra 1946 yilinda Feldman
tarafindan streptomisin antitiiberkiiloz ila¢ olarak uygulanmaya baslandi. Ancak
streptomisin terapisine kisa siirede direng gelistiginin gozlenmesi ve sik sik
relapslara yol aginca streptomisin ve PAS kombine olarak uygulanmaya baglandi.
1953’te Izoniazid ve pirizinamid, 1964’te etambutol,1971°de rifampisin tedavi
uygulamalarina katildi. 1980 yilinda isoniazid ve rifampisin’in kombine tedavisinde
tedavi siiresinin 9 aya inebilecegi goriildii bunlara pirizinamid eklenmesi ile 6 aylik

bir siirede uygulanan tedavinin yeterli olabilecegi tespit edildi (3,8).

Dogru ve yeterli tedaviye varabilmek icin dort ana kritere dikkat edilmelidir. Bunlar;
1) Hastaligin Yeri (Pulmoner veya extrapulmoner)
2) Hastaligin Agirlig:
3) Balgamdaki basil miktari

4) Daha once antitiiberkiiloz tedavi alip almama durumu ve herhangi bir ilac

veya ilaglara kars1 direng problemi
1.9.1 - Antitiiberkiiloz ilaclar :
Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar baslica iki gruba ayrilir (3,8,42). Bunlar;

1) Major Ilaglar : Kabul edilebilir diizeyde yan etki ile birlikte en etkili olan birinci

sira ilaglardir. Bunlar;
o lzoniazid (INH)
o Rifampisin (RFM)
o Pirizinamid (PZA)
o Etambutol (ETM)
o Streptomisin (SM)
Etambutol harici tiim bu ilaglar bakterisidal etkilidir.

2) Minér llaglar : Genellikle daha az etkili daha fazla yan etkiye sahip ikinci sira

ilaglardir Bunlar ise;



o Para-aminosalisilik asit (PAS)

o Sikloserin

o Etionamid

o Kanamisin

o Kapreomisin

o Viomisin

o Florokinononlar

o Makrolidler

o Beta-laktam Beta-laktamaz Inhibitorleri

1.9.1.1 - Major Ilaclar :

Izoniazid : Isonikotinik asidin hidrazididir. Etki mekanizmasi tam olarak
aydinlatilmamistir. Ancak mikolik asitlerin sentezinin inhibasyonuna neden oldugu
ve bu yolla hiicre duvarinin biitiinliigiinii ve stabilitesini etkiledigi sanilmaktadir.
Ayni zamanda Koch basilinde zengin olan lipidler lizerinede ve DNA sentezini de
etkiledigi bilinmektedir. In vitro deneylerde; Isoniazid dinlenme fazindaki iiremeyen
tiiberkiiloz basillerine bakteriostatik, bdliinen mikroorganizmalara ise bakterisid
etkilidir. Isoniazid suda ¢oziinebilir ve oral yada paranteral uygulanabilir.
Gastrointestinal kanaldan kolayca absorbe edilir ve 1-2 saat i¢inde serumda 3-5
ug/ml maksimal konsantrasyonuna ulasir. Antasidlerle birlikte uygulandiginda
Isoniazidin emilimi azalir. Serum proteinine baglanmaz ve biitiin viicut sivilar1 ve
dokularna kolayca dagilir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 diizeyleri birbirine yakindir. Tlacin
onemli bir diger 6zelligi kazedz tiiberkiiloz lezyonlarina kolayca diffiize olmasidir.
Santral sinir sistemi ve BOS konsantrasyonu plazma diizeyinin yaklasik 1/5°dir.
Isoniazidin yan etkilerinin insidensi ve siddeti, dozajina ve uygulama siiresine
baglidir.  Norotoksisite, hepatoksisite ve allerjik reaksiyonlar  genelde
gozlenmektedir. Karaciger fonksiyon bozukluklart %10-20 oraninda goriilmesine
karsin, klinik goriilme siklig1 ancak %1 kadardir (3,42,43,44).

Rifampisin : 1937°de Nocordia mediterranei’in fermantasyonuyla Rifampisinler adi
verilen degisik antibiyotik bilesikleri elde edilmistir. Rifampisin bilesikleri i¢inde
Rifampisin, oral yoldan 1yi absorbe olan ve toksitesi az olan antibiyotiktir. Akdz asit
soliisyonlarda ¢oziinen ve lipid yapilarna ¢ok iyi dagilan bir ilagtir. Rifampisin,
Stabil bir Rifampisin-Enzim kompleksi olusturarak, DNA’nin transkripsiyonundan
sorumlu bakteri RNA polimeraz enzimini inhibe eder. Tiim bakteriler Rifampisine
diren¢ kazanabilmektedir. Bu direng¢ RNA polimerazi degistirerek mutasyonla
olmaktadir. Bu nedenle Rifampisinin diger antibiyotiklerle kombine edilmesi
onerilmektedir.Beta laktam Rifampisin yada Vankomisin-Rifampisin
kombinasyonlart sinerjistik etkili olduklarindan tercih edilmektedir. Rifampisin
Gram (+) koklara oOzellikle Stafilokoklar ve Listeria monocytogenes’e etkilidir.
Meningococcus, Gonococcus ve H. influenzae Rifampisin’e en duyarli Gram (-)
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mikroorganizmalardir. Rifampisin, M. tuberculosis’e invitro ¢ok etkilidir. Rifampisin
oral yoldan tamamen absorbe edilir. A¢ karina alinmasi Onerilir, ¢iinkli gidalar
absorbsiyonunu azaltabilmektedir. Eliminasyon yar1 6émrii 2-5 saattir. Rifampisin
yagda ¢Ozilinlir oldugundan tiim dokulara iyi penetre olur. Akcigerler, safra, safra
kesesi ¢eperi ve idrardaki konsantrasyonu plazmaninkinden yiiksektir. Kemik
dokusuna iyi penetre olur. idrarda ve gz yasinda renk degisikligi olusturur. ilag atesi
ve seyrek olarak eozinofili gibi Dbelirtiler daha ¢ok yiiksek dozlarda
goriiliir. Gastrointestinal bozukluklarda ortaya c¢ikabilir, karaciger ve D vitamini
metabolizmasini etkiler (42,43,44).

Pirizinamid : Stabil, suda yavasga ¢oziinen bir nikotinamid analogudur. Oral yolla
kullanilir ve gastrointestinal kanaldan absorbe edilir. Tiim dokulara dagilimi iyidir.
Makrofajlar ve tliberkiiloz kavitelerine iyi penetre olur. Hiicre disinda basillere
bakterisid ve hiicre i¢i asit ortamda dorman basillere bakteriostatik etkili oldugu
kabul edilmektedir. Pirazinamid, mikrozomal enzim pirazinamid deaminaz
tarafindan pirozionik asit olusturmak tizere diamine edilir. Buda hiperiirisemik etki
yapmaktadir. Pirazinamidle kombine tiiberkiilostatik tedavi programinda; hergiin
ilag alan tiiberkiilozlularda antralji sikligi %7 iken, haftada 3 kez pirazinamid
verilenlerde %3 ve haftada iki kez alanlarda ise %1 dolaylarindadir. Gastrointestinal
sikayetlerden anoreksi, bulanti, kusma ve sekonder olarak hepatit 6nemli yan etkiler
arasindadir. Morfozinamid, pirazinamidin bir tiirevidir. Tiiberkiiloz basili {izerine
pirazinamid’den daha az etkili oldugu gibi daha az yan etkisi vardir (42,43,44).

Etambutol : Suda ¢6ziinebilen, 1s1ya dayanikli sentetik bir bilesiktir. Bakteriostatik
etkilidir. Etki mekanizmas1 bilinmemesine karsin poliamin sentezini inhine ettigi
sanilmaktadir. Oral alinan Etambutolun yaklasik %80°1 gastrointestinal kanaldan
absorbe edilir. Ilag alindiktan 2-4 sat sonra serum pik degerine erisir. Serum yari
omrii 3 saattir. Eritrositler ve tiikriik basta olmak tizere bir¢ok doku ve viicut sivisina
dagilir. Viicuttan atilimi olduk¢a hizlidir. Yaklasik %20°si fegesle, %50°si idrarla
degismemis olarak atilir. Cabuk direng gelistiginden tek basma tiiberkiiloz
tedavisinde kullanilmaz. Diger anti-tiiberkiiloz ilaclarla kombine kullanilir. En sik
goriilen yan etkisi gébrme bozuklugudur. Bunlar birka¢ ay boyunca giinde 25mg/kg
dozunda kullanildiginda ortaya ¢ikan yan etkilerdir. Bu etkisi ilag kesilince diizelir.
Gastrointestinal bozukluklar,allerjik reaksiyonlar, ates ve bas donmesi seyrek
rastlanan yan etkilerindendir. Etambiitoliin yan etkilerinin siklig1 ve agirlik derecesi
ilacin doz ve siiresine baghdir (42,43,44).

Streptomisin  :Bir aminoglikozid antibiyotik olan Streptomisin, tiiberkiiloz
tedavisinde genellikle intramiiskiiler, baz1 durumlarda intretekal yoldan uygulanir.
Tiiberkiiloz tedavisinde kullanimi ciddi yan etkilerden dolay1 kisitlidir. Ekstraselliiler
basiller iizerine alkali ortamda etkilidir. Intraselliiler mikroorganizmalari barindiran
hiicrelere ilacin ancak %10’u penetre olur. Agir seyreden tiiberkiiloz formlarinda
ozellikle milyer-kaviteli akciger tiiberkiilozunda kullanilir. Tiiberkiilozda direng
gelisimini  engellemek icin diger antitiiberkiiloz ilaclarla kombine edilerek
kullanilmalidir. Atipik mikobakterilerin gogu Streptomisine direnglidir. En Onemli
yan etkileri ototoksisite ve nefrotoksitedir. 8. Kafa ¢iftine toksik etkisi nedeniyle
bebekler ve 40 yas iizeri hastalarda kullanilmaz. Seyrek olarak hipersansibilite
reaksiyonu, Lupoid ddkiintiiler, aplastik anemi ve agraniilsitoz yapabilir. M. yastenia
gravisli tiiberkiilozlarda Streptomisin uygulaniminin néromiiskiiler blokaja neden
oldugu bildirilmektedir (42,43,44).
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1.9.1.2 - Minor Tlaclar :

Para-aminosalisalik Asit : Salisik ve benzeikasit tiirevleri arasinda tiiberkiiloz basili
tizerine en cok etkili olan Para-aminosalisik asittir. Yapisal olarak PABA ve
Siilfanomidlere benzer 6zellik gosterir. Beyaz kristal bir toz olan Para-aminosalisik
asit etkisini folik asit sentezini inhibe ederek gosterir. Gastrointestinal kanaldan
emilimi hizlidir, dokulara iyi dagilir. Kanama ve peptik iilsere neden olabilmektedir.
Ates, deri dokiintiileri, kagint1 yapabilir (43,44).

Sikloserin : Steptomyces archidoceus tarafindan tiretilen antibiyotik olup Sikloserin,
yapisal olarak D-alanin analogudur. Bakteri hiicre duvari sentezi igin gerekli
enzimlerden olan D-alanin D-alanin sentetaz ve alanin rasemaz’in kompetitif
inhibitoriidiir. Sikloserin oral yolla kullanilir. Makrofajlar ve seratrospinal sivi dahil
olmak iizere, bircok doku sivilara penetre olurlar. Idrarda yiiksek konsantrasyonda
bulunmasi nedeniyle renal tiiberkiiloz tedavisinde uygulanir. Sikloserin bag agrisi,
tremor, konfiizyon, psikozlara neden olmaktadir (43,44).

Etionamid : Sari bir kristal madde olan Etionomid stabildir ve suda zor
¢oziiniir.Isonikotinik asidin troamid analogudur. Aktivitesi Isoniazidin yaklasik
1/10’u kadardir.Diger tiiberkiiloz ilaglart ile birlikte kullanilirsa direng Onlenir.
Yiiksek oranda metabolize olur. Bulanti, kusma, agri ve diare en ¢ok goriilen yan
etkileridir (43,44).

Kanamisin :Streptomyces kanamyceticus’un metabolizma iiriinii olup bakterilerde
oksidasyon olaymi engelleyerek tiiberkulostatik etki gosterir. 2-5 mg/ml serum
diizeylerinden sonra bakteriyostatik etki baglar. Streptomisinle capraz direng
gosterebilir. Tiiberkiilozun hiicum tedavisinde kullanilir. Nefrotoksisite, ototoksisite,
allerjik reaksiyonlar, bas agrisi, bas donmesi gibi yan etkileri vardir (43,44).

Kapreomisin : Streptomyces capreolus’tan elde edilen bir peptid antibiyotiktir.
Kapreomisin, Viomisin ve Kanamisin arasinda ¢apraz direng¢ vardir. Giinliik 1 gr’lik
IM enjeksiyon ile 10 mg/ml dolayinda kana geger. Nefrotoksisite ve ototoksisite en
onemli yan etkileridir. Kapreomisin 6zellikle denge sinirlerine, Kanamisin isitme
sinirlerine Viomisin ise hem isitme hemde denge sinirlerine toksik etki yapar (43,44).

Viomisin :Bazi Streptomyces tiirlerinden elde edilen Viomisin kompleks bir
polipeptiddir. Haftada 2 kez 1 gr’lik IM injeksiyon ile, tiiberkiiloz basillerinin
cogunu Oldiirebilecek 1-10 mg/ml’lik kan serum diizeyine ulasir. Toksisitesi daha
fazla ve antibakteriyel aktivitesi daha diisiik olmasina karsin, etki mekanizmasi
bakimindan Streptomisine benzer. Tipik ve atipik mikobakterilere etkilidir.
Nefrotoksisite ve ototoksisite onemli yan etkileridir. Denge ve isitme kaybina neden
olurlar (43,44).

Florokinolonlar : Tiiberkiiloz basili ile ayn1 zamanda diger atipik mikobakterilere
karst kinolon tiirevlerinden biri ile kombine tiiberkiilostatik tedavi umut verici
bulunmustur. Tek basma yada Isoniazid, Etambutol, Streptomisin ile kombine
edilebilir.53 hafta kadar uzun bir siire kullanimda; tiuberkiilozlularin %75’inde
iyilesme saglandig1 yapilan caligmalar sonucunda bildirilmistir. Kinolon tiirevleri
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ilaglarin yan etkileri akut santral sinir sistemi semptomlar1 ve deri dokiintiileri ile
siirhdir (43,44).

Tiberkiiloz kontroliinde en ¢ok korkulan konulardan bir tanesi direng
problemidir. Bugiin diinyada 50 milyon ¢oklu ila¢ direnci olan tiiberkiiloz olgusunun
varligi bildirilmektedir. Bu durumdan en sorumlu faktor yetersiz ve yanlis tedavi
rejimlerinin uygulanmig olmasidir. Antimikrobiyallere direng primer veya seconder
olabilir (42,44).

M. tuberculosis’te plazmidlere bagl direng tarif edilmemistir. Daha ¢ok tek
basamakli rastgele spontan kromozomal mutasyonlar sonucu olusmaktadir ve
bakteriler arasi genetik aktarim sdz konusu degildir. Ilaca duyarli bakterilerin
Olmesiyle varolan direncli mutantlar belirgin hale gelir. Spontan diren¢ oram
sirastyla INH, RFM, ETM VE SM i¢in 10'6,10'8, 10'6, 107 olarak gerceklesmektedir.
Kromozomlar iizerindeki direng bolgeleri birbirleri ile baglantili olmadiklarindan,
bakterinin iki ilaca birden direng gelistirmesi olasiliklarin ¢arpimina esittir (3,8,44).

Giiniimiizde tiiberkiiloz tedavisinin iki faz1 bulunmaktadir. Ik iki ay
bakterisidal faz olarak bilinir. Bu fazda iig-bes major ilag verilir ve izoniazid,
rifampisin ve pirazinamid daima bu ila¢ grubu iginde yer alir. Iki ay sonunda idame
faza gegilir. Idame faz1 dért —yedi ay siirer ve icinde izoniazidin bulundugu en az iki
ilag verilir. Su anda iilkemizinde iginde bulundugu grupta DSO tarafindan
hazirlanmis olan asagidaki tedavi rejim tablosu (Tablo 5) uygulanmasi tavsiye

edilmektedir (3,8,42,43,44).

Tablo 5 : DSO’niin Tavsiye Ettigi Tedavi Rejimleri (3,8)

Tedavi Ik Faz Idame Fazi
Grubu (Giinliik veya Haftada Uc¢ Giin)
I 2 Ay HRZE — HRSZ 4 Ay HR
2 Ay HRZE — HRSZ 4 Ay H3R3
2 Ay HRZE — HRSZ 6 Ay HE*
] 2 Ay HRZES/ 1 Ay HRZE 5 Ay H3R3E3
2 Ay HRZES/ 1 Ay HRZE 5ay HRE
I 2 Ay HRZ 4 Ay HR
2 Ay HRZ 4 Ay H3R3
2 Ay HRZ 6 Ay HE*
v Referans Hastanelerinde Mindr Ilaglart  Iceren Tedaviler
Uygulanir.
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* = Sadece Rifampisin tolere edilemedigi zaman
H = izoniazid

R = Rifampisin

Z = Pirazinamid

E = Etambutol

S = Streptomisin

-3-3= Haftada 3 Giin

1.10 - Epidemiyoloji :

Bir kaynakta tiiberkiiloz epidemiyolojisi, “bir toplumda yalniz hastaligin dagilimi
(prevalans), hastaligin gelisim oranmi (insidans) ve tiiberkiilozdan 6liim oranini
(mortalite) incelemekle kalmamali, aym1 zamanda infeksiyon insidanst ile
prevalansini, enfekte olanlar arasinda hastalik oranini ve bir olgu tarafindan enfekte

edilen ortalama birey sayisini da gostermelidir” seklinde yorumlanmaktadir.(3)

1.10.1 - Diinyada Durum

Son 10 yilda diinyada tiiberkiiloz konusunda 6nemli gelismeler olmustur. DSO
onciiliigiinde 1991°den bu yana yeni bir tiiberkiiloz kontrol stratejisi hizla yayilmig
ve glinimiizde tliberkiiloz kontroliiniin temel yontemi olarak kabul goriir hale
gelmistir. Bu strateji, Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisidir. (DGTS). Bugiin
diinya niifusunun %32’si tiiberkiiloz basili ile enfektedir, her y1l yaklasik 8 milyon

kisi tliberkiiloz hastaligina yakalanmakta ve yaklasik 2 milyon insan dlmektedir.

DSO’niin Kiiresel Tiiberkiiloz Kontrolii 2002 raporunda, 2000 yilinda
diinyada kayith tiiberkiilozlu yeni hasta sayisinin 3,671,973 bunlarin 1,529,806’sinin
yayma preperat pozitif oldugu belirtilmektedir. Tahmin edilen yeni hasta sayilari ise
toplam 8,74 milyon, yeni yayma pozitif olgu sayisi 3,84 milyondur. Diinyada
tiiberkiiloz insidans1 1998 yilinda 144/100.000, yayma pozitif tiiberkiiloz insidansi
ise 63/100.000°dir (27,45).
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Diinya tiiberkiiloz hastalarinin %80’ini kapsayan ve en ¢ok hastanin oldugu
tilkeler hasta yiikii olan filkeler olarak ele alinmaktadir. Bugiin 22 iilke diinyadaki
tiilberkiiloz hastalarinin  %80’ini1  barindirmaktadir. Bunlardan en ¢ok hastanin
bulundugu bes iilke Hindistan, Cin, Banglades, Filipinler ve Giiney Afrika’dir. 2000
yilinda, Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi uygulanan bolgelerde yeni olgularin %
62’si, uygulanmayan yerlerde ise %34’li yayma pozitiftir. Yayma pozitif hastalarda
1999 yilinda saptanan tedavi basarisi , DGTS uygulanan bdlgelerde % 80,2
uygulanmayan bolgelerde % 27,6 olarak bulunmustur (45).

Ilaca direngli tiiberkiiloz sorunu diinya ¢apinda énemli bir olgudur. Bu durum

diinyanin biitiin tilkelerinde tliberkiiloz tedavisini zorlagtirmaktadir.

Diinyada tliberkiiloz hastalariin %80°’1 15-49 yaslar1 arasindadir. Bir yilda
tiiberkiilozdan yaklasik 2 milyon insan Olmektedir. Tan1 konulan her 4 hastadan
birisinin Oliiyor olmasi diinyada tliberkiiloz hastalarimin yeterli sekilde tedavi

edilemediginin agik bir belgesidir.

Tiiberkiiloz vakalarinin %80’1 toplam 22 iilkededir. Bunlarin 9’u Afrika, 5’1
Gilineydogu Asya ve geri kalanlar1 Dogu Avrupa ve eski Sovyetler Birligi’nin
bagimsiz devletlerindedir. Yeni vakalarin %75’ 15-49 yas, %10’u da 15 yasin

altindadir.

DSO verilerine gore tiiberkiiloz insidans1 son yillarda bazi iilkelerde
azalirken, gelismekte olan {lilkelerde artmaktadir. Yillara gore bazi iilkelerdeki

tiiberkiiloz insidansi ve degisimi Tablo 6’da gosterilmistir. (34,46,47)

Tablo 6 : Ulkelerin yillara Gére Tiiberkiiloz insidans Degisimleri

ULKE 1980 1985 1990 1997
FRANSA 31.9 20.5 15.1 11.4
ISRAIL 6.4 8.7 5.0 7.3
KAZAKISTAN 96.9 78.7 65.8 101.4
NORVEC 12.2 9.0 6.7 4.7
PORTEKIZ 70.4 69.6 63.0 52.1




LVI

ROMANYA 61.0 55.8 70.0 107,7
TURKIYE 82.6 61.5 43.6 33.1
TURKMENISTAN 58.6 49.8 63.6 79.3

1.10.2 - Tiirkiye’de Durum

Ulkemizde bu yiizyilin basinda ciddi bir epidemi yasaniyordu. Tiiberkiiloz &liimleri,
biitiin 6liim nedenleri iginde birinci sirada yer aliyordu. Ulkemizde tiiberkiilozun
durumu degerlendirildiginde, hastalik insidansi agisindan basarili kontrol programi
uygulanmis tlkeler ile, kotii programlar uygulanmis iilkeler arasinda bir
konumumuzun oldugu goriilmektedir. Hastalik insidans1 Avrupa iilkelerinin ¢ogunda
yiiz binde 20’den az iken Cin gibi iilkelrde yiiz binde 200’iin {izerindedir. Ulkemizde
tiiberkiiloz hastalik insidansi, 2000 yilinda Verem Savas Dispanserlerine kayith

hastalara gore hesaplandiginda yiiz binde 27dir.

Verem Savas Daire Bagkanhigi tarafindan DSO gonderilen ve DSO 1999
raporunda yer alan bilgide: Tiirkiye’nin 1997 yil1 niifusu 62,774,000, y1l i¢inde tani
konan yeni tiiberkiiloz hastalarinin sayis1 20,778, insidans yiizbinde 33,1’°dir. Yine
DSO’niin 2002 raporuna gore Tiirkiye niifusu 66,668,000°dir ve tan1 konulan hasta
sayis1 18,038, insidans yiiz binde 27°dir.Bu rakamlarin Tiirkiye nin tiim hastalarim

icermedigi bilinmektedir.

Ulkemizde tiiberkiiloz ile enfekte niifusun orani yiiksektir; yani enfeksiyon
havuzu hala biiytliktiir. Enfeksiyon havuzu konusunda 1953-1959 yillar1 ve 1980-
1982 yillarin1 kapsayan iki doneme iliskin elimizde veri vardir. Bu verilere gore

1953-59’da niifusun %56’s1 1980-82’de ise %25°1 enfektedir (3,27,45,46,47).

T. C Saghk Bakanligt Verem Savas Dairesi Baskanligi’nin verilerine gore
1999 yilinda Tiirkiye genelinde tliberkiiloz prevalansi yiizbinde 35.18°dir. Vakalarin
%11°1 15 yasin altindadir. Tiirkiye’deki cografi bolgelere gore tiiberkiiloz prevalansi

ve insidansi Tablo 7 *de gosterilmistir. (3)

Tablo 7 : Tirkiye’de cografi bolgelere gore tiiberkiiloz prevalansi
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BOLGELER 1997 NUFUS VAK’A SAYISI PREVALANS
Karadeniz 7.265.779 2.831 38.96
Marmara 16.186.673 8.076 49.89
Ege 8.452.087 2.921 34.56
I¢c Anadolu 11.158.844 2113 18.94
Dogu Anadolu 5.614.907 1534 27.32
Glneydogu Anadolu  6.128.973 2594 42.32
Akdeniz 8.058.311 2047 25.40
TOPLAM 62.854.574 22116 35.18

Tiirkiye'de Saglik Bakanlig: verilerine gore 1991-2001 yillar1 arasinda tiiberkiiloz

insidans oranlar1 Tablo 8'de goriilmektedir. (100.000'de olarak). (3).

Tablo 8 : 1991-2001 yillar1 arasinda Tiiberkiiloz insidans oranlari

Yil Insidans
1991 44.0
1992 42.9
1993 39.4

1994 38.6
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1995 37.2
1996 34.3
1997 40,0
1998 39.0
1999 34,0
2000 27.0
2001 26,0

2. - GEREC VE YONTEM :

Tiiberkiiloz 6n tanili hastalardan alinmis olan 6rnekler, mikobakteriyolojik inceleme
amact ile Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ahmet Necdet Sezer Uygulama
ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim dalina ait
laboratuvara gonderilmistir. Gonderilen Balgam, Mide Aglik Sivisi, Bronkoalveoler
lavaj sivisi, Idrar, BOS, Abse materyali, Kan, Viicut sivilar1 (plevra, perikard,
periton, asit sivisi, sinovyal sivi, kemik iligi) ve diger Ornekler mikroskobik
incelemeye ek olarak 2 kati1 1 sivi, 3 farkli kiiltiir vasatina ekilmis (L-J besiyeri,
BACTEC 12B besiyeri ve TK-MEDIUM kiiltiir besiyerler) ve izole edilen M.
tuberculosis suslart L-J besiyerinde agarproporsiyon yontemi ile antibiyotik

duyarlilik testleri yapilarak ila¢ direngleri belirlenmistir. Caligmanin tiim asamalari



LIX

Class II tipi giivenlik kabininde yapilmistir.

2.1 - Orneklerin Mikroskobik incelenmesi : Orneklerden Erlich Ziehl-Neelsen
(EZN) yontemi ile hazirlanan preperatlarda ARB varlig1 arastirilmastir.

Laboratuvara gonderilen hem steril olan hem de steril olmayan tiim 6rneklerden
dekontaminasyon-homojenizasyon islemi oOncesi ikiser preperat steril olmayan
orneklerden dekontaminasyon-homojenizasyon islemi sonrast birer preperat

hazirlanmstir.
2.1.1 — Erlich Ziehl Neelsen Yontemi : (3,8,28,29)

Boyanin Hazirlanmast :

1. Cozelti 2. Cozelti
Bazik Fuksin ........ 0,3¢ Fenol (1sitilmis)........... 5ml
Etil Alkol (%95)....10,0 ml Distile Su..........ccev...e. 95 ml

1. ¢ozelti ve 2. ¢ozeltiden 90 ml alinarak karistirilmis ve karigim filtre kagidindan

gecirilerek boya kristallerinden arindirilmistir.

Asit Alkol Metilen Mavisi
Etil Alkol ( (%95)...97 ml Metilen Mavisi (Klorid)..0,3 g
HCI( Konsantre).....3 ml Distile SU.......ccooeiireen 100 mi

Preperatlarin Boyanmasi :

Klinik 6rneklerden preperat hazirlanirken temiz ve ilk kez kullanilcak lamlar
alinir, direkt ornekten ve dekontaminasyon-homojenizasyon islemi uygulanmis

ornekten lam tlizerine belli miktarda (1x2 cm’lik alan) yayilmistir.

Klinik 6rneklerden bu sekilde hazirlanan preperatlar havada kurutulduktan sonra,

ic kez alevden gegirelerek tespit edilmistir.

1- Tespit edilen preperatlar {lizerine, lami1 kaplayacak sekilde bazik fuksin ilave
edilmis ve alttan hafif ates ile 1-2 dakika kaynatmadan isitilmistir. Boyada
eksilme var ise lizerine tekrar boya eklenerek 1sitilmaya devam edilmistir.

Preperatin kisa bir siire sogumasi beklendikten sonra iizerindeki boya
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dokilmistir.

2- Boya dokiildiikten sonra preperat su ile yikanip {izerindeki boyanin tiimii

akana kadar %3’liik asit alkol ile dekolorize edilip tekrar su ile yitkanmistir.

3- Preperatlarin tizerindeki su akitildiktan sonra preperat iizerine metilen mavisi
dokiiliip 30-45 saniye beklenip sudan gecirilerek metilen mavisinin fazla
miktart akitilmistir. Preperatlar havada kurumaya birakilmigtir. Kurutulan
preperatlar Immersiyon yagi damlatilarak immersiyon objektifinde (100X)

incelenmistir.

2.2 - Klinik Orneklerin Dekontaminasyon-Homojenizasyon ve

Notralizasyonu

Laboratuvara  gonderilen  orneklerin ~ Dekontaminasyon, = Homojenizasyon,
Notralizasyonunun yapilmasinda hazir olarak bulunan Dio-Safeprocess (Dio-Med

AS.) Dekontaminasyon, Homojenizasyon ve Notralizasyonun kiti kullanilmistir.

Dio-Safeprocess hazir Dekontaminasyon-Homojenizasyon ve Notralizasyon
kitinde bulunan 6rnek alma tiipiinde steril cam boncuklar ve N-asetil-L-sistein
bulunur. Klinik 6rnekler dogrudan bu tiip icerisine alinabilir veya baska kapta

toplanan 6rnekler bu tlipe aktarilabilir.

Alinan 6rnegin {lizerine ayni miktarda Sodyum hidroksit - Sodyum sitrat
cozeltisi eklenir. Cam boncuk ile calkalama 6rnegin kolayca homojenize edilmesini
saglar. Bu islemler sonrasinda sodyum hidroksit nedeni ile pH’s1 ¢ok yiikselen
¢ozeltinin notralize edilmesi gerekir. Bu amagla Dio-Safeprocess kitinde bulunan
fosfat tamponu kullanilir. Fosfat tamponu eklenen karisim santrifiij edilerek basiller
tiipiin dibine ¢oktiiriiliir ve {ist siv1 atilir. Ikinci bir kez fosfat tamponu ile yikanan
basiller tekrar santrifiij ile c¢oktiiriilerek yogunlastirilir. Basillerin yogunlastirilmisg

oldugu bu ¢okelti, mikroskobi ve kiiltlir yontemleri i¢in kullanilabilir.

Ornekleri, en fazla 10 ml olacak sekilde, cam boncuklu tiip icerisine
alindiktan sonra bu tiipe Sodyum hidroksit-Sodyum sitrat ¢ozeltisinden yaklasik bire
bir oraninda eklenip tiipiin kapag: sikica kapilmistir. Vorteks ile calkalayarak 10-15
dakika oda sicakliginda bekletildi. Ornegin iizerine 50 ml cizgisine gelecek sekilde

fosfat tamponu eklenip artan fosfat tamponu sonraki asamalar i¢in saklanmustir.
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Tiipler 4000 devirde 20 dk santrifiij edilmistir. Ust siv1y1, dezenfektan ¢ozelti iceren
bir kaba, cam boncuklar dokiilmeyecek sekilde aktardiktan sonra daha Onceki
asamada artan fosfat tamponu 12.5 ml hizasina kadar eklenip 4000 devirde 10 dk
santrifiij edilmistir. Ust siviy1, dezenfektan iceren kaba bosaltilip Cam boncuklar
arasinda kalan sivi vortekslenip siispansiyon haline getirilerek bu siispansiyondan

kiiltiir yapildi, mikroskobi i¢in yayma hazirlandi (30,34).
2.3 - Lowenstein-Jensen Kiiltiirii :

Dekontaminasyon,Homojenizasyon,Notralizasyonu yapilmis olan Orneklerden 1
ml’lik steril enjektorle 0,5 ml alinip L-J besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan
besiyerleri yaklasik 160° acili olarak 37 °C’de bir gece bekletildikten sonra yine 37
9C’de 40-45 (6 hafta) giinliik bir inkiibasyona birakilmistir. Bu zaman zarfi

icerisinde en az haftada bir kez kontrol edilerek tireme olup olmadig: takip edilmistir.
2.4 - BACTEC 460TB Kiiltiirii :

Kontaminasyonu 6nlemek i¢cin, BACTEC 12B siselerine kiiltiir islemi uygulanmadan
once liyofilize halde bulunan PANTA, 5 ml PANTA Recostituting Flud (PRF) ile
antibiyotik ¢ozeltisi haline getirilmistir. PANTA ¢6zeltisi hazirlanarak steril 1 ml
enjektorlere 0,1 ml ¢ekilerek 0 derecede saklanmistir Cesitli antibiyotikleri
[Polimiksin B (50Unite/ml), Azlosilin (10mcg/ml), Nalidik asit (20 mcg/ml),
Trimetoprim (5 mcg/ml), Amfoterisin (5 mcg/ml) | biinyesinde bulunduran bu
¢ozelti agizlar1 %70’lik alkolle silinmis BACTEC siselerine 0,1 ml ilave edilmistir.
Bu islem sonrasinda steril 1 ml enjektorlere 0,5 ml dekontaminasyonu ve
homojenizasyonu yapilmis olan klinik 6rneklerden alinarak BACTEC 12B sisesine
ekim yapilmistir. Kontaminasyonun 6nlenmesi i¢in besiyerlerinin agzi tekrar alkol

ile temizlenmistir.

Klinik érneklerin ekildigi BACTEC 12B besiyerleri 37 °C’de 40-45 (6 hafta)
giin siire ile bekletilmis ve ilk iki hafta haftada iki kez, son dort hafta haftada bir kez
BACTEC TB 460 otomasyon cihazi ile kontrol edilmistir. Bu siire igerisinde lireme

gostermeyen kiiltiirler negatif olarak degerlendirilmistir.

Klinik 6rnekler mikobakteri igeriyorsa, bu mikobakterieler 12B besiyerindeki
YC isaretli substrati (Palmitik Asit) kullanarak, besiyerinin iizerindeki atmosfere

YCO; ¢ikarirlar. BACTEC TB 460 cihazinda yapilan kontroller sirasinda siseden bu
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YCO, gekilir ve radyoaktivitesi 0-999 smurlari arasinda sayisal bir degerle belirlenir.

Bu rakamlar tireme endeksini (GI) gostermektedir.

Bu sistem ile kontrol edilen 12B besiyerlerinin GI degeri >10 oldugunda bu siseler
giinliik kontrole alinmis ve GI degerleri hergiin kontrol edilmistir. GI degeri >50-
100’e yiikselen sisedeki tireme EZN yontemi ile boyanip incelenmistir (3,30).

2.4.1 - NAP identifikasyon Deneyi :

NAP (para-nitro-asetiamino-betahidroksipropiyofenon) kloramfenikoliin sentezi
sirasinda ortaya gokan bir ara tirtindiir. M. tuberculosis kompleks i¢inde yer alan
tiirlerin (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) {iremesi bu maddenin ortamda

varliginda inhibe olurken, diger mikobakteriler iremelerini siirdiirmektedir.

50-100 GI arasinda deger veren kiiltiirlerle BACTEC NAP deneyi yapilmustir.
Bu amagcla, primer 12B besiyerinden 1 ml alinarak icinde 5Spg NAP maddesi
amdirilmis disk bulunan sisseye aktarilmistir. Primer kiiltiir sigsesi pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Her iki sisenin agzi alkolle temizlendikten sonra bu sigeler 2-7
giin siire ile 37 9C’de inkiine edilmis, bu siire iginde her gin BACTEC TB460
cihazinda degerleri takip edilmistir. GI degeri >100 olan siseler asagidaki oranda

sulandirim yapildiktan sonra NAP deneyi uygulanmstir.

Primer Kiiltlirde GI Yeni 12B Besiyerine Aktarilan Miktar
101-200 0,8 ml
201-400 0,6 ml
401-600 0,4 ml
601-800 0,3ml
801-999 0,2 ml
-999 (Bir Giinden Fazla) 0,1 ml

Sulandirim yapilan 12B besiyerinden 1 ml alimip NAP iceren siseye

akterilmis, sulandirim yapilan yeni 12B sisesi pozitif kontrol kabul edilmistir.
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Kontrol sisesinin giinliik GI degeri artis gosterirken, NAP sisesinin GI
degerinde, mikobakterinin tiirline gore azalma veya artis gozlenmistir. M.
tuberculosis kompleks iginde yer alan tiirlerin tiremesi NAP varliginda inhibe
olurken, MOOT basilleri tiremelerini siirdiirmiislerdir. NAP testinin yorumlanmasi
ise;

M. tuberculosis Kompleks;

Yapilan giinlik kontroller sirasinda, 2 giin st iiste GI degerinde (%20) azalma

olmas1

GI degerinde ilk iki giin 6nemsiz bir artis daha sonra azalma olmasi veya GI
degerinde artis goriilmemesi ile incelenen sus M. tuberculosis olarak

nitelendirilmistir.
MOTT Basilleri ;

e 4 giinde GI degerinin > 400’e ulagsmasi

e Ilk 1-3 giin GI degerinde 6nemsiz azalma olmasi veya artis olmamamast,
ancak birbirini takip eden iki giinde, giinliik GI degerinde 6nemli bir artis

(%20) olmasi ile incelen sisedeki sus MOTT basili olarak yorumlanmastir.
2.5 - Dio-TK Medium Kiiltiirii :

Dekontaminasyon,Homojenizasyon,Notralizasyonu yapilmis olan 6rneklerden 1
ml’lik steril enjektorle 0,5 ml alinip Dio-TK tiiplerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan
besiyerleri yaklasik 160° acili olarak 37 °C’de bir gece bekletildikten sonra yine 37
°C’de 40-45 (6 hafta) giinliik bir inkibasyona tabii tutulmustur. Bu zaman zarfi
icerisinde en az haftada bir kez kontrol edilerek iireme olup olmadig takip edilmistir.
Haftada en az bir kez kontrol edilen tiiplerde renk degisimi gézlenmesi ile sonuca
vartlmistir. Mikobakterilerin iirettigi metabolik iirlinlere bagli olarak besiyerinin
rengi kirmizidan sartya donmiis ise bir iireme gergeklesmis demektir. Bir¢ok mantar
ve bakteri kontaminasyonu varliginda Dio-TK MEDIUM Besiyerinin rengi yesile
donmiis ise mikobakteri disinda bir organizmaya ait oldugunu gosterir. Bdylece
kontaminasyon varligi heniliz mikroskobi yapilmadan once anlagilmig olur Renk

degisimi Resim 1’de gosterilmistir. (34).
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p Ay
TK-MMEDIURMM g g KONTAMINASYON
MIKOBAKTERI

Resim 1 : TK MEDIUM Ureme Renk Degisimi (48)
2.6 — LJ Besiyerinde Antitiiberkiiloz ilaglara Duyarhlik Testinin Yapilmasi :

L-J besiyerinde iireme goriilen Orneklere duyarlilik tesiti yapilmadan 6nce bu
suglarin M. tuberculosis olup olmadigini saptamak ig¢in Niasin tesiti ve NAP
identifikasyon testi yapilmistir. Niacin deneyinde hazirlanmis olan % 10’luk
Cyanogen bromide (CNBr) ve Anilinin alkol eriyigi hazirlandiktan sonra L-J
besiyerinde iiretilmis kiiltiirler alinip i¢ine 1 ml steril saf su eklendi ve daha sonra
6ze yardimi ile koloniler hareket ettirilerek besiyerine 1 saat siire ile suyun temas
etmesi saglanip 36 derecelik etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda pipet ile 2-3
damla kadar s1v1 alinarak baska bir tiipe aktarilmistir iizerine hazirlanan anilin-alkol
eriyiginden damlatildiktan sonra renk olusmadan hemen ayni oranda CNBr
eklenmistir olusan sar1 renk niasin pozitif anlamma gelmektedir. Bu iki
identifikasyon deneyi sonrasinda niasin pozitif olan ve NAP testi anlaml1 olan suslar
antibiyogram igin ayrilmiglardir. Duyarlilik saptanmasinda, L-J besiyerinde agar
oranti (proporsiyon) yontemi kullanilmistir. Bu yontemde, kiiltiirde {iretilmis
tiiberkiiloz basilleri, es zamanli olarak ilag igermeyen ve ¢esitli antitiiberkiiloz ilaglar
iceren L-J besiyerine ekilmekte, ilagli besiyerinde olusan koloni sayisinin, ilagsiz
besiyerinde olusan koloni sayisina oran1 saptanmaktadir. Bu oran %1 ’in iizerinde ise,
bakteri susunun bu ilaca direncgli oldugu kabul edilmektedir. Antitiiberkiiloz ilaglara

L-J besiyerinde duyarlilik belirlenmesinde iki noktaya dikkat edilmesi ¢ok Onem
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tagimaktadir. Bunlardan birincisi, besiyerlerinin igerdigi ilag derisiminin ¢ok dogru
olarak ayarlanmasidir. L-J, 1sitilarak katilagmasi saglanan bir besiyeri oldugu igin,
Ozellikle rifampisin gibi ilaglarin bir kismi bu pisirilme siireci igerisinde etkinligini
yitirmektedir. Besiyerinde kalan ila¢ derisiminin istenen diizeyde olabilmesi i¢in
kiiltiir tiiplerinin esit siirede ve esit miktarda isitilarak hazirlanmasi gerekmektedir.
Bu kosullar ancak otomatik O6zel sistemler iceren makinalar ile dogru olarak
saglanabilmektedir. Bu nedenle ¢alisma sirasinda Diomed A.S.’de standart olarak
iiretilen duyarlilik test kiti Dio-Anti Tb Kit’i kullanilmistir. Duyarlilik testi yapilirken
ikinci onemli nokta ise ilagsiz ve ilagh besiyerinde iireyen bakteri kolonilerinin
sayisinin, oran c¢ikartilabilir miktarda olmasi gerekmektedir. Bu amagcla, tiretilmis
kiiltiirden yaklasik 0.5 Mc Farland bulaniklik degerinde bir silispansiyon hazirlanmasi
ve bunun 102 ve 10™lik seyreltimleri yapildiktan sonra, ilaghi ve ilagsiz
besiyerlerine  ekilmesi  Onerilmektedir. Bu noktada Onemli bir sorun,
mikobakterilerin yaglardan zengin ceperi ve bu nedenle ileri derecede hidrofobik
yapilart nedeniyle, sulu ortamlarda kolayca siispansiyon haline getirilememeleri,
bulaniklik degerinin kolayca ayarlanamamasidir. Dio-Anti Tb Kit’lerde bu amagla
cam boncuk ve Tween 80 ¢ozeltisi igeren bir siispansiyon tiipii ve yine ayni ¢dzeltiyi
iceren iki seyreltim tiipii bulunmaktadir. Sterilize edilmis olan bu ¢ozelti ve tiipler
hem siispansiyon ve seyreltimlerin kolayca ve dogru bir sekilde yapilmasini
saglamakta, hem de en fazla bu islem sirasinda ortaya ¢ikan kontaminasyonu
engellemektedir. Seyreltim tiipleri 10 ve 10*ten, hem ilagh hem de ilagsiz tiiplere
ekim yapildiginda, olusan koloni sayisina gore genellikle okumalarin 1072 seyreltim
tiiptinden yapilan ekimlerden degerlendirilmesi uygun olmaktadir. Bu nedenle bir¢ok
arastirmaci, 107 seyreltim tiipiinden ilagsiz ve ilagh L-J besiyerlerine ekim yaparken,
10 seyreltim tiipiinden sadece ilagsiz L-J’e (kontrol besiyeri) ekim yapilmustir. Test
edilmesi Onerilen antitiiberkiiloz ilaclar ve derisimleri; 1zoniasid 0.2pug/ml, 1zoniasid
lpg/ml, Rifampisin 40pg/ml, Rifampisin 20pg/ml, Streptomisin  4pg/ml,
Streptomisin 8ug/ml, Etambiitol 2pg/ml, Etambiitol 4pg/ml’dir. Uremis taze
kiiltiirden birkag koloni 06ze ile alip siispansiyon tiipiindeki boncuklar arasina
kanistirilip vorteks ile iyice ¢alkaladiktan sonra yaklasik 0,5 Mc Farland bulaniklik
degerinde siispansiyon elde edildi. Siispansiyon tiipiinden steril pipet ucu ile 100ul

alarak 102 seyreltim tiipiine aktarilip vorteksle ¢alkalanmistir.. 107 seyreltim
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tiipinden 100ul alarak 10™ seyreltim tiipiine eklenmis ve vorteksle calkalandiktan
sonra 107 seyreltim tiipiinden, ilagsiz ve ilagli L-J besiyerlerine 100ul ekim
yapilmustir. 10" seyreltim tliplinden ilagsiz L-J besiyerine 100ul ekim yaptiktan
sonra besiyerleri normal L-J kiltiirii gibi inkiibe edilmis yaklasik 30 giin sonunda
tiremeleri degerlendirilerek antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir. Antibiyotik

duyarhiliklarina ait ¢alisilmis L-J besiyeri resimleri asagida Resim 2’de sunulmustur
(34).

Resim 2: Lowenstein-Jensen Antitiiberkiiloz flagh Besiyerleri (49).

3.BULGULAR
Caligma kapsaminda alinan ve tiiberkiiloz yoniinden incelenen 280 klinik 6rnek,
EZN mikroskobi ve L-J, BACTEC 460TB, TK Medium kiiltiir yontemleri ile
incelenmis, kiiltiirli pozitif bulunan 6rneklerden izole edilen suslar L-J antibiyotik
duyarhlik testi ile tanimlanarak, antibiyotik duyarliliklari saptanmistir. Laboratuvara

gonderilen klinik 6rneklerin dagilimi Tablo 9’da belirlenmistir.

Tablo 9 : incelenen 280 Klinik Ornek ve Bu Orneklerin Hasta Grubuna Goére

Dagilimlari
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Klinik Ornek Incelen Ornek (%)
Tiiri

Balgam 167 59,7
Beyin Omurilik Stvist 11 3,9
Idrar 31 11
Bronkolalvoel Lavaj 6 2,2
Plevral Sivi 5 1,8
Asit S1vi 8 2,8
Aclik Mide Sivisi 18 6,4
Eklem Stvist 14 5)
Torasentez S1vi 7 2,5
Periton Sivisi 7 2,5
Sinoviyal Sivi 4 1,5
Piy 2 0,7
TOPLAM 280 100

Incelenen 280 6rnegin 41 (%14,7) tanesi EZN boyama yontemi BACTEC TB460,

L-J ve TK MEDIUM Kkiiltiir yontemleri ile pozitif bulunmustur.

Mikobakteri yoniinden anlamli bulunan 41 6rnekten 38 (%92,7) tanesi EZN
boyama yontemi ile pozitif bulunmustur. Bu 38 6rnegin 26’°s1 (% 68,4) balgam,
4’1 (%10,5) 1drar, 3’1 (%7,9) bronkolalvoel lavaj, 2’s1 (%5,25) mide aglik suyu
ve birer (%2,6) adette asit mayi, torosentez mayi ve piiyden ibarettir.
Incelenen 280 Ornegin L-J kiiltiir yonteminde 31 (%75,6) tanesi iireme
gostermistir. Bu 31 6rnegin tiirlere gore dagilimi asagida Tablo 10°da ¢ikarilmigtir.

Tablo 10 : L-Jkdltiir ydonteminde M. tuberculosis 6rneklerinin dagilim1

Ornek Tiirii Ornek Adeti %

Balgam 24 77,6
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Idrar 2 6,4
Bronkolalvoel Lavaj 2 6,4
Mide Aclik Sivisi 2 6,4
Piy 1 3,2
TOPLAM 31 100

BACTEC TB460, hizli tan1 kiiltiir yontemi ile 23 (%56,1) 6rnek pozitif

bulunmustur, bunlarinda 6rnek tiirtine gore dagilimi1 Tablo 11°de belirtilmistir.

Tablo 11 : BACTEC kiiltiir yonteminde iireyen 6rnek dagilimi

Ornek Tiirii Ornek Adeti %
Balgam 17 74

Idrar 2 8,7
Bronkolalvoel Lavaj 1 4,3
Mide Aclik Sivisi 2 8,7
Py 1 4,3
TOPLAM 23 100

Yeni bir tan1 kiti olan TK MEDIUM Kkiiltiir sistemiyle ise yine 21 (%51,2)
ornek pozitif sonug vermistir. Ornek dagilimi Tablo 12°deki gibidir.

Tablo 12 : TK MEDIUM Kkiiltiir yonteminde tireyen 6rnek dagilimi

Ornek Tiirii Ornek Adeti %

Balgam 15 71,5

Idrar 2 9,5
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Bronkolalvoel Lavaj 1 4,75
Mide Aclik Sivisi 2 9,5
Pily 1 4,75
TOPLAM 21 100

Calisma kapsamina alinan 280 6rnegin incelenmesi sirasinda L-J kiiltiir

yonteminde 4 (% 1,4) tane, BACTEC TB460°da 10 adet (% 3,6) ve TK-MEDIUM

Boyama ve kiiltiir sonuglarinin degerlendirilmesinde metadolojik arastirmalar

g0z Online alinmistir.

Tablo 13: Metadolojik Tablo

Sonug olarak mikobakteri yoniinden pozitif bulunan 41 (% 14,7) tiiberkiiloz
orneginin 38 tanesi EZN boyama yontemi ile 31 tanesi L-J, 23 tanesi BACTEC

TB460 ve 21 tanesi TK MEDIUM Kkiiltiirleri ile tiretilmistir.

kiiltiir yonteminde 8 (% 2,9) tane 6rnek kontamine olmustur.

kullanilmistir (Tablo 13). Bu tabloya gore sonuglar bir¢ok farkli degerlendirmeye tabi
tutulabilir, ancak en sik kullanmilan degerler duyarlilik, 6zgiilliik, gercek pozitiflik

degeri ve gercek negatiflik degeridir. Calismada da sonuglar hesaplanirken bu degerler

YENI TEST GECERLI TEST
HASTA SAGLAM
HASTA A Dogru Pozitifler] B Yanlis Pozitifler
SAGLAM C Yanlis Negatiflery D Dogru Negatifler
TOPLAM A+C B+D
(Toplam Hasta) (Toplam Saglam)

A) DUYARLILIK : Gegerliligi belirlenecek olan 6l¢iim yonteminin gergekten

hasta olanlardan ne kadarini hasta olarak saptayabilecegini gosterir.

Duyarlilik : (A/A+C)x100
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B) OZGULLUK : Gegerliligi belirlenecek olan yeni yontemin, saglam olanlardan

ne kadarini dogru olarak (saglam) saptayabildigini gosterir.
Ozgiilliik : (D/B+D)x100

C) GERCEK POZITIFLIK : Kullanilan tan1 degeri sonucu pozitif olan kisinin

gercekten hasta olma olasiligidir ve enfeksiyonun toplumdaki prevelansi ile

yakindan ilgilidir.
Gergek Pozitiflik : (A/A+B)x100

D) GERCEK NEGATIFLIK : Uygulanan yeni tan testine gore negatif sonug

veren kisilerin ne kadarinin ger¢ekten saglam oldugunu gosterir.
Gergek Negatiflik : (D/C+D)x100

Bu sistem ile boyama-kiiltiir sonuglart ve kiiltiir yontemleri birbirleri ile

karsilastirilip sonuglar tablolar halinde sunulmustur.

Tablo 14 : 280 Klinik 6rnegin EZN boyama yontemi ile L-J kiltiir yontemi

sonuclarinin karsilagtirilmasi

EZN LJ TOPLAM
(Mikroskobi) + -
+ 28 10 38
- 3 239 242
TOPLAM 31 249 280

Duyarlilik (%) : 90,3
Ozgiilliik (%) : 95,9

Gergek + (%) : 73,6

Gergek - (%) :98,7

Tablo 15 : 280 Klinik 6rnegin EZN boyama yontemi ile BACTEC kiiltiir

yontemi sonuglarinin karsilagtirilmasi
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EZN BACTEC TOPLAM
+ -
+ 20 18 38
- 3 239 242
TOPLAM 23 257 280

Duyarlilik (%) : 86,9
Ozgiilliik (%) : 92,9
Gergek + (%) :52,6

Gergek - (%) :98,7

Tablo 16 : 280 Klinik 6rnegin EZN boyama yontemi ile TK MEDIUM Kkiiltiir

yontemi sonuglarinin karsilastirilmast

EZN TK MEDIUM TOPLAM
+ -
+ 18 20 38
- 3 239 242
TOPLAM 21 259 280

Duyarlilik (%) : 85,7
Ozgiilliik (%) : 92,2
Gergek + (%) : 47,3
Gergek - (%) :98,7

Yapilan 280 klinik 6rneklik ¢alisma sonucunda mikobakteri yoniinden anlamli

bulunan 41 pozitif 6rnegin EZN, L-J, BACTEC ve TK MEDIUM yontemleri ile elde



LXXII

edilen sonuglar1 ve bu yontemlere ait genel duyarlilik ve 6zgiilliik yilizdeleri Tablo

17°de belirtilmistir.

Tablo 17 : Pozitif orneklerin EZN, L-J, BACTEC ve TK-MEDIUM

yontemlerine gore dagilimi ve duyarlilik 6zgilliik yiizdeleri

TOPLAM
) ¥ EZN L-J BACTEC| TK-MEDIUM
ORNEK
+ 41 38 31 23 21
- 239 242 249 257 259
TOPLAM 280 280 280 280 280
Duyarlihk (%) 92,6 75,6 56,1 51,2
Ozgiilliik (%) 98,7 95,6 93,0 92,3

Yapilan niasin testi ve NAP identifikasyon testi sonucunda 41 pozitif sustan 26
(%63,4) tanesinin M. tuberculosis oldugu saptanmistir. Bu 6rneklere L-J proporsiyon
yontemi 1ile antibiyotik duyarlilik testi uygulanmis antibiyotik olarak major
antibiyotikler olan Isoniasid (INH), Etambutol (EMB), Rifambin (RiF) ve Streptomisin
(SM) kullanilmastir.

Bu antibiyogram ¢alismasina gore izole edilen M. tuberculosis susunun 13
(%50) tanesinde herhangi bir ilag direncine rastlanmaz iken diger 13 (%50) susta ilag

direngleri tespit edilmistir.

Ilag direnci oldugu tesbit edilen suslarin antibiyotiklere karsi duyarlilik ve

direnclerini belirten agiklamalar Tablo 18’de agik bir sekilde sunulmustur.

Tablo 18 : Ilag Direng Oranlar
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ILACLAR DIRENCLI SUS DIRENC

ILAC KOMBINASYONLARI SAYISI YUZDELERI
INH Tek ila¢ Direnci 1 % 7,69
EMB Tek ila¢ Direnci 2 % 15,39
SM Tek Hag Direnci 1 % 7,69
INH+SM llag Direnci 2 % 15,39
SM+RIF la¢ Direnci 1 % 7,69
SM+EMB ila¢ Direnci 1 % 7,69
RIF+EMB ila¢ Direnci 1 % 7,69
MDR Coklu ilag Direnci 4 % 30,77

(Iginde INH+RIF Direnci olan Tiim
Ilaglar)
TOPLAM 13 100

4. TARTISMA
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Tiiberkiilozun tan1 ve tedavisindeki gelismelere ragmen biitiin diinyada ozellikle
gelisimini tamamlamamus lilkelerde hala yaygin bir hastaliktir. Giiniimiizde immiin
sistemi baskilayan HIV, HCV vb. enfeksiyonlarin oranindaki artigla dogru orantili
tuberkiiloz enfeksiyonu tasiyan birey sayisinda da artis goriilmektedir.

Tiiberkiiloz hastaliginda tedavinin hizi ve g¢abuklugu oldukca Onemli bir
noktadir ve tedaviye baslanilabilmesi iginde taninin konulmasi gerekmektedir.
Bunun i¢in duyarhilign ve o6zgilligii yiliksek tam1 yontemleri kullanilmasi
gereklidir.(5,8,35).

Tiiberkiiloz tanisinda kullanilan konvensiyonel yontemler farkli zamanlarda
ve farkli bolgelerde calisilmig ve birbiriyle karsilastirilmistir sonuglar asagidaki
gibidir.

Abe ve Ark (50), 245 balgam 6rneginden 86 mikobakteri susu (%35,1) izole
etmisler ve bu suglarin %93’iiniin BACTEC sisteminde, %75,6’sinin yumurtali
Ogawa besiyerinde {lredigini belirtmislerdir. Ayni aragtirmacilar BACTEC
sisteminde en erken iireme siiresini ortalama 13,4 giin, yumurtali Ogawa besiyerinde
21,7 giin olarak belirlemislerdir.

Ellner ve ark (51), L-J besiyeri, Middlebrook 7H11 agar ve BACTEC
sisteminden alman kiltir sonuglarim1  karsilagtirdiklar1  ¢aligmalarinda, 291
mikobakteri susunun 205’inin (%70) hem 12B nesiyerinde hem de L-J besiyeri veya
7H11 agarda parelel lireme gosterdigini, 56 susun (%19) sadece 12B besiyerinde, 30
susun ise (%10) sadece L-J besiyeri veya 7H11 agarda iiredigini bildirmislerdir.

Somoskovi ve ark (52), 357 klinik 6rnekten 57 (%15,9) mikobakteri susu
izole etmisler ve bu suslarin 53’iinii (%93) BACTEC sisteminde, 46’sin1 (%80,7) L-J
besiyerinde izole ettiklerini bildirmislerdir. Ortalama iireme siiresini preperat pozitif
orneklerde BACTEC sisteminde 13,8 giin, L-J besiyerinde 20,1 giin; preperat negatif
orneklerde BACTEC sisteminde 17,7 giin L-J besiyerinde 42,2 giin olarak
bulmuglardir. BACTEC sisteminde % 2,9, L-J besiyerinde %1,2 oraninda
kontaminasyon tespit etmislerdir.

Kirihara ark (53), tarafindan yapilan bir ¢aligmada , preperati pozitif bulunan
solunum yollarina ait 56 6rneginin ortalama iireme stiresi BACTEC sisteminde 8 giin
, L-J besiyerinde 16 giin, preperati negatif 6rneklerde 24 giin olarak bildirilmis,
preperati pozitif bulunan 6rneklerin % 98’inin BACTEC sisteminde, %76’sinin L-J



LXXV

besiyerinde, preperati negatif Orneklerin ise % 75’inin BACTEC sisteminde,
%79unun L-J besiyerinde iredigi belirlenmistir. Ayni arastirmacilar 12B
besiyerindeki kontaminasyon oranmmi %]1,6 L-J basiyerinde ise %5,5 olarak
bulmuslardir.

Uzun (2), 346 klinik 6rnekten 36 (%10,4) mikobakteri susu izole etmis ve bu
suslarin 34’tni (%94,4) BACTEC sisteminde, 17’sini (%47,2) L-J besiyerinde
tiretmistir. BACTEC sisteminde iireme siiresini preperati pozitif érneklerde 10 giin,
negatif Orneklerde 15 giin, L-J besiyerinde 24 giin olarak bulmus BACTEC
sisteminde % 6 L-J besiyerinde % 7 oraninda kontaminasyon tespit etmistir.

Kog ve ark (54), 2254 klinik 6rnekten 102 mikobakteri susu izole etmisler ve
bunlarin 78 adetini (%76,5) BACTEC sisteminde 50°sini (%49) L-J besiyerinde
tiredigini gormiislerdir. Ureme siireleri BACTEC’de 11,6 giin, L-J besiyerinde 21,7
giin olarak kabul edilmistir. Kontaminasyon oranlari ise sirasi ile %8 ve %4,3 olarak
tespit edilmistir.

Yaman ve ark (55), Izole ettikleri 112 M. tuberculosis susunun 100’{inii
(%89,9) BACTEC sisteminde, 76’sm1 (%67,9) L-J besiyerinde izole etmislerdir.
BACTEC sisteminde iireme stiresi 11,5 giin olarak bulunurken L-J’de 22,4 giin
olarak bulunmustur.

Ozekinci (8), inceledigi 340 ornekte kiiltiir pozitif 34 6rnegin % 94,171
BACTEC Kkiiltiiriinde, %38,2’si L-J besiyerinde tiretmistir. Bu 340 6rneklik ¢alisma
kontaminasyon yoniinden incelence BACTEC’de %6,4 L-J besiyerinde %7,3 6rnek
kontamine olmustur.

EZN, BACTEC 460, L-J ve TK-Medium yontemleri ile yapilan 280 6rneklik
calismamizda 41 6rnek (%14,7) tiiberkiiloz agisindan anlamli bulunmustur.

Bu 41 pozitif 6rnek arasindan 38 ornek (%92,7) EZN pozitif, 31 (%75,6)
ornek L-J kiltiir pozitif, 23 (%56,1) tane BACTEC ve 21 (%51,2) tane de TK-
MEDIUM yontemi ile pozitif bulunmustur.

L-J kiiltiir yonteminde 4 (% 1,4) tane, BACTEC’de 10 adet (% 3,6) ve TK-
MEDIUM kiiltiir yonteminde 8 (% 2,9) tane Ornegin kontamine oldugu tespit
edilmistir.

Calismamizda BACTEC 460TB kiiltiir sonuglar ile diger arastirmacilarin

yaptig1 caligmalardan elde ettigi sonuglar ile arasinda farklar goriilmiistiir. L-J
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besiyerindeki iireme goz Oniline alininca Somowski ve ark (52) yaptigr ve yine
Kirihara ve ark (53) yaptig1 caligmalar ile uyumlu bulunmustur.

BACTEC 460TB sistemindeki oranin diisiik bulunmasinin nedeni gonderilen
klinik 6rneklerin tliriine bagl olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kontaminasyon oraninin Somowski ve ark (52) , Kirihara ve ark (53) yaptigi
calismadaki kontaminasyon oranlariyla yaklasik degerlerde bulunurken bu oranin
iilkemizde yapilmis olan Uzun (2) ve Ozekinci (8) yaptig1 ¢alismalara gore diisiik
c¢ikmasmin nedeni ise dekontaminasyon ve homojenizasyon islemlerinin daha
dikkatli yapilmasi1 ve calisma yapilan kabinin ¢aligma oncesinde daha dikkatli bir
sekilde sterilize edilmesinden oldugu diisiiniilmektedir.

Tiiberkiiloz tanisinda mikroskobik incelemenin maliyetinin ucuzlugu,
kolayligi, hizlilig1 ve duyarliligi en yiiksek yontem polmasi tani koyma agisindan en
cok tercih edilen yontem kabul edilmesini saglamistir ancak mikroskobi yOntemi
mutlaka diger kiiltiir yontemleri ile de desteklenmelidir. Mikroskobinin kiiltiir
yontemleri ile ayn1 degerlerde veya kiiltiir sonuglarinin mikroskobi sonuglar ile
anlamli sonuglar vermesi bu yontemin tanidaki gegerliligini bir kez daha 6n plana
cikarmaktadir.

Bekiroglu ve ark (56) 220 balgam 6rneginde yaptiklart EZN ve Florokrom
boyama yontemini karsilastirdiklar1 ¢alismada EZN boyama yontemi i¢in duyarlilik
oranin1 % 68,9, ozgilligi %100, gergek pozitifligi % 100 ve gercek negatiflik
oranini %92,5 olarak bulmuslardir.

Yildiran ve ark (57) toplam 7 yil igerisinde tamamladiklar1 27,519 6rneklik
caligmalarinda EZN boyama ve kiiltiir yontemlerini karsilastirmiglar ve ZN boyama
yonteminin duyarlilik oranim % 71,8, 6zgiilliigl %98,8, gercek pozitifligi % 79,6 ve
gercek negatiflik oranin1 %98,2 olarak bulmuslardir.

Ozekinci (8) yaptig1 ¢alismada EZN boyama ydntemi ile L-J kiiltiir yontemi
karsilastirmasinda EZN boyama yontemi ic¢in duyarlihig % 66, ozgilligi %94.,4,
gercek pozitifligi % 42,8 ve gercek negatifligi % 98 olarak tespit ederken yine ayni
calismasinda EZN boyama yontemi ile BACTEC 460TB sonuglarini karsilagtirmig
ve duyarlilik oranin1 %41,9 6zgilligi ise % 99 olarak bulmustur.

Uzun (2) caligmasinda 237 linik 6rnek i¢in L-J kiiltiir yontemi ile EZN

boyama yontemini karsilagtirmistir. Bu karsilastirma sonucunda duyarlilik oranin1 %
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53, ozgiilliigii %93,6, gergek pozitifligi % 39 ve gercek negatiflik oranint %96 olarak
bulmustur.

Ankara Giilhane Askeri Tip Akademisinde BACTEC 460TB, Lowenstein
Jensen , TK Medium ve TK SLC kiiltiir yontemleri ile 449 klinik 6rnek ile yapilan
bir calismada siras1 ile 31 (%6.9), 23 (%5.1), 18 (%4.0) and 21 (%4.7) klinik 6rnek
mikobakteri yoniinden pozitif bulunurken 356 (79,3) 6rnek negatif bulunmustur.
Yine Ankara Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesinde aymi ydntemlerle yapilan 500
orneklik calismada BACTEC 460TB, L-J, TK MEDIUM ve TK SLC kiiltiir
yontemlerinde sirasi ile 20(%4), 19 (%3,8), 19 (%3,8), 18 (%3,6) oraninda bir
pozitiflik saptanmig ve ayni sira ile kontaminasyon oranlari ise %0,4, %2,6, %4,4 ve
%0,8dir (58).

Calismamizda ise 280 oOrnegin EZN, BACTEC 460TB, L-J ve TK
MEDIUM yontemleri ile 41 tanesi mikobakteri yoniinden olumludur. Bu 41 susun
38’1 (%92,7) EZN, 31°1 (%75,6) L-J, 23’1 (%56,1) BACTEC 460TB ve 21 (%51,2)
TK MEDIUM kiiltiir sistemiyle pozitif tespit edilirken kontaminasyon oranlarinin ise
BACTEC 460TB’de 10(%3,6), L-J’de 4 (%1,4) ve TK-MEDIUM’da 8 (% 2,9)
oldugu tespit edilmistir

Yaptigimiz c¢alismamizda EZN boyama yontemi ile L-J kiiltiir sistemi
karsilagtiritlinca EZN boyama yonteminin duyarliligi %90,3 , BACTEC 460TB kiiltiir
yontemi ile karsilastirilinca %86,9 TK-MEDIUM Kkiiltiir yontemi ile karsilastirilinca
% 85,7 olarak bulunurken o6zgiilliiler ise sirasi ile % 95,9 - % 92,9 ve % 92,2 olarak
tespit edilmistir.

Buldugumuz duyarlilik oran1 yukaridaki ¢caligmalar ile karsilastirildigi zaman
arada belirli farklar tespit edilmistir bu farklarin nedeni ise mikroskobi calismasi
sirasinda daha uzun siire inceleme yapilmasi ve bu incelemenin birden fazla kisi
tarafindan yapilmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tiiberkiiloz hastaliginin ilerlemesinin durdurulmasinda ve daha etkili ve
basarili bir tedavi yiiriitiilebilmesinde erken tan1 konulmasi ve ilag duyarliliklarinin
belirlenebilmesi dnemli bir noktadir.

Karabay ve ark (59), 214 M. tuberculosis susunun 105’ini (% 49,1) en az bir
ilaca kars1 direncli bulmuslardir. INH’e %27,1, RIF’e %21,5, SM’e %29 ve EMB’e
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%10,3 toplam diren¢ saptamislardir. %20,1 bir ilaca, %22,4 iki ilaca, %6,4 {i¢ ilaca
ve %0,5 dort ilaca direng bulmuslardir.

Bale1 ve ark (60), 199 susun 90’nm1 (%45,2) en az bir ilaca direncli
bulmuslardir. INH’e %37,2, RIF’e %21,1, SM’e %9 ve EMB’¢ %17,5 oraninda
diren¢ saptamiglardir. Sadece tek ilaca direng %17,6 iki ilaca birlikte direng %15,6
tic ilaca %12 dort ilaca birden direng gosteren sus tespit edememislerdir.

Kisa ve ark (61), 1998-2001 tarihleri arasinda GATA mikrobiyoloji
laboratuvarina gelen M. tuberculosis pozitif 390 hastaya ait 886 izolatin her hasta
icin tek bir susu degerlendirmeye almislar. Izolatlarin % 14,4’ii en az bir ilaca
direngli bulunurken dort ilacin tiimiine birden direnclilik oranini % 0,5 olarak tespit
etmislerdir.

Kartaloglu ve ark (62) yaptigi calismada 365 kiiltir pozitif akciger
tiiberkiilozlu olguda birinci sira ilaglara direng oranlari arastirilmistir. Bir veya daha
fazla ilaca kars1 primer direng 87 (% 23,8) olguda saptandi. En yiiksek direng oranina
Izoniasid (%14,8) sahip olup bunu sirasi ile etambutol 39 (%10,7), rifampisin 11
(%3) ve streptomisin 9 (%2,5) izledigi gozlemlenmistir.

Calismamizda izole edilen 26 M. tuberculosis susunun 13 (%50) tanesinde
herhangi bir ilag direncine rastlanmazken Izoniazid’e direngli 1 (%7,69) sus,
Etambutola direncli 2 (%15,39) sus , Streptomisin’e direncli 1 (%7,69) sus
bulunmustur. Sadece rifampisine diren¢ gdsteren susa rastlanmamustir. Izoniazid-
streptomisin,  Streptomisin-rifampisin,  Streptomisin-etambutol ve rifampisin-
etambutol’a birlikte direng gOsteren sus sayilar1 ve oranlari ise sirasi ile 2 (%15,39),
1 (%7,69), 1 (%7,69) ve 1 (%7,69) seklindedir. Dort ilaca birden direng gosteran 4
(%30,77) susa rastlanmistir. 13 susun 4’1 (%30,77) bir ilaca direng 5’1 (%38,46) iki
ilaca ve yine 4 susta (30,77) 4 ilaca birden ¢oklu direng¢ gosterirken ii¢ ilaca direng
gosteren suga saptanmamistir.

Ulkemizde antibiyotik duyarlilig1 iizerine yapilmis olan ¢alismalar incelendigi
zaman en yliksek diren¢ oranina isoniazid’te rastlanmistir. Bizim ¢alimamizda
isoniazid’e ait direng orani bulunan sonuglarin aksine % 7,69’luk oranla en diisiik
direng olarak tespit edilmistir. Tek basina en yiiksek direng oranina % 15,39 oraniyla

Etambutol sahiptir. Calismamizda en yiiksek direng oranina ise 4 hastayla ve %
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30,77 oran ile tiim ilaglara karsi gosterilen direng ile ¢oklu ila¢ direncinde
rastlanmustir.

Tiim bu ¢alismalar sonucunda dikkat edilmesi gerekn nokta direng oranini
arttirmamak ve c¢oklu diren¢ problemini ¢6zmek i¢in tedavinin ilag direnci

sonuclarina gore yapilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.

5. SONUCLAR
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4)

5)

LXXX

280 klinik 6rnegin EZN boyama, BACTEC 460TB, L-J ve TK-MEDIUM
kiiltiir yontemleri ile incelendigi ¢alismada 41 (%14,7) 6rnek EZN boyama
yontemi BACTEC 12B,L-J ve TK MEDIUM Kkiiltiir yontemleri ile pozitif

bulunmustur.

Dort farkli yontemle pozitif bulunan 41 6rnegin 38 (%92,7) tanesi EZN
boyama yontemi ile 31 tanesi (%75,6) L-J, 23 tanesi (% 56,1) BACTEC
460TB ve 21 tanesi (% 51,2) TK MEDIUM Kkiiltiir yontemleri ile pozitif

bulunmustur.

Calisma kapsamina almman 280 ornek kontaminasyon bakimindan
incelendiginde L-J kiiltiir yonteminde 4 (% 1,4) tane, BACTEC’de 10 adet
(% 3,6) ve TK-MEDIUM Kkiiltiir yonteminde 8 (% 2,9) tane Ornegin

kontamine oldugu tespit edilmistir.

280 klinik 6rnekten pozitif bulunan 41 susun uygulanan niasin identifikasyon
testi ve NAP identifikasyon testi sonrasinda 26 (%63,4) tanesinin M.
tuberculosis kompleks, 15 (% 36,6) tanesinin MOTT basilleri oldugu

tanimlanmustir.

Izole edilen 26 M. tuberculosis susunun 13 (% 50) tanesinde ila¢ direncine
rastlanmazken kalan 13 susta Izoniazid’e direngli 1 (%7,69) sus, Etambutola
direngli 2 (%15,39) sus , Streptomisin’e direngli 1 (%7,69) sus bulunmustur.
Iki ilaca birden direncli sus sayis1 5 (% 38,6) ve tiim ilaclara direncli sus
sayist 4 (% 30,77) olarak bulunmustur.
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