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OZET

Diyabetik Hastalarda Latent Tiiberkiilozun Quantiferon Gold Testi ile
Arastirilmasi

Halil Ibrahim Oztiirk
Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Tez Danisman: Prof. Dr. Tekin KARSLIGIL

OCAK 2017,60 sayfa

Tiiberkiiloz (TB), insanlik tarihi boyunca, enfeksiyon hastaliklar iginde her zaman 6nemli bir
yere sahip olup son yillarda yeni TB olgularinin sayisi hizla artmaktadir. Bu artigta Latent
tilberkiiloz (LTB) olgularinin da onemli bir yeri bulunmaktadir. LTB enfeksiyonu olan
bireylerdeki en dnemli risk, hayatlarinin bir doneminde aktif TB enfeksiyonu gelismesidir. TB
enfeksiyonunun hastaliga ilerleme riski konaga ait risk faktorlerine gore degismektedir. Bu risk
normal popiilasyonda %35-10 arasindir ve aktif hastalik ve gelisme riski enfeksiyonun
edinilmesinden sonraki ilk 2 yil i¢cinde maksimum diizeydedir. Bu yiizden gelismis iilkelerde
TB kontrol stratejilerinin en énemli basamaklarindan biri de enfekte olan kisilerin belirlenmesi
ve bunlarin tedavi edilmesidir. Bu da LTB enfeksiyonu olan bireylerin dogru tan1 ve tedavisini
onemli kilmaktadir. Enfekte olduktan sonra hastalanma riskini arttiran en 6nemli neden kisinin
immiinsiipresyonudur. Diabetes Mellitus (DM) hastalig1 toplumda yaygin olarak bulunan ve
immiin sistemi baskilayan Onemli hastaliklardan biridir. Bu nedenle c¢alismada, diyabetli
hastalarda latent Mycobacterium tuberculosis prevalansinin Quantiferon- TB Gold yontemiyle
saptanmasi amaglanmistir.Calismada, endokrinoloji polikliniginde tanis1 konmus veya tedavi
alan Tip 1 ve Tip 2 DM hastalar1 ve toplumdan randomize olarak olusturulan kontrol grubu
olmak iizere ii¢ grup kendi arasinda karsilagtirilmigtir. Her gruptan 25 er kisi olmak iizere
toplam 75 kisiden kan alinarak ¢aligilmigtir. Bu ¢alisma sonucunda, Tip 1 DM hastalarda 5
(%20), Tip 2 DM grubunda 10 (%40) ve kontrol grubunda 6 (%24) olmak iizere 75 kisinin
21’inde (%28) pozitiflik saptanmigtir. Gruplar arasinda ve gruplarin kontrol grubu ile yapilan
istatistiksel degerlendirmesinde anlamli bir farklilik saptanmamistir. Cinsiyet olarak
bakildiginda erkeklerde daha fazla goriilmekle birlikte anlamli farklilik bulunmamigtir. Yas
gruplari  arasinda da  anlamli  farklilik  saptanmamistir.  Sonu¢  olarak LTB
enfeksiyonunu,6zellikle immiinsiiprese kisilerde daha sik saptandigi ve bu nedenle diyabetli

kisilerde latent tiiberkiilozun arastirilmasi gerekliligi goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Latent tiiberkiiloz, Quantiferon TB-Gold testi



ABSTRACT

Investigation of Latent tuberculosis with Quantiferon gold test in

Diabetic Patients

Halil ibrahim Oztiirk
Gaziantep University Graduate School of Health Sciences
Supervisor: Prof. Tekin KARSLIGIL MD, PhD.
Department of Medical Microbiology
January 2017

Tuberculosis (TB) has always been an important place within infectious diseases throughout
human history and the number of new TB cases has increased rapidly in recent years. Latent
tuberculosis (LTB) has an important role in this increase. The most important risk in individuals
with LTB is the development of active TB infection at one period in their lives. The risk of
progression to TB disease varies depends on the risk factors of the host. This risk is 5-10% in
the normal population and active disease and development risk is at the maximal level within
the first 2 years after the acquisition of infection. Therefore, one of the most important steps in
TB control strategies in developed countries is the identification and treatment of infected
individuals. This makes accurate diagnosis and treatment of individuals with LTB infection
important. The most important reason that increases the risk of disease after infection is the
immunosuppression of the individual. Diabetes Mellitus (DM) disease is one of the major
diseases that are common in the society and suppress the immune system. For this reason, in the
study, it was aimed to determine the prevalence of latent Mycobacterium tuberculosis in
patients with diabetes by Quantiferon-TB Gold method.

In the study, three groups were compared among themselves, including Type 1 and Type 2 DM
patients who were diagnosed or treated in the endocrinology outpatient clinic and control group
randomly selected from the community. Blood samples of a total of 75 individuals, 25 of whom
were from each group were studied. As a result of this study, 21 (28%) of 75 patients were
found to be positive, including 5 (20%) in Type 1 DM patients, 10 (40%) in Type 2 DM group
and 6 (24%) in control group. No statistically significant difference was found between the
groups. As for gender, however it was seen in men more, no significant difference was found.
No statistically significant difference was found between age groups.

In conclusion, the presence of LTB infection especially in immunosuppresive patients is likely
to be a risk for infection, and therefore it is necessary to investigate latent tuberculosis in
diabetic patients.

Keywords: Diabetes, Latent Tuberculosis, Qantiferon TB-Gold Test



1. GIRIS VE AMAC

Tiiberkiiloz (TB), insanlik tarihi boyunca, enfeksiyoz hastaliklar i¢inde her zaman
onemli bir yere sahip olmustur. Son yillarda giderek artan kiiresel ¢cabalara ragmen yeni
TB hastalar1 hizla artmaktadir. Diinya niifusunun yaklasik 1/3’0 M.tuberculosis ile
enfektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) “Kiiresel Tiiberkiiloz 2015 Raporu™na goére
Diinya genelinde tiiberkiiloz insidans, prevalans ve mortalite hizlar1 diismektedir.
Bununla birlikte kiiresel TB yiikii halen ¢ok yiiksektir. 2014 yilinda 9.6 milyon yeni
vaka ve 1.5 milyon kisinin TB’dan 61diigii raporlarla kayda gecmistir (1).

Hastalik insidansi Avrupa iilkelerinin ¢ogunda yiizbinde 20°den az iken, Hindistan,
Banglades, Cin gibi iilkelerde yiizbinde 100 hatta yiizbinde 200’iin {istiindedir (2).
Tiberkiiloz hastasinin erken teshisi ve diizenli tedaviye baslanmasi, sadece hastaligin
iyilestirilmesini degil, ayn1 zamanda enfeksiyonun toplumdaki diger bireylere de
bulasmasini  dnlemektedir. Ulkemiz verilerine gore 2014 yilinda toplam 13.378
tilberkiilozlu hasta bulunmaktadir. Bunlarin 7.728’1 (%58) erkek, 5.528’1(%42)
kadindir.

Tiiberkiiloz hastaligi Mycobacteriiim tuberculosis basili tarafindan olusturulur (2). TB
basilleri insan viicuduna cok farkli bolgelerden (solunum, sindirim, deri, konjonktiva
gibi) girebilir ancak en 6nemli bulas yolu inhalasyondur (1). Viicuda giren TB basili
baslangigta ¢ogalabilir, fakat gelisen immiin yanitla enfeksiyon kontrol altina alinir.
Primer enfeksiyon olarak tanimlanan bu durum, hicbir klinik belirti olusturmamasina
karsin tiiberkiilin deri testinin (TDT) pozitiflesmesine neden olur. Bu siiregte az sayida
basil, metabolizmalarin1 durdurarak canliliklarin1 koruyabilirler ve bu durum latent

tiiberkiiloz enfeksiyonu (LTBE) olarak tanimlanir (3).

Son zamanlarda kanserlerin, allerjik ve otoimmiin hastaliklarin tedavisi ve transplant
reddinin Onlenmesi i¢in immiin sistemi baskilayan tedaviler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yeni yaklagimlar terapotik etkilerinin yaninda toksisite, malignite
ve enfeksiyon riski gibi durumlari da beraberinde getirmistir. Immiinsiipressif ilaglarin
kronik kullanimlar1 sirasinda LTB enfeksiyonunun aktiflesmesi gibi sorunlarla

karsilagilabilir. Bu nedenle, immiinsiipresor ve immiinmodiilatér ilaglarin



uygulanmasindan dnce veya uygulamasi sirasinda hastalarin latent enfeksiyon yoniinden

degerlendirilmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir (4).

Diyabetik hastalar enfeksiyonlara daha yatkin olmakla birlikte ayni zamanda da
enfeksiyon hastaliklarini daha agir gecirmektedirler. Savunma sistemleri baskilanmig
olan diyabetik hastalarda sikg¢a goriilen enfeksiyonlarin basinda TB gelmektedir.
Amerikan Gogiis Dernegi ve ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC),
diyabetli hastalardaki tiiberkiilozu ayr1 bir kategoride smiflamislardir. Bazi iilkelerde
PPD pozitif olan diyabetlilere izoniazid ile kemoprofilaksi uygulamasi yapilmaktadir
(5). LTBE belirlenmesi ve tedavisi, TB eliminasyon stratejisinin en 6nemli bilesenidir.
Kronik hastalarda LTB enfeksiyonunun aktif tiiberkiiloza doniisme riski genel
popiilasyona gore daha yiiksektir. Kortikosteroid ve sitotoksik ajanlar gibi kronik
hastalar ve HIV diyabet, kanser, kronik bobrek yetmezligi gibi bazi hastaliklar, immiin

sistemi baskilayarak hastanin TB’a yakalanma riskini arittirmaktadir (6).

Immiinsiipresyon durumlarinda tiiberkiilozun klinik ve radyolojik bulgularmin atipik
olmasindan kaynaklanan tani problemleri ve koruyucu ilag tedavisinin netlesmemesi
yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir (7). Diyabetik hastalarda tiiberkiiloz

enfeksiyonunun normal popiilasyona gore 2-4 kat fazla oldugu bildirilmistir (8).

TB, sinsi bir hastalik oldugundan sikayetler genelde hafif baslar ve yavas ilerler.
Hastalar, sikdyetlerini baska nedenlere baglayabildiginden doktora ge¢ basvurmakta ve
bu nedenle hastaligin seyri ilerlemekte ve bulastiricilik stirmektedir. Genellikle {i¢ hafta
ve daha uzun siiren 6ksiiriik TB hastaligi i¢in 6nemli bir belirtidir. Bunun yaninda, ates,
gece terlemesi, kilo kaybi, halsizlik ve istahsizlik, balgam ¢ikarma, kan tiikiirme, gogiis
agrist ve nefes darligi bulunabilmektedir. Viicudun diger organlarim1 tutan TB
hastaligmin  belirtileri ise etkilenen bdlgeye gore degisiklik gostermektedir.
M.tuberculosis ile enfekte olan kisilerin belirlenmesinde TDT’ den yararlanilmaktadir
(9). TDT Latent tiiberkiiloz tanisinda yardimei bir test olmasina karsin hatali sonuglar
da vermektedir. Ornegin TDT de pozitif reaksiyonlar, kiside M. tuberculosis disinda
diger cevresel miko bakterilere maruz kalinca da olugmaktadir. Ayrica, kronik
hastaliklarda ve 6zellikle HIV hastaliginin seyri sirasinda immiin sistem ¢ok zayif hale
gelmekte, TDT’ de kisinin tiiberkiiloza yakalanip yakalanmadigini belirleyecek bir

reaksiyon goriilmemektedir (10). Bu nedenlerle TDT nin sensitivitesi ve spesifisitesi



oldukca disiiktiir. BCG asilamasmin yaygin olarak uygulandigi iilkelerde TDT
asilamadan etkilenir. Ayrica tiiberkiiline ait faktorler ve uygulama yontemi, farklh
okuma ve kayit ile iligkili faktorler nedeniyle yanlis sonuglar verebilmektedir.
Dolayisiyla M. tuberculosis ile BCG asilanmasi ve ¢evresel mikobakteriler arasinda
ayirim yapacak, hatta LTBE ile aktif hastalig1 ayirt edecek bir teste ihtiyac vardir. CDC
LTBE tanisinda Quantiferon testinin kullanimin1 6nermektedir. Quantiferon testi
periferik kanda olusan interferon gama (IFN-y) diizeyini 6lgmektedir. Immiin siipresif
tedavi goren hastalarda LTBE’nun saptanmasi oldukca 6nemlidir. Pozitif bulunan
kisilere korunma amaciyla proflaktik INH tedavisi uygulanmaktadir (11). ilag yiikii,
uzun siireli profilaktik tedavi uygulanmasi ve tedavi izlemindeki zorluklar, ilacin yan
etkileri ve maliyet géz Oniine alindiginda LTB enfeksiyonun dogru teshisi oldukca

bliyiik 6nem tasimaktadir.

Bu caligmada, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi’nin endokrinoloji poliklinigine
bagvuran Tip 1 ve Tip 2 Diabetius Melitus’lu (DM) hastalarda ve saglikli bireylerde
Quantiferon TB Gold testi ile LTB arastirilmistir. LTB tanisinda Quantiferon testinin

tan1 degeri irdelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

2.1.1. Diinyada Tiiberkiilozun Tarihi

Insanlarin mikobakterilerle tamismas1 M.O. 8000 yillarina kadar dayanmaktadir. Toplu
yasama gecis ve hayvanlarin evcillestirilmesiyle birlikte tiiberkiiloz (TB) hastalig1 da
gelismistir. Bu déneme ait Almanya’da bulunan insan iskeletlerinde (M.O. 5000) asido
rezistan basil (ARB) bulunmustur. M.O. 3500-3000 yillarma ait Misir mumyalar1 ve
Urdiin de bulunan insan iskeletlerinde de TB (Pott hastalig1 ve Psoas apseleri) bulgular
goriilmiistiir. Misir’da Nil nehri yakinlarindaki bir mezarda goriilen ve M.O. 1500
yillarma ait belgede, scrofula (Lenf bezi tiiberkiilozu) goriildiigii kayitlara ge¢mistir.
M.0.1000 y1linda yasamus olan Rahip Nesperehan’un mumyasinda belirgin gibbosite ve
psoas apsesi tanimlanmis ve onun  M.tuberculosis  ile  hastalandigini
bildirmektermektedir. M.O. 700 yillarinda 6len, vertebrasinda gibbositesi olan ve
Hacienda Aqua Salada’da gémiilen Peru’lu bir ¢ocugun mumyasinin sonradan yapilan

arastirmasinda (PCR ile) M.tuberculosis saptanmistir (9).

M.O. 460-375 yillarinda yasayan Hipokrates ‘Phitisie’i genellikle TB anlaminda
kullanmistir. Bu kelime elden ayaktan diismek anlaminda kullanilmaktadir. Hipokrat
yazilarinda TB’un klinik 6zelliklerini tanimlamistir. Hastaligin 18-35 yaslar1 arasindaki

insanlarda daha sik goriildiigiinii ve tedavide verilebilecek yiyecekleri yazmistir (12).

15. ve 17. yy Ronesans doneminde anatomik calismalara izin verilmesi, hastaliklarin
nedenlerinin anlasilmasinda ve arastirllmasinda biiyiik katkist olmustur. Andres
Vesalius’un calismalarinda TB’lu hastalarin  otopsilerinde kaviter lezyonlarinin
bulundugu bildirilmistir. 1680 yilinda Silvius ¢aligmalarini yayinladigi “’Opera
Medica’’ isimli kitabinda Phtisis’i diger akciger hastaliklarindan ayirt etmistir. Milier

tiiberkiiloz 1702 yilinda Mangetus ilk kez tanimlamustir.

18. yy baslarinda olusan ve 19. yy’da zirveye ulasan sanayi devrimi, kotii ve yetersiz
beslenme, yoksulluk ve kalabalik sehir sartlarinda yasayan insanlarda TB salginlarinin
cogalmasina neden olmustur. 1800’ler Avrupa da sehir yerlesiminin en yogun oldugu,

niifusun % 70’inin TB’a yakalandig1 yillardir. Fransiz hekim Dr. Rene-Theophile



Hyacinthe Laennec 1819 yilinda stetoskobu bularak klinik hekimlikte biiylik ¢igir
acmistir.  Akciger oskiiltasyonu yaparak klinik bulgular1 patolojik verilerle

bagdastirmaya calismistir.

Robert Koch 1882°de TB basilini ilk kesfeden kisidir (13). Koch 1884’de klinik
orneklerden basili izole etmistir. Daha sonra saf kiiltiiriinli iiretmis, deneysel olarak
hayvanlarda hastalik olusturmus ve enfekte hayvanlardan bakteriyi yeniden iireterek
‘Koch postiilasi’ni ileri stirmistiir. Bacterium tiiberciilosis ad1 ile anilan bakteri, koloni
morfolojisi ve yavas iireme Ozelligi nedeni ile mantara benzetildiginden Lehman ve
Neuman tarafindan 1886 yilinda M.tiiberciilosis olarak isimlendirilmistir (10).
Tiiberkiiloz kompleksi bakterileri i¢inde; M.tuberculosis, Mycobacterium bovis (1896),

Mycobacterium africanum ve Mycobacterium microti (1937) yer alir.

Insanlarda hastalik etkeni olan M.tiiberciilosis ve M.bovis disindaki mikobakteriler
(lepra haric) “atipik mikobakteri” veya “tiiberkiilloz dis1 mikobakteriler” MOTT
(Mycobacteria other than tiiberciilosis) olarak adlandirilmaktadir (14).

2.1.2. Tiurkiye’de Tiiberkiiloz Tarihi

Tirkiye’de TB’la miicadele ¢alismalar1 ilk olarak 1895 yilinda II. Abdulhamit
doneminde baslamis, sonrasinda goniillii verem savas dernekleri kurulmus ve 1924
yilinda Heybeliada Sanatoryumu agilmistir. Devlet destegi ise 1945 yilinda baglamis,
1953’de UNICEF ile birlikte kitlesel BCG as1 kampanyalar1 uygulanmistir. 1960°da
Saglik Bakanligr kontrol calismalarini iistlenmis ve 1950-70 yillarinda hastaligin
kontroliinde 6nemli basarilar elde edilmistir. Hastaligin prevalansi, 1950 yilinda
25/1000 iken 1970 yilinda 1/1000 seviyesine diismiistiir. TB’nin kontrol altina alindig1
diisiincesiyle 1970’lerde ise kontrol calismalari zayiflamistir (15). Ulke genelinde
enfeksiyon havuzunun belirlenmesi i¢in en son kitlesel ¢alisma 1982°de yapilmistir. Bu
calismada tiiberkiilozlu hasta prevalansinin 3.6 /1000 oldugu ve iilke genelinde toplam

180 bin tiiberkiiloz hastas1 oldugu kayitlara gegmistir (16).



2.2.Tiiberkiilozun Epidemiyolojisi

Tiberkiiloz hastalig1 etkili bir sekilde tedavi edilebilir bir hastalik olmasina karsin,
halen tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olarak varligini stirdiirmektedir. Tiim diinya
niifusunun yaklasik 1/3 TB basili ile enfektedir. Enfekte kisilerin %5-10'u yasamlarinin
herhangi bir doneminde hastalig1 gecirmektedir (3).

Diinya Saglk Orgiiti (DSO) “Kiiresel Tiiberkiiloz 2015 Raporu'na gdre diinya
genelinde tiiberkiiloz insidans, prevalans ve mortalite hizlar1 diismektedir. Buna ragmen
kiiresel TB yiikii halen ¢ok yiiksektir. 2014 yilinda 9.6 milyon yeni vaka ve 1.5 milyon
TB’den oldigi kayda ge¢mistir. Diinyadaki TB vakalarinin yarisindan fazlasi (%58)
Gilineydogu Asya ve Bati Pasifik Bolgelerindedir. Hastalarin yaklasik %43’ii Hindistan,
Endonezya ve Cin’de bulunmaktadir (17).
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Sekil 2.2. Kiiresel tiiberkiiloz mortalitesi tahmini oranlar (17)

Tablo 2.1.

DSO bolgelerine gore TB vaka bulma hizlar1 ve tedavi basarilari (17)

Yeni Yayma (+) Oncgi;:m?i;daw
BOLGE V“':fﬁ)]i‘(‘;‘)‘l“lihz‘ 01%‘;';‘:2; f;f)a“ Olgularda Tedavi
(2010) Basarisi (%)
(2010)
Afrika Bolgesi 61 82 54
Amerika Bolgesi 84 75 49
Avrupa Bélgesi 76 67 51
#*TURKIYE 85 91 69
Bat1 Pasifik Bolgesi 81 93 86
Dogu Akdeniz Bolgesi 62 88 75
Giiney Dogu Asya Bolgesi 62 88 75
DUNYA GENELI 67 87 69

*Tedavi basarisi: Kiir ve tedavi tamamlamanin toplamudir.
** Tiirkiye, DSO Avrupa Bolgesinde yer almaktadir.

Tablo 2.2. DSO Avrupa bélgesinde tedavi basaris1 ortalamasi (17)

ULKE

Yeni Yayma (+)
Olgularda Tedavi
Basarisi (%)

1 Bosna Hersek 98
2 Arnavutluk 91
3 Norveg 91
4 Turkiye 91
5 Makedonya 90
6 izlanda 88
7 Karadag 87
8 Sirbistan 87
9 Bulgaristan 86
10 Slovenya 85
DSO Avrupa Bélgesi Ortalamas: 67




Tiirkiye'de 2014 yilinda toplam 13.378 tiiberkiiloz hastasi verem savasi dispanserleri
kayitlarima girmistir. Toplam olgu hizi 100.000 niifusta 17.2'dir. 2014 yilhi TB
hastalarinin %92°si (12.253 kisi) yeni TB olgusu, %81 (1.125 kisi) onceden tedavi
gbérmiis olgudur. Toplam 13.378 hastanin 7.728°1 (%58) erkek, 5.528’1 (%42) kadindir.
Hastalarin 8.632’sinde (%65) akciger tiiberkiilozu varken, 4.746’sinda (%35) akciger
dis1 organlar (lenf bezleri, plevra, kemik, bobrek, beyin vb.) tutulmustur (17).

2.2. Tiiberkiilozun Mikrobiyoloji

Mycobacterium Yunanca myces (fungus) ve bakteri (kiigiik ¢ubuk) kelimelerinden
olusmustur. Ismin fungus kismi bu mikroorganizmanin sivi besiyerlerinde biiyiime

gelismesini ve kiif benzeri yapisindan kaynaklanmaktadir (11).

Mycobacterium genusu icinde yer alan Mycobacterium tuberculosis komplex, bes
bakteri tiiri icerir. Bunlar; M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M.
canetti'dir Insan M. tuberculosis igin tek kaynaktir ve bu mikroorganizma insanlar
arasinda hastalik etkenidir (10). Giliniimiizde TB olgularinda en sik izole edilen tiir M.
Tubeculosis 'dir. M. Bovis siklikla %75-80 akciger dist organ TB neden olur. DNA
hibridizasyon caligmalar1 bu bakteriler arasindaki DNA homolojisinin  %85-100
arasinda degistigini, M.tuberculosis ile M.bovis’de %100 benzerlik oldugunu ortaya
koymaktadir (18). M.tuberculosis complex disindaki mikobakteriler ise atipik
mikobakteriler, nontuberkuloz mikobakteriler (NTM), TB basili disindaki
mikobakteriler (MOTT) gibi isimler ile adlandirilirlar. MOTT en sik kullanilan
kisaltmadir (19).
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Sekil 2.3. Mikobakterilerin taksonomik agaci (18)

M. tuberculosis 0,2—0,6 mikron kalinliginda, 1,0-10 mikron uzunlugunda, aerobik,
sporsuz, hareketsiz, kapsiilsiiz hafif kivrik veya diizgiin comak seklinde bir basildir
(20). Eski kiiltiirlerden ve kazedz lenf bezlerinden yapilan preparatlarda dallanmus,
filament6z veya kokoidal formda goriilebilir. Klinik 6rneklerde tek tek veya ikili iglii
kiigiik gruplar halinde bulunur. M. bovis ise daha kalin ve kisadir. Bazen nokta gibi

graniillii, bazen uzun sekillerde goriiliir (18).
2.3.1. Hiicre Duvarn

M. tiiberculosis bilinen bakteriler arasinda en kompleks yapilt hiicre duvarina sahiptir.
Mikobakterilerin hiicre duvar1 yapis1 diger bakteri tiirlerinden oldukg¢a farkli bir
yapidadir. TB basilinin hiicre duvar yapis1 diger bakterilere kiyasla daha kalindir ve
yliksek miktarda lipit igerir. Hiicre duvarindaki lipit miktarmin yiiksek olmasi TB
basilini yapisal olarak farkli kilmasina, iireme ve patojenitesini etkilemekte ve TB
basilini diger bakterilerden ayr1 kilmaktadir (21).Yapilan ¢aligmalar, mikobakteri hiicre
duvar yapisini ii¢ makromolekiilden ibaret oldugunu gostermistir. Bunlar Distan ice

dogru mikolik asit, arabinogalaktan ve peptidoglikandan olusan bu saglam yapi, bir zirh
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gibi mikobakteri hiicresini ¢evreler. Hiicre duvarinin dis kismi mikolik asit denen, 60-90
karbonlu, uzun ve dalli yag asitlerinden olusur. Mikolik asitler arabinogalaktan
molekiilleri aracilifiyla daha i¢c kisimdaki peptidoglikan tabakasina baglanirlar. Hiicre
duvarinin i¢ kismini olusturan peptidoglikan tabakasi, TB basilinin seklini veren ana
yap1 olmanin yanisira, yapisal biitiinliigiin korunmasinda da 6nem arz eder. Bu yapinin
saglamlig1, lipoarabinomannan, mannofosfoinositid, serbest lipid ve polipeptidlerin de
katilimiyla, daha siki olur. Arabinogalaktan tabakasi, mikolik asitlerle peptidoglikan
arasinda koprii vazifesi goren dallanmis bir polisakkarittir. Mum kivamindaki bu kalin
hiicre duvari bir¢ok ilag molekiiliiniin hiicre igine girisini engelleyen bir bariyer olarak
dogal bir direng gosterir (22). M. tiiberciilosis’e etkili olacak ilaglar oncelikle bu
tabakadan kolayca ge¢cmis olmalar1 lazimdur (23). TB basilinin kendine has 6zellikleri
olan yavag iireme ve bilinen birgok ilaca direngli olmasinin temelinde, hiicre duvari
gecirgenliginin az olmas1 yatmaktadir. Gegirgenligin az olmasinda zengin lipid
iceriginin yansira, hiicre duvarinda bulunan gecis kanallariin diger bakterilere gore
daha az olmasi da rol oynamaktadir (24). TB basilini diger bakterilerden ayiran diger bir

ozellik ise 6zel ¢evre kosullarina adaptasyon yeteneginin ¢ok fazla olmasidir (25).
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Sekil 2.4. Mikobakteri hiicre duvar yapisi (58)
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M. tiiberculosis’ in liremesi yavastir, replikasyon siiresi 15-20 saattir. GOriiniir koloni
bliylimesi en az 3 hafta; genellikle standart kiiltiir ortamlarinda 4—6 haftadir. Lowenstein
—Jensen besi yerinde en uygun 33-39 °C 1sida, pH 6.5- 6.8’de, % 5-10 CO2’li ortamda
cogalirlar (26). Hiicre duvar yapisininin biiyiik boliimiinii olusturan lipitlerin hidrofobik

ozelliginden dolay1 bakteriyolojik boyalarla zor boyanirlar (27).
2.4. Tiiberkiilozun Patogenezi
2.4.1. Evre I - Bulasma-Baslangic Evresi (1. hafta)

TB bulag, akciger TB'lu bir hastanin kapal1 bir ortamda 6ksiiriik, hapsirik, konusma gibi
dis ortama ¢ikardigr solunum sekresyon sonucu bu basillerin saglikli bireylerce
inhalasyon sonucu TB bulas baslar. Hastaya ait sekresyonlarin sivi kaybetmesi sonucu
damlacik cekirdegi olusur. %60-71’1 3 saat, %48-66’s1 4 saat %28-32’si ise 9 saat
havada canli kalabilen damlacik ¢ekirdegi 1-5 mikron capindaki damlaciklar hizla
akciger alveollerine ilerler. Alveoler makrofajlarla olan ilk karsilagsmada basilin direnci,
basilin virlilans1 ve alveoler makrofajlarin bakterisidal aktivitesi olaymn seyrini
belirleyici etkenlerdendir. Alveollere ulasan basiller burada alveoler makrofajlarca
fagosite edilir. Bu zamanda makrofajlarin gosterdigi antimikrobiyal yanit ve
proinflamatuvar diren¢ kuvvetli olmadigr ic¢in basillerin bir kismi biitiinligi
bozulmadan canli kalirken, bir kism1 da makrofajlar i¢inde kismen antijenik parcalara
ayrilir. Konagin dogal savunmasi; iist solunum yolunun fiziksel engeli, fagositoz,
fagositik hiicrelerin salgiladig: reaktif nitrojen ve oksijen iiriinleri, inflamatuvar hiicreler
ve saldiklar sitokinler, alveoler makrofajlarin kimyasal yapisini degistirmesi, apopitoz

ve genetik faktorlerin rol oynadig1 bilinmektedir (28).
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Tablo 2.3. Tiiberkiiloz bulasin etkileyen faktorler

1- KAYNAK OLGUNUN OZELLIKLERI:

* Aside direncli basil pozitif balgam ¢ikarma miktar

* Aerosol olusturma potansiyeli (dksurilk,aksirik, konugma vb)
* Taberkdlozun klinik formu

* Tuberkiloz tedavisi alip almadig

2- CEVRESEL FAKTORLER
Havalandirma, ultraviyole, glines iig!
3- KARSILASMA SURESI VE BASIL YOGUNLUGU
4- MIKROORGANIZMANIN OZELLIKLERI
5- HEDEF KISININ OZELLIKLERI
o Gegirilmis tliberkuloz 6ykUsii

o Riski arttiran faktérlerin varligi (HIV pozitifligi, Silikozis, Kortikosteroid kullanimi

Diabetes mellitus vs.)

¢ BCG asisinin olup olmadig

2.4.2. Evre II - Enfeksiyon, cogalma ve yayillma (2-3 hafta)

Makrofajlarda bulunan canli basiller makrofajlar i¢inde c¢ogalarak alveoler
makrofajlarin biitiinliiglinii bozar ve basiller aktif hale gelir. Makrofajlarin yikimiyla
aciga cikan kemokinler farkli inflamatuvar hiicrelerin olay yerine hareket eder.
Monositler, T lenfositler, NK hiicreler de bu donemde lezyon bolgesine gelmeye baslar.
Yeni alveol makrofajlar1 ve monositleri basilleri fagosite ederler. Basiller ¢ogalmay1
stirdiirerek konakg1 hiicrelerini yok eder ve yerel bir yayilma gosterirler. Replikasyon
stiresi 15-20 saat olan bir TB basili kontrolsiiz cogalma sathasinda 20 giinde 54x10 basil
diizeyine ulasir. Bolgeye go¢ eden monosit ve lenfositler graniilom olusumunu baslar.
Bu nedenle, makrofaj i¢indeki biitiinliigli bozulmamis ve antijenik parcalara ayrilmis

basiller alveoler dendritik hiicrelerce alinip bolgesel lenf bezlerine taginirlar.

Buradan da lenfohematojen yol ile tiim viicuda yayilarak yeni yerlestikleri odaklarda
graniilomlar olustururlar. Lenfohematojen yolla yayilim goésterir, yayilim sirasinda
basiller en ¢ok akgigerlerin (apeks),bobrekler, uzun kemikler ve vertebralara yerlesir.

Saglikli bireylerde lenfohematojen yolla viicuda dagilan basillerin olusturdugu kiiciik
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kazeoz odaklar makrofajlarca temizlenmektedir. Biiyiikk kazeoz odaklar ise fibroz bir

kapsiil (tiiberkiilom) ile ¢evrilerek izole edilmektedir (29).
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Sekil 2.5. Tiiberkuloz patogenezinde alveoler makrofaj ve lenfosit fonksiyonlar1 (31)

2.4.3. Evre III: Hiicre Aracili immiin Yamt ve Ge¢ Tip Asir1 Duyarlih@in Gelisimi
(3-9 hafta).

Bu evrede ise TB antijenleri T-lenfositlere sunulur. Antijenik uyarim sonrasi aktive olan
T-lenfositlerden aciga ¢ikan sitokinler, makrofajlarda sayica artisa neden olur ve
makrofaj fonksiyonlarin1 gili¢lendirir. Yani basilin inhalasyonundan 2-3 hafta sonra
hiicresel immiinite gelismis olur. Bu siiregte gelisen ikinci immiinolojik yanit gecikmis
tip asirt duyarlilik (GTA) olup, aktive makrofajlar tarafindan salmman IL-12 ile Tcl
hiicreleri stimiile edilmesi sonucu gerceklesir. Tcl hiicreler i¢lerinde TB basili
bulunduran makrofajlar1 oldiiriirler. Boylece basil ¢ogalmasi durur, ortama dokiilen
basiller solid kazeoz dokuya gecerler ve burada nekroz olustururlar. Ekstraseliiler solid
kazeoz dokuda, TB basili canliligini1 korur ancak, anoksik ortam, diisiik pH ve inhibitor
yag asitlerinin varligi nedeniyle ¢ogalamazlar. Solid kazeoz dokuda bazi basilller uzun
yillar hatta dmiir boyunca dormant yani 6lii olarak kalabilmektedir. Dormant basillerin
metabolik aktiviteleri ¢ok diisiik diizeydedir. Bu yiizden ilaclardan etkilenmezler ve

yillarca bu durumda kalabilirler. 6-8 haftada gelisen bu siirecte kisinin TDT pozitiflesir.
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Kazeoz nekroz alanlarinda artis ve erime enfekte kisilerin %5’inde enfeksiyon’dan
hemen sonra meydana gelir, bu tabloya primer tiiberkiiloz denmektedir. Enfeksiyon bu
donem ile sinirlt kalirsa primer enfeksiyon evresi tamamlanmis olur (28). Kazeoz
lezyon hiicre aracili immiinite tarafindan kontrol edilir. Zayif bir hiicre aracili immiin
yanit varliginda dahi basil kazeoz nekrozun merkezinden kagarak etrafindaki aktive
olmamis alveoler makrofajlar i¢inde ¢ogalmaya devam edebilir. Bu enfekte
makrofajlarin sitotoksik GTA reaksiyonii sonucu 6ldiiriilmesiyle kazeoz nekroz giderek

genisleyebilir (30).

Eksojen
Yeni enfeksiyon
. \‘.
Primer ya da \
Enfeksiyon progresif primer \

yvok hastalik

Bulastirici

%90

Hastalik
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TB hastast Enfeksiyon Latent

Sekil 2.6. TB enfeksiyonu ve hastalifinin gelisimi (31)

2.4.4. Evre IV: Hiicre Aracilh Immiin ve Geg Tip Asir1 Duyarhlik (GTA) Yamtlan
Arasindaki Karsihikh Etkilesim

Immiin sistemi yeterli kisilerde eger kazedz odak erimezse, gelisen siire¢ hiicre aracili
immiin yanit ile durdurulur. Tiiberkiilin etrafi fibr6z bir duvarla g¢evrilerek ortadaki
kazedz odak kalsifiye olur ve siire¢ yasam boyu durdurulur. Ancak kazedz odaktan basil
kagis1 olur ve basil aktive makrofajlar tarafindan tutulup yok edilemezse Geg¢ Tip Asiri
Duyarlilik (GTA) yanit1 tekrarlanarak makrofajlar dldiiriilmeye devam edilecek, gelisen
kaze6z nekroz daha genis ve siddetli olacaktir. Gelisen 0.1-1.3 mm capindaki kazedz
odaklar makrofajlar tarafindan hi¢ leke birakmadan temizlenir, 2—8 mm ¢apinda olanlar
hidrolitik enzimlerle eritilir ve geride fibroz bir doku olusur, 5-20 mm capindakiler ise
cevresi fibroz bir kapsiille ¢evrili tiiberkiilomlar1 olusturur. Sonugta immiin sistemi
yeterli kisilerde basillerin yok edilmesi ile siire¢ durdurularak, sadece PPD pozitifligi ile

primer enfeksiyon ortaya c¢ikmaktadir. Immiin sistemi baskilanmis kisilerde ise
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genisleyen kazedz nekrozlarin akcigerde doku hasarina neden oldugu ve klinik olarak

primer TB gelistigi bildirilmigtir (25).

2.4.5. Evre V - Likefaksiyon ve Hizh Basil Cogalmasi, Yeniden Bulasma

Hiicresel immiinite hastanin kendini savunmasi i¢in yararli olurken GTA basillerle
birlikte ¢evre dokularda da nekroz ve kavitelesmeye yol acan bir reaksiyon olarak
ortaya cikar. Enfekte kisilerin %95’inde olay sessiz olarak kalirken, %5’inde ise
hayatlarinin herhangi bir doneminde ilk lezyon yerinde ya da basillerin lenfhematojen
yolla yayildiklar1 herhangi bir organdaki odakta olusan likefaksiyon ve onu takip eden
aktivasyonla olugan hastalik ise postprimer TB reaktivasyon TB olarak
tanimlanmaktadir. Immiin yanit ile primer enfeksiyonun kontrol edilebildigi bireylerde
reaktivasyon riski devam eder. Ak¢iger odaginin reaktivasyonu sonrasinda likefaksiyon
ile kavite olusur. Bu hizli basil ¢ogalmasi doneminde hiicre disi basiller logaritmik
olarak ¢ogalir. Th2 hiicre yanitinin yogun oldugu olgularda makrofajlarin bakterisidal
etkinligi artar ve olusan yikim sonucunda graniilom dokusunda kazeifikasyon nekrozu
daha yogun gelisebilir. Makrofajlardan salinan proteinaz, lipaz, niikleaz gibi hidrolitik
enzimler ve tliberkiilin benzeri basil iirlinleri, kazeoz odagin likefikasyonuna neden olur.
Likefikasyon alani, basiller i¢in iyi bir besi yeri olusturur. Basilin hiicre i¢i ortamda
cogalmasi hiicresel immiinite ile kontrol edilirken, likefiye hiicre dis1 ortamda bu
kontrol ortadan kalkar ve basil siirsiz olarak ¢ogalabilir. Kazeoz lezyon hiicre aracili
immiinite tarafindan kontrol edilir. Zayif bir hiicresel immiin yanit varliginda dahi basil
kazeoz nekrozun merkezinden kagarak etrafindaki aktive olmamis alveoler makrofajlar
icinde ¢ogalmaya devam edebilir. Bu enfekte makrofajlar sitotoksik GTA reaksiyonu ile
yok edilmektedir. Kronik hastalik durumunda basiller ya da konake1 hiicrelerden agiga
cikan toksik yag asitleri, alveoler makrofajlarin 6liimiine neden olarak likefaksiyon ve
nekrozu artirir. Ilerleyen nekrotik doku komsu brons duvarinda nekroz ve riiptiir
olusturarak kavite gelistirebilir. Basil iceren likefiye materyal bronkojenik yolla
akcigerin diger boliimlerine yayilir. Likefiye materyalin ekspektorasyonu (balgam
cikarmasi) ile dis ortama salinan damlacik cekirdeklerinin saglikli bireyler tarafindan
solunmas1 sonucunda bu kisiler de enfekte edilmis olur. Hiicresel immiin yanit1 yeterli
olan kisilerde ise kazeoz odakta bulunan aktif makrofajlardan salgilanan hidrolitik

enzimler ile graniilom sinirlanarak yerini fibr6z dokuya birakir. Bii fibrotik odakta
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tiiberkiiloz basili dormant olarak Omiir boyu uykuda kalabilmekte ve konagin immun

stipresif durumunda aktif hale gegebilmektedir (31).

2.5. Tiiberkiiloz Iimmiinolojisi

TB basili akgigerlere ulastiktan sonra organizmada gelisen immiin yanitta ¢esitli
inflamasyon hiicreleri rol oynar. Antijenik 6zelligi ¢ok zengin olan tiiberkiiloz basili
once makrofajlarca organizmaya tanitilir ve inflamatuvar bir yanit olusturmak {izere o
bolgeye farkli tipte inflamasyon hiicre sevkiyati gerceklesir. Immiin yanitta rol alan

inflamasyon hiicre tipleri, gorevleri asagidaki tabloda 6zetlenecektir (32).

Tablo 2.4. Tiiberkiiloz immiinopatogenezinde rol alan baslica hiicre tipleri (32).

Antijen sunan hiicreler Aktive olmayan monesit ve makrofajlarin icinde tiiberkilloz

(Makrofajlar ve Dendritik Hiicreler) basili cogalr; aktive makrofajlar titberkiiloz basilini yok
etmek icin ¢ahsilar. Dendbritik hiicreler antijen sunumunda
rol alan hiicrelerdir. Tiiberkiiloz basili antijenleri lenfositlere
hem ftiiberkilloz lezvon bélgesinde hem de komsu lenf
bezlerinde sunulur.

Lenfositler

(CD,T lenfositler, CD,T lenfositler, Tcl Lenfositler tiiberkilloz basiline kars: olusturulan ézgiin

lenfositler, y& T lenfositler, B lenfositler) immiinolojik savunma mekanizmasini viiriitiirler. Antijen
sunumu sonrasinda aktiflesen T lenfositler {irettikleri
sitokinler aracihdiyla makrofajlan aktive ederler. Hangi
T lenfosit alt grubu ¢ogalyorsa immiin yamit o yénde gelisir.
B lenfositler ise spesifik antikor vapimindan sorumludur.

Natural Killer Hiicreler (NK) NK hiicreleri basil vitklii makrofajlan &ldiiriir ve IFN vy
iireterek makrofaj aktivasyonunun devamlihdin saglarlar.
Aynica, Thl profilinde sitokin tiretimini arttirirlar.

2.5.1. Immiinopatogenez

M. tiiberciilosis ile karsilasan kisilerde enfeksiyon veya hastaligin olusup olusmamasi
konagin direnci ile basilin viriilans1 arasindaki dengeye baglidir (33). Basil ile enfekte
olan kisilerin biiyiik ¢cogunlugunda (%90) hastalik gelismemektedir. Aktif hastalik
gelisen enfekte kisilerin bazilarinda immiin sistem yetersizligi saptanmasina karsin,
cogu hastada belirgin bir immiin baskilama izlenmemektedir. Bunlara ek olarak higbir
tedavi almayan TB’lu hastalarin yaklagik 1/3’niin kendiliginden iyilestigi bilinmektedir.
Yaygin olarak kullanilan BCG asis1 bazi TB sekillerinin ortaya ¢ikisini %50 oraninda
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engellerken, bazi kisilerde tiiberkiilin test pozitifligi, aktif TB’lu hastalarla yogun
karsilagmaya ragmen hastalik gelisimini Onlemektedir (34). Hastalik viriilan
mikroorganizmalarin akcigerlere yerlesmesi, ¢ogalmasi ve konak bagisiklik sistemi ile
etkilesimi sonucunda ortaya cikar. Konagin direnci ve asir1 duyarlilik durumu hastaligin
gelisimi tizerinde etkili bir faktordiir. Konagin TB’a kars1 yanitinda hem dogal hem de

kazanilmis immiinite rol oynamaktadir (33).

2.5.2. Dogal Savunma

TB baglangici basil iceren pflugge damlaciklar: (damlacik cekirdeklerinin) inhalasyonu
ile baglar. 1-3 mikrometre boyutlarindaki pflugge damlaciklari, iist solunum yolunun
olusturdugu bariyerleri asabilmekte ve ilk enfeksiyonun olustugu alveollere
ulagmaktadir (35). Alveole ulasan TB basilini dort farkli yolla kendini gostermektedir.
birinci yol: Konakcinin immiin yanit1 oldukg¢a 6nemlidir ¢ilinkil alinan tiim basilleri yok
edilebilir. ikinci yol: Basil ilk safthada ¢ogalir, fakat gelisen immiin yanitla enfeksiyon
kontrol altina alinir ve koruyucu immiinite gelisir. Primer enfeksiyon olarak taninan bu
durum, hi¢ bir klinik belirti olusmamasina ragmen1 TDT nin pozitiflesmesine neden
olur. Bu siiregte az sayida basil metabolizmalarin1i dormant hale sokarak durumunu
koruyabilirler ve bu durum latent enfeksiyon olarak tanimlanir. Ugiincii yol ise: Basiller
primer enfeksiyon sonunda basiller sayilarini arttirarak ¢ogalmaya devam eder, enfekte
olan bu kisilerin % 5’inde enfeksiyonu izleyen 5 yil i¢inde hastalik gelisir buna da
primer TB denir (37). Son durum ise Primer enfeksiyonu izleyen bu siire zarfinda bir
latent donemden sonra (en az 5 yil sonra) enfekte kisilerin % 5’inde hastalik gelisir

buna da sekonder TB denir (36).

2.6. Tiiberkiilozda Klinik Belirtiler

Yapilan ilk ¢alismalar basilin uzun siire inaktif kalabilme yetenegine sahip olmasidiydi,
cocukluk c¢aginda basil ile enfekte olan kisilerin eriskin donemde ise TB hastalig1
gecirebilecegini gosterirken, ilerleyen ¢aligmalarda primer lezyonlarin zaman iginde
steril hale geldigini gostermistir. Ote yandan, eriskin yaslarda gelisen TB ise dormant
halde kalan basillerin aktif hale gelmesi sonucunda gerceklesebilecegi goriisii de one
stiriilen diger hipotezler arasindadir. Primer enfeksiyonun immun yanit1 baslatarak basil

ile yeniden karsilasma durumunda daha farkli ve agir bir hipersensitivite reaksiyonu ile

19



yanit1 ise Koch tarafindan gosterilmistir (38). Yapilan c¢aligmalar sonucunda;
Mycobacterium tiiberciilosis’e bagli hastalik klinigi ortaya ¢ikisinda basilin
virulansindan ¢ok konak¢min immun savunma sisteminin etkili rol oynadigi
seklindedir. TB genellikle sessiz bir baslangi¢c gosterir ancak kronik seyirlidir. TB

hastalarinda sik goriilen belirtiler;

Tablo 2.5. Akciger tiiberkiilozundaki semptomlar (39).

Solunumsal semptomlar Genel semptomlar
Oksiiriik Kilo kaybi1

Piirulan balgam Ates

Hemoptizi Gece terlemesi
Nefes darligi Yorgunluk

Gogiis agrisi Istah azlig1

Bu yakinmalari olan kisilerde veya 2-3 haftadan uzun siiren 0ksiiriik durumlarinda TB
hastaligindan stiphelenilmelidir. TB hastaliginin kesin teshisi mikroskopla balgamda TB

basilinin goriilmesi ve altin standart kiiltiir sonucunda teshis konulmaktadir (39).

2.7. Tiiberkiilozda Tam Yontemleri

TB tanisinda her ne kadar, hastanin anamnezi, fiziki muayene, Akciger grafisi, TDT
teshis yontemlerinde yol gosterici olsa da. Balgamda direkt boyali preparatlarda
basillerin gosterilmesi 6n tan1 da énemlidir TB’un kesin tanisi uygun balgamda altin
standart olan kiiltiirle iki haftadan uzun bir siireye ihtiya¢ vardir. TB laboratuvar
tanisinda basari: Klinik 6rnegin kaliteli olmas1 ¢ok onemlidir. Hastalik ¢ok ¢esitli organ
ve dokular1 tuttugu i¢in, ornek se¢imine 6zen gosterilmeli: normal flora iiyeleri ile

kontamine ornekler incelenirken dikkatli olunmalidir (40).
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Sekil 2.7. Tiiberkiiloz tan1 yontemleri (40)
2.7.1. Direk Mikroskobik inceleme

Akciger TB tanisi i¢in en sik balgam 6rnegi alinir, balgam veremiyorsa brons lavaji,
bronkoalveoler lavaj, gibi 6rnekler alinir; Balgam 6rnegi ii¢ giin boyunca sabah erken
saatte, a¢ karnina, steril, genis agizli, kapag: kapatilabilen kaplara c¢ikartilir, alinan
ornekler en kisa siirede laboratuvara ulastirilmalidir. Diger doku veya organlari tutan TB
ise bulunduklar1 doku veya organlardan alinan 6rneklerle aclik mide suyu, idrar, beyin

omurilik sivisi, gaita, doku ve diger viicut sivilarla basiller aranir (41).
2.7.2. Boyama Metodlar
2.7.2.1.Ziehl-Neelsen yontemi

Karbon fuksin: 10ml %90-95’lik etil alkol igerisinde 3gr bazik fuksin eritilir. 90ml %5

sivi fenol ilave edilir.
Metilen Mavisi: 100ml distile su icerisinde 0,3gr metilen mavisi eritilir.

Asit alkol: 197ml %90-95°1ik alkol icerisine dikkatli ve yavas bir sekilde 3ml konsantre
HCl ilave edilir.
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Yontem

Preparat lama yayilarak 1s1 ile tespit edilir. Preparatin iizerine karbol fuksin boyasi
kaplanir. 5 dakika oyunca alttan belli araliklarla isitilir 1stma islemi sirasinda buhar
cikacak kaynama olmayacak. Cesme suyu ile yikanip iyice durulanir. Dekolorizasyon
icin preparat iizerine asit alkol dokiilerek 2 dakika boyunca beklenir. Su ile tekrar
durulanir. Preparat iizerine metilen mavisini preparat lizerine dokerek lamun tiizeri
kaplanir. 1-2 dakika beklenir daha sonra su ile durulanarak kurumaya birakilir. 100x

immersiyon objektifi ile bakilir. Mikobakteriler mavi zeminde kirmizi veya pembe

renkte basiller aranir agsagidaki resimde oldugu gibi goriiliir (42).

Sekil 2.8. ARB mikroskoptaki goriiniimii (43)
2.7.2.2.Kinyoun soguk yontem

Karbon fuksin: 20ml %90-95’lik etil alkol icerisinde 4gr bazik fuksin eritilir ve 100ml

%09 s1v1 fenol ilave edilir.
Metilen Mavisi: 100ml distile su icerisinde 0.3gr metilen mavisi eritilir.

Asit alkol: 97ml %90-95’1ik alkol icerisine dikkatli ve yavas bir sekilde 3 ml konsantre
HCl ilave edilir.
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Yontem

Preparat lamayayilarak 1s1 ile tespit edilir. Preparatin iizeri absorban kagit (2x3cm filtre
kagidi) ile ortiiliir ve Kinyoun karbol fuksin boyasi kaplanir. 5 dakika beklenir (1sitma
islemi yapilmaz). Kagidi penset ile alinip dezenfektan icerisine atilir. Cesme suyu ile
yikanip ve iyice durulanir. Dekolorizasyon igin preparat iizerine asit alkol dokerek 2
dakika beklenir. Su ile yikanir ve durulanir. Preparat iizerine metilen mavisi dokiilerek
ve 1-2 dakika boyanir. Su ile yikanir, durulanir ve havada kurutulur. 100x immersiyon
objektifi ile bakilir. Mikobakteriler mavi zeminde kirmizi veya pembe renkte goriliir

(44).
2.7.2.3.Auramin-florokrom boyama

Fenolik auramin: 10ml %90-95’lik etil alkol icerisinde 0.1 gr auramin eritilir ve 87ml

distile suda 3gr fenol ile karistirilarak kahverengi sisede stoklanir.
Potasyum permanganat:

100ml distile su igerisinde 0.5gr potasyum permanganat eritilir.

Asit alkol: 100ml %70 lik alkol icerisine 0.5ml konsantre HCl ilave edilir.
Yontem

Preparat hazirlanip 1s1 ile tespit edilir. Preparatin iizerine karbol auramin boyasi
kaplanir. 15 dakika beklenir (filtre kagidi konmaz ve 1sitma yapilmaz). Cesme suyu ile
yikanip ve iyice durulanir. Dekolorizasyon i¢in preparat iizerine asit alkol dokerek 2
dakika beklenir. Su ile yikanir ve durulanir. Preparat {izerine potasyum permanganat
dokiilerek 2 dakika beklenir Su ile durulanir kurumaya birakilir. Floresan mikroskopta
kuru objektif (25x veya 40x) ile incelenir. Mikobakteriler koyu (siyah) zeminde sari-
turuncu parlak renkte goriiliir. Mikroskobtaki goriintiisii asagidadir (43).
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Sekil 2.9 Mikobakteriler koyu (siyah) zeminde sari-turuncu parlak renkte goriiliir (45).

2.7.3. Kiiltiir

Klinik 6rneklerde TB basillerinin varligi patolojik bir bulgu iken, tiiberkiiloz dis1
mikobakteri tiirleri i¢cin aynm seyi sdylemek her zaman miimkiin degildir. Mikroskobik
muayenede aside direncli basil (ARB) goriilmesi 6n tanida 6nemlidir. Ancak TB kesin
tanis1 etkenin izolasyonu ve identifikasyonu ile konur. Materyalin mililitresinde 10-100

arasinda basil varlig, kiiltiir pozitifligi i¢in yeterlidir (46).

TB basilleri ve diger mikobakterilerin iiretilmesinde 6zel besiyerleri kullanilir. Bu
besiyerleri kompleks yapida olup igerikleri bakimindan yumurtali ve yumurtasiz olmak
tizere iki cesittirler. Yumurtali besiyerlerinde tam yumurta, bazi tuzlar, patates unu ve
gliserin, oleik asid, albumin, gliserol bulunur. Ayrica gerek yumurtali gerekse
yumurtasiz besiyerlerine bazi antibiyotikler eklenerek cesitli besiyerleri hazirlanir. En
cok kullanilan besiyerleri; Lowenstein-Jensen, Pertragnani, Trudeau, Middlebrook 7 H

10, Middlebrook 7H11¢dir. (47).
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Tablo 2.6. Mikobakterilerin tiremeleri i¢in kullanilan farkli kiiltiir ortamlar1 ve

inhibitor ajanlar (48).

. Besiyeri Icerik Inhibitér Ajan
[ Lo i _Kc:'Lgulc edilmisg batian yumurta, belirli 0,025 2r/100 ml
=} ;
tuzlar, gliserol, patates unu malasgit vesih
T.E X Koagule edilmig biitiin vumurta, | 0.052 er/100 ml
E Petragnani :
>5_ patates. gliserol, sit, patates unu malagit yesih
Amerikan Toraks Koagule edilmig _Vl.llT'ILil’tEi sarisi (L(Egrfl(m ml
Toplulugu Gliserol, patates unu malasit vesihi
- Middlebrook 7H9 buyyon, kazeinhidrolizat, katalaz. 5 antimikrobik ajan
- .
v TH12 sigir serum albumini, C'* palmitikasit (PANTA)
- i o Bcl:rli_tu-.f,_la_r._jg,_l_isé;c-u_l, dekstroz,
Middle Brook ) N 0,025 gr/100 ml
albiimin, vitaminler, kofaktorler, ,
TH10 ) ) malasit vesihi
= oleikasit, katalaz
fe = = —
=z . Belirli tuzlar, gliserol, albiimin, oleik
Middle Brook o ‘ . 0.0025 gr/100ml
asit, vitaminler, kofaktérler, katalaz,
TH12 o ) malasit vesih
| 20,1 kazcin hidrolizat ’ |

Yumurtali besiyerlerinden en c¢ok kullanilan Lowestein-Jensen (LJ) besiyeridir.
Petragnani inhibitér madde olarak malasit yesilini daha yiiksek konsantrasyonlarda
icerir ve bu nedenle konsantrasyonun yiiksek oldugu drneklerde tercih edilir. Yumurtali
besiyerinin bir avantaj1 tiremenin bir¢ok mikobakteri tiirlerinde daha iy1 gozlenmesidir.
Ancak kontaminasyon halinde besiyerinin tiim yiizeyi etkilenebilir ve hatta tiim besiyeri
likefaksiyona ugrayabilir. L.J besiyeri opak olup koloniler 10-14 giinde goriinmeye
baslar (49).

Agar iceren middlebrook besiyerleri; hazir satilan seffaf besiyerleri olup, koloniler 10-
12 giinde saptanmaya baglar. Ticari sivi besiyerinin kullanimi mikobakteri tanisinda
kolaylik saglamistir. Bu sistemler arasinda BACTEC 460 (Becton Dickinson
Mikrobiyology Systems), Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) BBL (Becton
Dickinson Microbiology Systems), MB REDOX (H. Diagnostica), Extrensensing
Power(ESP), Myco-ESP culture system 2 (Trek Diagnostica Systems Inc) ve
BAC/ALERT MB susceptibility kit (OrganonTeknika) sayilabilir. Bu sistemler sivi
middlebrook 7H12 igermekte olup mikobakterileri saptamak i¢in kolorimetrik materyal
eklenerek elde edilmislerdir. Sivi besiyerlerinde tireme 1-3 haftada saptanabilir. Ticari

sistemler arasinda en sik kullanilanlardan biri BACTEC 460°dir (50).
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BACTEC: igerisinde C kaynagi olarak radyoaktif karbon (14C) isaretli palmitik asit
bulunan 4ml’lik stvi (Middlebrook 7H9) besiyerleridir. Her bir siseye 0.5ml
islemlenmis 6rnek ekilir ve 35°C’de inkiibe edilir. Bu besiyerinde iireyen
mikobakteriler radyoaktif karbon isaretli palmitik asidi metabolize ederek 14CO2
olustururlar. Olusan bu maddenin radyoaktivitesinin 6l¢iilmesi ile liremenin olup

olmadigy, tireme varsa ne miktarda iiredikleri saptanir. Bu sistemle M.tuberculosis

saptama stiresi 9-14 giindiir. mikobakterilerin primer izolasyonu, MTC ile NTM ayrimi

ve anti TB duyarlilik testlerini yapabilen yar1 otomatize hizli bir sistemdir (51).

¥
Middlebrook
7H-10

¥
Lowenstein-
Jensen

¥

y Ureme + Ureme -
aragtr
ARB -

Niikleik asit problan/
Bivokimyasal testler
¥ L]
“Cord” ile Ince yassi “Cord” olmadan Diizgiin sar .
kug yuvast ‘ koloni kug yuvast koloni Degisken
Olas: Olast M avium | |Olast Olasi Biyokimyasal
M tuberculosis | | kompleks M. kansasii M. gordonae testler
Sekil 2.10 Kat1 besiyerinin akis semast
Balgam ARB
- - T —
‘ Bactec 12B | ‘SeptifCheck‘ | MGIT |
\ ; [ ; |
Ureme +
Olast Muycobacterium
M. tuberculosis spp. Mycobacteria
saptanmad:
¢ ¥
NAP Niikleik asit Bivokimyasal
(Bactec) problan testler
Artrmig {ireme Azalmus iireme
indeksi indeksi
v kL,
Olas Biyokimyasal

M. tuberculosis

testler ‘

Sekil 2.11. S1v1 besiyerinin

akis semasi
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2.7.4. identifikasyon

MTC fenotipik ve genotipik Ozelliklerine gore tiir diizeyinde tanimlanmasi igslemine
identifikasyon denir. MTC enfeksiyonlarin tanisina geleneksel yontemlerde; L-J’de
tireyen kolonilerin fenotipik karakterlerinin saptanmasi esastir. MTC tiir diizeyinde
tanimlanmasinda alternatif yontem olarak mikolik asitin kromatografik analizi, niikleik
asit proplarinin kullanimi, niikleik asit amplifikasyon ve hibridizasyon testleri, sekans
analizi sayilabilir. Ozellikle M. tiiberciilosis’in hizli tiir tayini igin fenotipik ve
molekiiler yontemlerin birlikte kullanim1 6nerilmektedir (52). Geleneksel tiir tayininde
gelen materyalden preparatlar hazirlanmali ve ARB ile boyanarak incelenmelidir. TB
laboratuvarlarin ¢ogunda balgam 6rneklerinin dekontaminasyon ve konsantrasyonu i¢in
NALC-NaOH yo6ntemini kullanir. Geleneksel yontemlerle yapilan identifikasyonda tiim
balgam ornekleri ve diger drneklerin kati besiyeri ve sivi besiyeri olmak iizere iki tane
ekilmesi dnerilmektedir. Insan mikobakteri hastaliklarinin gok biiyiik bir kisminda etken
M. tuberculosis olduguna gore identifikasyonda temel hedef MTC tanimlanmasi
olmalhidir. MTC i¢inde M. tiiberciilosis, M. bovis, M. africanum ve M. microti
bulunmaktadir. Kiiltiirde iireyen bakteriler oncelikle ilireme hizi ve pigment yapimi
yoniinden incelenir. Boylece daha sonraki biyokimyasal testin se¢imi ayarlanabilir.
Ancak baz1 farkl tiirlerin benzer biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri paylasabilecegi,
suglar arasinda da farkliliklar olabilecegi unutulmamalidir. Geleneksel identifikasyonda
en sik kullanilan testler; tireme 6zellikleri ve iireme 1s1s1, koloni yapisi, pigment yapimi,
niasin testi, nitrat testi, katalaz testi, T2H testi ve pirazinamidaz testidir. Ureme
zamaninin kullanilan besiyeri ve inokulum miktarina gore degisiklik gosterebilecegi ve
bazen zaman hakkinda yanlis bir fikir verebilecegi bilinmelidir. O nedenle kontrol i¢in
tireme zamanlar1 bilinen stok kiiltiirler kullanilmalidir. Yavas iireyenler i¢in stok kiiltlir
olarak M. tiiberciilosis, hizli ireyenler i¢in M. fortiutum kullanilir. Middlebrook 7H10-
7H11 besiyerinde 5-10 giinde iireyen mikrokolonilerin degerlendirilmesi hem
M.tiiberciilosis kompleks’in hizli taninmasim1 hem de prob secimini yonlendirebilir.
Pigment yapimi da identifikasyonda onemlidir. Runyon tarafindan yapilan ve halen
kullanilmakta olan siniflamaya gore M. tiiberciilosis kompleks disindaki mikobakteriler
bu ozelliklerine gore 4 sinifa ayrilirlar. Bu simiflamada nonkromojen oldugu bilinen ve
son yillarda AIDS’li hastalardan sikca izole edilen M. avium intracelulare nin 1s1kta
pigment olusturabilmeleri nedeni ile tiim pigment yapan tiirlerin iki farkli 1sida test

edilmeleri 6nerilmektedir. Ornegin M. szulgai 37°C’de skotokromojen iken 25°C’ de
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fotokromojendir. insanda hastalik yapan MTC identifikasyonunda kullanilan gerekli
fenotipik testler asagidaki tablo 2.7’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.7. M.tiiberciilosis kompleks tanisinda kullanilan fenotipik testler (48).

Optimal Pigment Niasin  Nitrat  Tween80 Katalaz Ureaz  Pirazi T2Hde
izolasyon vapmu  testi testi hidrolizi- testi  testi namidaz iireme
sistve  Isik- 10giin
ireme  karanhk
zZamani
M. 37°C Yok - - Degisken - + + -
tuber-  12-25
culosis  giin
M. 37°C Yok Degisken Degisken - - Degisken - -
african- 31-42
um giin
M. bovis 37°C Yok Degisken - - - +
24-40
qin

Tablodan da anlasilacagi tizere MTB LJ ve Middlebrook besiyerinde 37°C’lik
enkiibasyonda 14-28 giinde kuru, piirtiiklii, pigmentsiz koloniler yapar. Middlebrook
7H10-11 agarda 5-10 giinde mikrokoloniler olusturur. Bu kolonilerde kord yapis1 vardir.
Niasin, nitrat, {ire testleri (+)’dir. Katalaz aktivitesi yoktur. NAP (P nitroacetylamine

hydroxy-propiophenan) i¢eren sivi besiyerinde tiremez (53).
2.7.5. Serolojik Tam Yontemleri

DSO gore, TB tanisinda kullanilacak bir serolojik testin duyarliligi %80’nin; 6zgiilliigii
ise %95’1n tizerinde olmalidir (54). TB’un immiinolojik tanisinda en énemli konu bu
hastaligin maruz kalmadan latent enfeksiyona ve aktif hastaliktan agir hastaliga kadar
genis bir spektrum sergilemesidir. Ek olarak BCG asilanmasi, NTM’ye maruz kalma,
HIV ile birlikte hastalik gibi ¢esitli faktorler immunolojik temelli testlerin performansini
etkilemektedir (55). Aktif TB tanis1 i¢in yapilacak immiinolojik testlerde kullanilacak
iyi bir antijen su 6zelliklere sahip olmalidir: aktif TB’li kisilerce tanindig1 halde LTBE
negatif sonu¢ vermeli; aktif hastaliklilarin tiimii veya ¢ogunda ve aktif hastaligin farkl
sekillerinde immiin cevaba yol agmali; ya M. tuberculosis’e spesifik olmali yada
serodominant spesifik epitoplara sahip olmalidir. TB’daki immiin yanit1 belirleyen
herhangi bir test hastalik ilerlemesi boyunca ¢esitli asamalarda eksprese olan antijenleri
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kapsamalidir (56). Immunolojik tani icin hem klinik orneklerde mikobakteriyel
antijenlerin gosterilmesi, hem de bu antijenlere karsi olusan antikorlarin saptanmasina
calisiimaktadir.  Gelistirilen  yontemler  arasinda  immunodiffiizyon,  pasif
hemagliitinasyon, ELISA, fluoresan antikor testi, solid faz radyoimmunoassay

bulunmaktadir (57).

2.7.5.1. Antijen Tespitine Dayanan Testler

Mikobakteri antijenlerinin parcalara ayrilmasi, izolasyonu ve analizi i¢in gelistirilen
tekniklerdeki ilerlemeler sonucunda, M. tiiberciilosis’in, bazilarinda karbonhidrat ve
glikolipit kisimlar1 bulunan cesitli protein antijenleri gosterilmis ve detayli yapisal
ozellikleri tanimlanmistir. TB hastalarin kan serumunda, dolasan antijenler izole edilmis
ve bunlar1 tanimak amaciyla kullanilabilirlikleri arastirilmistir. Ayrica, mikobakterilerin
plazma membraninda bulunan antijenler, antijen 5, Lipoarabinomannan (LAM),
sitoplazmik antijenler ve diger antijenleri tespit eden g¢esitli serolojik test kitleri

hazirlanmigtir (58).

2.7.5.2. Antikor Tespitine Dayanan Testler

TB hastalarin serumunda mikobakteri antijenlerine karsi olusan antikorlar monoklonal
veya poliklonal antikorlar kullanilarak asagidaki tabloda gosterilmistir. Cevredeki
mikobakterilere c¢apraz reaksiyonlar sonucu yanlis pozitif test sonuglar
alimabilmektedir. Ayrica mikobakteri hastaliklarinda ortaya ¢ikan bagisik yanitlar; HLA
class2 allotipleri ile iliskili olup farkli hastalarda ayni antijenler taninmayabilir.
Tiiberkiilozlu hastalarda 6zgiil antikorlar1 tespit etmek icin birgok serolojik test
incelenmistir. Bu tiir serolojik testlerde, antijenik proteinler (A65, A60, A38, Al4, A19,
A90, A34, AS5 kd’luk antijenler) ve polisakkaritler disinda 1s1 sok proteinleri, diacil
trehaloz gibi ELISA teknigine uygun birgok antijen denenmistir (25).
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Tablo 2.8. Antikor tespit temeline dayanan ticari testler (3)

Kullanilan antijen Testin adi Metodu Duyarlilik ozgullik
Lipoarabinomannan (LAM) MycoDot ™ Dot-blot %70-75 %96.7
Rekombinant protein peptit Detect -TB ELISA %75 %97
38 kDa (rekombinant antijen) ve LAM| Pathozyme Myco | ELISA %57-89 %92-100
38 kDa ve 16 kDa (rekombinant| Pathozyme TBI ELISA %71-89 %98-100
antijen) plus ELISA %71-100 %71-95
Antijen - 60 Antigen A60 Membran %49-89 %98-100
38 kDa (rekombinant) ICT tuberculosis | bazli

Immiinokromatografi temeline dayanan antikor tespit testleri:

TB hastalarin kan veya serumlarinda bulunan antikorlar1 tespit etmek amaciyla,
immiinokromatografik yontemli, hizli testler gelistirilmistir. Bu testlerde yoOntem
membrana baglanmigs TB antijeni kombinasyonlar1 ve kolloid haldeki altin
partikiillerine birlestirilen antikor baglayici bir protein kullanilir. Kart test seklinde
bulunmaktadir. Kart testin kuyucuk kismina numune eklenir ve antikor baglayan
protein-kolloid altin kompleksi arasinda ilerlemesi icin beklenir. ilerleme sirasinda
ornekte tiiberkiiloza karsi olusmus antikorlar varsa baglanir ve bir kompleks olusur.
Olusan kompleks, iizerinde sabitlestirilmis antijen bulunan membrandan gegirilince
antikorlar antijene baglanir. Kart test lizerindeki B zonunda pembe renginde bir bant
goriiliir. Baglanmayan kompleksler kontrol alanina dogru gé¢ etmeye devam eder ve bu
alanda pembe renginde bir bant olusturur. Bu bandin olugmasi testin dogru yapildiginm
gostermektedir. Bu test, aktif tiiberkiilozlu hastalarin taranmasinda kullanilir. Negatif
sonuglar tiiberkiiloz olasiligini saf dis1 ettirmezken, pozitif sonuglarin da dogrulanmasi
gerekmektedir. Immiinokromatografik temelli testlerin duyarliligi %75-97 ve dzgiilliigii
ise %95-98°dir. Aktif TB ve LTB arasinda ayrim yapabilmesi nedeniyle, TB oldugu
tilkelerde denenebilir (58).

2.7.5.3. interferon Gamma (IFN-y) Uretiminin Olciilmesi

Interferon gama saliim testleri TDT ye alternaif olarak gelistirilmis M. tiiberciilosis’e
komplex antijenlerine kars1 hiicresel immiin yanit1 dl¢en in vitro testlerdir. Bu antijenler

BCG as1 suslarinda olmadigindan, BCG asisiyla ¢apraz reaksiyon goriilmez. TDT ve
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IGST, LTBE tanisinda kullanilan ancak aktif TB dislamayan LTBE ve aktif TB ayrimi
yapamayan aktif hastalia progresyon agisindan yeterli fikir vermeyen testlerdir.

Ulkemizde IGST asagidaki durumlarda TDT ile birlikte yapilmas: énerilir.

Kronik Hastalarda ve HIV (+) kisilerde

e (Cocukta klinik ve radyolojik tani stiphesini desteklemek i¢in

e Akgiger dis1 TB tani siiphesi desteklemek i¢in

e [. S durumlarda koruyucu tedavi kararari i¢in

e Kronik bobrek yetmezligi olanlar

e Organ transplantasyonnundan 6nce

e Yiiksek doz steroid kullanimi1 6ncesi

e TNF a blokeri kullanmadan 6nce

e (Cocuklarda balgam ¢ikarma zor oldugundan serum iginde tercih edilir (59).

Perifer kanindan elde edilen mononiikleer hiicreler, in vitro sartlarda uyarilir ve
duyarlilasan T lenfositlerinden salinan interferon (IFN) gamma tiretimi ELISA ile
Olgiiliir. PPD yamitindan sonra, kanda gamma IFN tespiti yapan testler
(CSL/QuantiFERON TB testi) gelistirilmis ve tiiberkiiloz tanisinda yayma ve kiiltiir
yerine kullanilabilecegi bildirilmistir. Ticari olarak bulunan IFN-y testleri orijinal
QuantiFERON-TB, onun gelistirilmis versiyonlari olan QuantiFERON-TB Gold ve
QuantiFERON-TB Gold in tube assays (Cellestis International, Carnegie, Australia) ve
the enzyme-linked immunospot (ELISPOT) T SPOT-TB assay (Oxford Immunotec,
Oxford, United Kingdom)’dur.

2.7.5.4. Elispot Testi

Elispot testi, kisinin periferik mononiikleer hiicrelerinin in vitro sartlarda bu antijenlerle
uyarilip daha sonra olusan IFN-y yanitinin ¢ift sandvi¢ ELISA yontemi ile belirlenmesi
ilkesine dayanmaktadir (ELISPOT testi). Daha sonra bu test Oxford-Immunotec

(Oxford, Ingiltere) firmasi tarafindan ticari kit sekline getirilerek piyasaya T-SPOT. 7B
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testi adiyla surulmustur. Bu test 2004 yilinda Avrupa Birligi Ulkelerinde kullaniima
onayini, Temmuz 2008 tarihine ise FDA onaymi almistir (20). Bu testin TCT ile

karsilastirildig ilk klinik ¢calisma Lalvani ve arkadaslar1 tarafindan yapilmastir.

Bu calismada aragtirmacilar kiiltiir ile dogrulanmis aktif TB hastalarinda ve tiiberkiiloz
dis1 hastalig1 olan bireylerde RD1-ELISPOT testi ile TCT’ni karsilagtirmiglardir. Aktif
TB hastalig1 olan bireylerde ELISPOT testinin duyarliligi %96 bulunurken TCT’nin
duyarliligt %69 olarak saptanmistir. ELISPOT testinin 6zgiilliigii bu calismada %92

olarak bulunmustur (60).

2.7.5.5. Quantiferon-TB Gold Testi

Test tam kan ornegindeki T hiicrelerinin spesifik M.tiiberciilosis antijenine maruz
birakilip inkiibe edildikten sonra IFN-y iiretecegi prensibine dayandirilmistir (48).
Quantiferon TB-Gold testinde antijenler sentetik peptid karisimi igerirler ve bunlar da
iki M. tiiberciilosis proteini olan ESAT-6 ve CFP-10u stimiile ederler (49). Test,
heparinize edilen tam kanin alinip ESAT-6 ve CFP-10 proteinlerini stimiile eden bu
peptid kokteyllerinin inkiibe edilmesiyle uygulanir. Fitohemaglutinin ve tuz gibi diger
antijenler kontrol olarak kullanilir. Onceki mitojendir ve plazmayi stimiile ettikten sonra
interferon gama pozitif kontrolu olarak is goriir. Tuz ise serum veya plazmadaki
heterofil antikorlara uyan bir kontroldiir ve immiin serolojik deneylerle etkilesime
girdigi bilinir (50,51). 16-24 saat sonra interferon gama iiretimi ELISA yOntemiyle
olgiiliir. Test sonuglar1 pozitif, negatif ve siipheli olarak belirtilir. Siipheli sonuglar kan
ornegindeki lenfosit sayisinin azalmasindan veya HIV enfeksiyonu, malignensi veya
bobrek yetmezligi gibi araya giren hastaliklar sebebiyle azalmis lenfosit aktivitesinden,
uzamis Ornek transportundan veya mitojenin yanlis eklenmesinden kaynaklanabilir
(51,52). Quantiferon- TB Gold in tube yonteminde kan toplama tiipleri kullanilir ve
bunlar kontrol ve test antijenleriyle kaplanmistir. Bu kan toplama tiipleri inkiibasyon
kuyulart olarak kullanilir bu da kana dokunma isini minimize eder ve stimiilasyon

basamagini basitlestirir (51,53).

Deneyde kullanilan proteinlerin M.tuberculosis ‘e spesifik olmasina ragmen bunlar ayni
zamanda M.kansasii, M. szulgai, M.marinum‘u kapsayan bazi nontiiberkiiloz
mikobakterilerde de goriiliir. Ornegin, M.marinum ‘la enfekte olan 7 hasta, M. kansasii
ile enfekte 5 hasta ve tropikal balik tanki sahibi (muhtemelen M. marinum‘a maruz
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kalan) hastalar1 kapsayan kiigiik bir calismada bu kisilerin % 50°sinden fazlasinda
ESAT-6 veya CFP-10‘a kars1 6lgiilebilir IFN-y cevabi ELISA veya ELISPOT ydntemi
ile tespit edilmistir (54). Ayni zamanda M.tiberciilosis ‘de goriilen T-ESAT antijeniyle
homolog olan bir M.leprae antijeni olan L-ESAT 6nemli bir ¢apraz reaksiyon vermekte
ve IFN-y {retimini indiikleyebilmektedir. Bundan dolayi test lepranin endemik oldugu
yerlerde daha az yararlidir (55). ESAT geni M. avium ‘da da mevcuttur ama ELISA-
IGRA testinin bu enfeksiyon varliginda yanlis pozitif sonu¢ vermesi ile ilgili yeterince

bilgi yoktur (56).

TB olmayan ve ELISA-IGRA‘nin negatif oldugu bazi hastalarda tanimlandigi gibi
ELISA-IGRA aktif tiiberkiiloz i¢in yiiksek oranda spesifiktir. Bu konuyu isaret eden
caligmalarda spesifiklik %97 ile %100 arasinda degismektdir. Aktif tiiberkiilozlu
kisilerle yapilan vaka kontrol ¢aligmalarinda ve ¢apraz kesitsel tabanli calismalarda
ELISA-IGRA’nin duyarliliginin %72 ile %89 arasinda degistigi bildirilmektedir.
Gliney Kore’de yapilan bir calismada aktif TB tanist alan 67 olguda Quantiferon TB-
Gold testi duyarlilig1 %89, Elispot test duyarliligi %92 ve TDT duyarliligi %68 olarak
bulunmustur (42,57,60). Aktif TB’nin teshisinde ELISA-IGRA‘nin geleneksel
mikrobiyolojik metodlarla direkt olarak karsilastirilmasinin yapildigr ilk ¢alisma
2005°de yaymlanmistir (60). Daha onceki ¢aligsmalar mikrobiyolojik olarak aktif TB’lu
oldugu ispatlanan hastalardaki 6zgiinliik ve duyarliligin hesaplanmasina dayanmaktaydi.
Fakat bu calisma hastalar1 prospektif olarak kaydetmis ve final teshisi bilmeden veri
analizi yapmustir. ilk ¢alismalarda ELISA-IGRA testinin duyarliligi %85 bulunmustur.
ELISA-IGRA’nin mikroskopi ve kiiltiir negatif olan aktif extrapulmoner hastalarda

onemli bir kullanima sahip oldugu bildirilmistir (61).

Hematolojik ve solid organ malignensileri, diabetes mellitus, kronik bobrek yetersizligi,
kortikosteroid kullanimi, antineoplastik ilaglar, immiinsiipresanlar (kemoterapi ve organ
transplantasyonu i¢in) ve tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-o) antogonistleri kullanimi
gibi durumlar, tliberkiilin deri testi cevabini ve ayni zamanda ELISA-IGRA sonucunu,

IFN- v iiretimindeki azalma sebebiyle etkileyebilmektedir (50).

ELISA-IGRA’nin tanimsiz sonuglarla baglantili olmast umut kirici olabilmesine ragmen
mitojen cevabinin eksikligi altta yatan bir immiinsiipresanin olasiligi hakkinda uyari
verebilir ve klinisyeni risk altindaki hastalarin TB enfeksiyonu i¢in daha genis ¢aph

arastirma gerekliligi hakkinda uyarabilir. Bu bilgi TDT ile alinamaz (62).
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ELISA-IGRA’nin avantaji, 6zgiinliigii artirarak BCG ile asili veya non tiiberkiiloz
mikobakterilere maruz kalmis kisilerdeki yanlis pozitif sonuglart azaltarak LTB tedavisi
icin kullanilan ilaglarin potansiyel toksisitesinden ve ilave masrafindan korumasidir. Ek
olarak, LTB vakalarinin ¢ogunun aktif hastaliga ilerlemeden once teshis edilmesini

artirirlar (63).

2.7.6. Tiiberkiilin Deri Testi (TDT)

Tiberkiilin deri testi, (TDT) TB enfeksiyonu gosteren deri testlerinin genel adidir. Bu
testler basilin belirli bilesenlerinin TB basili ile enfekte olan kisilerde geg tip bir asir1
duyarlilik yapmasi temeline dayanir. Duyarliligin olusmasi i¢in basil ile karsilastiktan
sonra 3-8 hafta gibi bir siirenin gecmesi gerekir. TDT icin en sik kullanilan antijen
PPD’dir (Purified Protein Derivative=saflastirilmis protein derivesi). PPD deri testi yiiz
yil1 agkin bir siiredir hem aktif hem de latent tiiberkiilozun teshisi icin kullanilmaktadir
(64). Test, salgilanmis ve somatik proteinleri ihtiva eden mikobakteriyel antijenlerin
kaba bir karisimidir (65). PPD soliisyonu tiiberkiiloz basili kiiltiirlinden protein
presipitatlarinin  filtrasyonu ile elde edilir. Elde edilen protein presipitatlarina

tuberkilinler denir.

A. BCG skart yok:
0-5 mm ise: Negatif olarak kabul edilir.
6—9 mm ise: Siipheli kabul edilir, 1 hafta sonra test tekrarlanir, yine 6-9 mm bulunursa

negatif kabul edilir; 10 mm ve uzeri pozitif kabul edilir.

Booster fenomeni (hatirlatma fenomeni): Tek bir TDT ile ufak bir endurasyon
olusabilir, fakat 6nceden olusmus bir bagisiklik yanitin1 uyarabilir. Béylece bir haftadan
bir yila kadar bir silirede yapilacak ikinci TDT ile daha biiylik yanit olusur.
Konversiyondan ayirmak i¢in bir haftadan sonra (en erken donemde) TDT yapilmalidir.

10 mm ve tizeri: Pozitif kabul edilir.

Bagisiklig1 baskilanmis kisilerde 5 mm ve tiizeri pozitif kabul edilir: Kizamik veya
bogmaca gegirenler, HIV, AIDS, diabetes mellitus, lenfoma ve 16semi gibi hematolojik
bozukluklar, kronik peptik iilser, kronik malabsorpsiyon sendromlari, orofarenks ve iist

gastrointestinal sistem karsinomlari, gastrektomi, barsak rezeksiyonu, kronik alkolizm,
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silikozis, pndmokonyoz, kronik bobrek yetmezligi, uzun sure yuksek doz kortikosteroid
ve diger bagisiklig1 baskilayici tedavi gerektiren durumlar (2—4 hafta siireyle, glinde 15
mg veya listu prednizon dozuna esdeger steroid dozlari yeterli yliksek doz kabul

edilmektedir) (66).

B. BCG skar1 var:
0-5 mm: Negatif kabul edilir.
6—14 mm: BCG’ye atfedilir.

15 mm ve tizeri: Pozitif kabul edilir, enfeksiyon olarak degerlendirilir.

TDT uygun bir test olmasma ragmen miikkemmel bir test degildir. Ciinkii yanlhs
pozitiflik ve yanlis negatiflik oranlar1 oldukg¢a yiiksektir. Fonksiyonel olarak,
TDT’lerinin 6nemi, duyarliligi, 6zgulliigi ve prediktif degeridir. Testin duyarliligi,
pozitif degeri olanlardan hastalig1 olanlarin yilizdesini gostermesidir. Yalanct pozitifler
duyarlilig1 etkilemez c¢iinkii 6nemli olan sadece hastaligi olanlardan teste pozitif
reaksiyon verenlerdir. Hastalig1 olanlardan pozitif testi olmayanlarin yanlis negatif
sonuglart oldugu soylenir. TDT’de yanlis negatiflik oranlar1 azimsanmayacak
diizeydedir. Yapilan c¢alismalarda bu oranlarin  %12-32 diizeyinde oldugu

goriilmektedir.

Tablo 2.9. Tiiberkiilin deri testinde yanlis negatiflik nedenleri (67)

Test Edilen ® Infeksiyonlar

Kisiye Ait Viral (kizamuk, kabakulak, su gicegi, HIV)

Faktorler Bakteriyel (tifo, tifiis, brusella, bogmaca, yaygin TB, TB plérezi)

Mantarlar (Gluney Amerika blastomikozu)

*  Canh viriis agilan (kizamik, kabakulak, polio, su gigegi)

*  Metabolik bozukluklar (kronik bobrek yetmezligi)

* Proteinlerin diustikliigi (ciddi protein dusiklagi, afibrinojenemi)

* Lenfoid organlan etkileyen hastaliklar (Hodgkin hastalig, lenfoma, kronik
lsemi, sarkoidoz)

*  llaglar (kortikosteroidler ve diger bircok bagisiklign baskilayicr ilag)

*  Yas (yenidoganlar, “azalmis” duyarhihigh olan yash hastalar)

* Stres (cerrahi, yamiklar, mental hastaliklar, graft verus host reaksiyonlar)

Kallanilan *  Uygunsuz depolama (151 ve 1sifa maruziyet)

Taberiiline At = Uygunsuz sulandirmalar
Faktérler ® Kimyasal denatiirasyon
= Kontaminasyon

*  Yapaisma (adsorpsiyon) (Tween 80 eklemekle kismen kontrol edilir)

Uygulama = Cok az antijen enjekte etmek
Yontemine * Cilt aluna enjeksiyon

lliskin Faktérler Enjektore cgektikten sonra gec uygulama
*  Diger cilt testlerine ¢cok yakin enjeksiyon

Okuma ve = Deneyimsiz okuyucu

Kayit ile ilgili " Bilingli ya da bilingsiz hatalar

Faktorler * Kayut hatalar
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¢ Yanhs Pozitif Sonuc¢ (%17-25)

—BCQG ile agilanma
—TB Dis1 Mikobakteriler ile karsilasma

—Uygulama ve degerlendirme hatast

e Yanls Negatif Sonuc¢ (%17-32)

-Bagisik sistemin baskilandig1 durumlar

-Tiiberkiilozun agir formlari
-Uygulama ve degerlendirme hatasi

-Hasta 2 kez degerlendirilir

Sekil 2.14.Tiiberkiilin deri testinin uygulanis1 ve olumsuzluklari (35)

2.7.7. Molekiiler Biyolojik Yontemler

2.7.7.1. Niikleik Asit Cogaltma Yontemleri

Niikleik asit cogaltma yontemleri iki prensip {lizerine oturtulmustur. Bunlar; niikleik asit

prob hibridizasyon ve niikleik asit amplifikasyon (NAA) yontemleridir.

Niikleik asit prob hibridizasyon yontemleri: Ornekteki hedef niikleik asit dizisi,

komplemanteri olan isaretli bir prob ile hibritlenmekte ve tan1 konmaktadir (68).

Niikleik asit amplifikasyon yontemleri: Niikleik asit teknolojisinin en kompleks ve
duyarli olanidir. Hedef DNA’y1 ¢ogaltmak i¢in enzim kullanilir. Ortaya cikarilan
amplikonu tespit i¢in niikleik asit problar1 kullanilmasi ve agaroz jelde amplikonlarin

boyanarak gosterilmesi yoluna gidilir. Ug¢ modifikasyonu bulunur (68):
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- Hedef amplifikasyon yontemleri: Polimeraz zincir reaksiyonu
- Prob hibridizasyon bazli NAA: Ligaz zincir reaksiyonu
- Sinyal amplifikasyona dayal1 yontemler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: Niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu igin
gelistirilmis  bir test tlip sistemidir. Hedef DNA/RNA’nin selektif olarak
amplifikasyonuna imkan verir. TB laboratuvarlarinda klinik 6rneklerde bulunabilecek
etkenin kisa siirede gosterilmesi, erken identifikasyonu, molekiiler tiplendirilmesi ve

ilag direncinin saptanmasinda kullanilmaktadir (68).
2.7.7.2 Restriction Fragment Length Polimorfism (RFLP)

Restriksiyon enzimleri; DNA’y1 ¢ok 6zgiil olarak belli bolgelerden keserek genellikle
1000-20000 baz ciftlik parcalar olusturan enzimlerdir. DNA’nin bu enzimlerin bir ya da
birkag1 ile kesime ugratildiktan sonra, agaroz jel elektoforezine tabii tutulmasi ve sonra
etidyum bromiir ile boyanan jelde olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi kiyaslanarak

elde edilen cesitlilige RFLP adi verilir. Epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilir (69).

Dort temel adim vardir: DNA i1zolasyonu, DNA’ nin restriksiyon enzimleri ile kesimi,
kesilen DNA’nin elektroforezi ve jeldeki DNA parcalarinin goriintiilenmesi (69). Bu
yontemle M. tuberculosis kompleks icinde tip tayini ve M. tiiberciilosis suslarinda nokta

mutasyonlar1 saptanarak ila¢ direncini saptamak miimkiindiir (70).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi

Calismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nin
endokrinoloji poliklinigine bagvuran tip 1ve tip 2 diyabetli hastalardan 25 tip 1 ve 25 tip
2 diyabetli hasta ve 25 kisi de kontrol grubu olarak alindi. Etik Kurul onay1 alind1 ve
diyabetik hasta ve kontrol grubundaki kisilere diizenlenen Hasta Bilgilendirme Formu
okutuldu. Yapilacak islemler hakkinda bilgi verildi. Daha sonra onaylar1 alindi. Adres
ve telefon numaralar1 kaydedildi. Quantiferon TB-Gold in tube yontemiyle hastalarin
kaninda IFN-y miktar1 olgiildii. Bu sekilde ii¢ grup olusturularak Tip 1 ve Tip 2
diyabetik hastalarda ve kronik hastaligi veya immun siipresyonu olmayan ve tedavi
gormeyen ve kontrol grubu olarak secilen 25 saglikli goniilliide Quantiferon gold testi

yontemiyle latent TB enfeksiyonu arastirilarak sonuglar karsilastirildi.
3.2. Quantiferon-TB Gold Calisma Protokolii

Quantiferon yontemi (Quantiferon —TB Gold in tube Cellestis Limited; Australia) ticari

kitle caligilmistir.

Kit icerisinde, mikroplak stripleri, insan IFN-y standardi, liyofilize diluent, 100x
konsantre ve liyofilize konjugat, yikama tamponu, 20x konsantre Enzim Subsrat

Soliisyonu ve stop soliisyonu bulunmaktaydi.

1. Quantiferon testinin calisilmasi i¢in bu teste 6zel heparinli, vakumlu 3 ayr test

tiiptine 1’er ml periferik kan alindi.

2. Kan tiiplerinin i¢ yiizeyinin tamamen yikanmasi icin tiipler kuvvetle 5 saniye

calkalandi.
3. 37 C®lik inkiibatorde 16-24 saat bekletildi.

4. Inkiibasyondan sonra tiipler 15 dakika 2000- 3000 RCF (g)’ de santrifuj edilerek

plazma ayrildu.
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Daha sonra bu tiipler etiketlenerek test ¢alisilincaya kadar -20C°’de bekletildi.
Hastalardan alinan {i¢ tiip plazmanin birisi negatif kontrol olan ‘nil’ tiipii, birisi pozitif
kontrol olan ‘mitojen’ tiipii, digeri ise antijen tiipii idi. Plazma numuneleri

calisilacaginda reaktiflerle birlikte oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

5. Dondurularak kurutulmus kit standardi standart sisesinin etiketinde belirtilen

miktarda distile su ile ¢oziildii.

6. Daha sonra 4 tlipe standart soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in 4 ayr test tiipti S1, S2,

S3, S4 diye isaretlenerek her birine 150 pl green diliient soliisyonu eklendi.
Birinci standart tiipe (S1) 50 pl bu ¢ozeltiden alinip S2’ye konuldu ve iyice karigtirildi.
Ayni sekilde S2 tiipiinden 50 pl ¢ozelti alinip S3 tiipiine konuldu ve iyice karistirildi.

S4’de sadece gren diluent (yesil ¢ozelti) bulunmaktaydi.S4 tek basina sifirlik standart

olarak kullanildi.
7. Dondurulmus kurutulmus konjugat 100 x konsantre, 0.3 ml distile su ile ¢6ziildii.

Calisma konjugati, ¢oziilen konjugat 100 x konsantrenin kullanilacak strip sayisina gore

belirtilen miktardaki yesil diliient ile diliie edilmesiyle hazirlandi.

8. Teste baslamadan once, INF y’nin 6rnek icinde esit dagildigindan emin olmak ig¢in

plazmalar calkalandi.

9. Kullanilan tim ELISA kuyularina taze hazirlanmis ¢alisma konjugatindan 50°ser pl

eklendi.

10. Kuyulara 50‘ser ul plazma 6rnekleri ve ardindan uygun kuyucuklara her standarttan

yine 50 ‘ser ul pipetlenerek konuldu.

11.Mikroplak c¢alkalayict kullanilarak 1 dakika boyunca konjugat ve plazma Ornekleri

ve standartlar iyice karistirildi.
12. Plak kapak ile kapatilarak oda sicakliginda 120 dakika inkiibe edildi.

13. Inkiibasyon sirasinda bir birim wash buffer 20 x konsantre 19 birim distile su ile

diltie edilerek karigtirildi.
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14. Inkiibasyondan sonra kuyular 400 pl yikama soliisyonu ile en az 6 kez yikandh.

15. Daha sonra her kuyuya 100 pl enzim substrat solusyonundan eklenip mikroplak
calkalayici ile 1 dakika karistirildi.

16. Plak kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

17. Inkiibasyonu takiben her kuyuya 50 ul enzim durdurma soliisyonundan eklendi ve

karigtirildi.

18. Daha sonra bir mikroplak okuyucu kullanilarak, 450 nm dalga boyunda ve 620 nm
ile 650 nm arasinda bir referans dalga boyunu kullanarak her kuyunun optik dansitesi
ol¢iildii ve sonuglar kaydedildi. Sonuglar referans egriye gore iiretici firmanin vermis
oldugu programda degerlendirilerek elde edildi. Optik dansite 0.35 ve iizeri pozitif
kabul edildi.

wegott | [esate | [ pomi QuantiFERON-TB Gold in tube

Kontrol CFP10 Kontrol

TB7.7
&
/ 2} Plazmanin
] =4 ‘J’ toplanmasi
!

14 i . b_"l 16-24 saat
_E Jj inkiibasyondan

sonra santrifiijjleme

m,::
/,..
/

-
L

|
|

Sonuglarin yazilim
programi kullamlarak
degerlendirilmesi

Antikor kaph plaklara
g\ yiikleme

i Te%é?a\
Y ELISA testinin :
rLLLS uygulanmasi

Sekil 3.1 Quantiferon testinde kan 6rneginin inkiibasyonu (35).

Calismaya alinan tiim numuneler Quantiferon testi ile g¢alisilmis, sonuglar seklinde

degerlendirilmistir.
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3.3. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin analizi SPSS 16.0 (Statistical Package for
Social Sciences) paket programi ile yapilmistir. Tanmimlayici istatistikler olarak
ortalama, standart sapma ve yiizde dagilimlar verilmistir. Gruplar arasindaki
karsilastirmalarda ¢apraz tablolar (ki-kare testi) kullanilmis olup elde edilen sonuglar

%95 (p<0.05) anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya endokrinoloji polikliniginde Tip 1 ve Tip 2 DM tanist konulmus 50 hasta ve
25 saglikli goniilliiden olusan kontrol grubu olmak iizere toplam 75 kisi alindi. Her
kisiden {i¢ tiip kan alinarak Quantiferon —TB Gold in tube testi ile periferik kanda IFN-y
miktar1 6l¢iildii. Calismamizdaki kisilerin %381 kadin %37’si erkekti. Gruplar arasinda

cinsiyet bakimindan anlamli farklilik bulunmamaistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calisma gruplarmmin cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Total X2 P
Kadin Erkek
Kontrol n 14 1 25
% 56.0 44.0 100.0
Grup | Tip 1 n 10 15 25
0
% 40.0 60.0 100.0 1707 106
Tip 2 n 14 11 25
% 56.0 44.0 100.0
Toplam n 38 37 75
% 50.7 49.3 100.0

Calismaya katilan tiim gruplarda yapilan Quantiferon testi ile kadinlarin %21.1’inde,

erkeklerin ise % 35.1’inde Quantiferon pozitifligi saptanmis olup pozitiflikle cinsiyet

arasinda anlamh farklilik saptanmamustir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Cinsiyete gore sonu¢larin karsilastirilmasi

Sonug )
Total X p
Negatif Pozitif
Kadin n 30 8 38
Cinsiyet % 78.9 21.1 100.0
Erkek n 24 13 37 1.844 174
% 64.9 35.1 100.0
Total n 54 21 75
% 72.0 28.0 100.0

NOT: Optik dansite degerleri otomatik olarak hesaplanmis olup 0.35'in {izerindeki degerler pozitif kabul
edilmistir.

Calismaya almanlar, geng (17-35), orta (36-54) ve ileri yas (55+) olmak iizere ii¢ gruba
ayrilarak LTB pozitifli§i yoniinden degerlendirildi. Tip 1 DM grubun aritmetik yas
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ortalamasi1 29.44 (17-61 yas), Tip 2 DM grubunun aritmetik yas ortalamasi 54.04 (34-68
yas) ve kontrol grubunun aritmetik yas ortalamasi ise 36.04 (19-62 yas) olarak tespit
edildi. 17-35 yas grubunda 6 kiside, 36-54 yas grubunda 7 kiside, 55 ve lizeri yas
grubunda ise 8 kiside Quantiferon testi pozitif bulundu. Yas gruplar ile LTB pozitifligi
arasinda anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Yasa gore sonuclarin karsilastirilmasi

Sonug Total x2 p
Negatif | Pozitif
17.35 n 25 6 31
% 80.6 19.4 100.0
Yag | 3654 ; 72510 257 0 1(?(%)g 0
0 : : ‘ 5.116 | .077
55 ve n 8 8 16
lizeri % 50.0 50.0 100.0
Total n 54 21 75
% 72.0 28.0 100.0

Yapilan g¢alismada kontrol grubunda 6 kiside pozitiflik saptanmistir. Bunlarin 2’si
kadin, 4’ii erkektir (Tablo 4.4).
Tablo 4.4. Kontrol grubu test sonu¢lari

KONTROL GRUBU
ADI 1 yvAS | CINSIYET | SONUC ADI | yAs | CINSIYET | SONUC
SOYADI SOYADI
1. 33 K NEGATIF 14. |34 K NEGATIF
2. 55 E NEGATIF 5. |26 K NEGATIF
3. 28 K NEGATIF 6. |42 E 1,22
4. 33 K NEGATIF 7. |30 E NEGATIF
5. 25 K NEGATIF 18. |30 E NEGATIF
6. 50 K NEGATIF 9. |19 K 2,74
7. 36 K NEGATIF 20. |37 E NEGATIF
8. 23 E >10 2. | 3 E NEGATIF
9, 44 K 211 2. | K NEGATIF
10. 24 K NEGATIF 3. |2 K NEGATIF
11. 33 E NEGATIF 4. | 4l E NEGATIF
1. 35 E >10 5. |36 K NEGATIF
13. 60 E >10

NOT: Optik dansite degerleri otomatik olarak hesaplanmis olup 0.35'in {izerindeki degerler pozitif kabul
edilmistir.

Tip 1 Diyabet grubunda 5 kiside pozitiflik saptanmistir. Bunlarin 1°si kadin, 4’1 erkektir
(Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Tip 1 Diyabetli hasta grubunda test sonuclari

TiP 1 DM GRUBU

HASTA YAS CINSIYET SONUC

1 61 E 3,28

2 50 E 0,89

3 24 E NEGATIF
4 50 E NEGATIF
5 39 E NEGATIF
6 17 E NEGATIF
7 29 E NEGATIF
8 42 E >10

9 30 E 2,73

10 30 K NEGATIF
11 30 E NEGATIF
12 24 K 0,42

13 18 E NEGATIF
14 19 E NEGATIF
15 17 K NEGATIF
16 39 E NEGATIF
17 17 K NEGATIF
18 19 K NEGATIF
19 18 K NEGATIF
20 18 K NEGATIF
21 25 E NEGATIF
22 21 K NEGATIF
23 22 K NEGATIF
24 41 E NEGATIF
25 36 K NEGATIF

NOT: Optik dansite degerleri otomatik olarak hesaplanmis olup 0.35'in tizerindeki
degerler pozitif kabul edilmistir.

Tip 2 Diyabet grubunda 10 kiside pozitiflik saptanmistir. Bunlarin 5°1 kadin, 5’1 erkektir
(Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Tip 2 Diyabetli hasta grubunun test sonuclari

TiP 2 DM GRUBU
ADI SOYADI YAS CINSIYET SONUC
1 51 K NEGATIF
2 62 E >10
3 48 K NEGATIF
4 46 K NEGATIF
5 60 K NEGATIF
6 68 K 1,16
7 48 K 2,08
8 42 E NEGATIF
9 42 K 1,52
10 46 K NEGATIF
11 46 E NEGATIF
12 71 E NEGATIF
13 66 E NEGATIF
14 53 K NEGATIF
15 67 K NEGATIF
16 58 E NEGATIF
17 51 E 1,17
18 34 E >10
19 60 K 0,6
20 60 E 0,74
21 61 E 4,59
22 53 K NEGATIF
23 56 K >10
24 46 E NEGATIF
25 56 K NEGATIF

NOT: Optik dansite degerleri otomatik olarak hesaplanmis olup 0.35'in iizerindeki

degerler pozitif kabul edilmistir.

45




Gruplara gore LTB pozitifligi arastirildiginda 25 kisilik gruplardan Kontrol grubunda 6,

Tip 1 DM grubunda 5, Tip 2 DM grubunda ise 10 kisinin Quantiferon sonuglarinin

pozitif oldugu goriilmektedir (Tablo 4.7).

Gruplar arasinda anlamli farklilik yoktur (p>0.05).

Tablo 4.7. Gruplara gére Quantiferon sonuglarinin karsilastirilmasi

Grup
2
Tipl | Tip2 |Toplam| p
Kontrol DM DM
Pozitif N 6 > 10 21
% 24.0 20.0 40.0 28.0
Sonug N 19 20 15 54
Negatif] 2.778 249
% 76.0 80.0 60.0 72.0
N 25 25 25 75
Toplam
% 100.0 | 100.0 | 100.0 | 100.0
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5. TARTISMA

Tiiberkiilloz (TB), halk sagligin1 tehdit eden ve oliimle sonuglanabilen 6nemli bir
hastaliktir. Gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir halk saglig1 sorunu olan tiiberkiilozun,
“Kiiresel Tiiberkiiloz 2015 Raporu”na gore insidans, prevalans ve mortalite hizlar
diismektedir. Buna ragmen kiiresel TB yiikii halen ¢ok yiiksektir. 2014 yilinda 9.6
milyon yeni vaka ve 1.5 milyon kisinin TB’den o6ldiigii belirtilmektedir. Oliimle
sonuglanan ¢ogu olguda, hastalarin tedaviye uyum gostermedikleri ve tedaviyi yarim
biraktiklar1 gézlenmektedir. Bu sorunlarla karsilasmamak i¢cin 2006 yilinda Dogrudan
Gozetimli Tedavi Stratejisi uygulamasi DSO tarafindan onerilmis ve Saghk

Bakanligimiz tarafindan da kabul edilerek uygulamaya sokulmustur (71).

TB basilleri insan viicudunun c¢ok degisik bolgelerine solunum, sindirim, deri,
konjonktiva yoluyla girebilir ancak en 6énemli bulas yolu inhalasyondur. Mikobakteriler
yavag iireyen ve uzun siire viicutta dormant olarak kalabilen bakterilerdir. Bu nedenle
konagin immiin savunma sistemi ¢ok onemlidir. Kendini saglikli hisseden bireylerin
bile TB ile enfekte oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Kronik hastalar, diyabetli
hastalar, HIV, kronik bobrek yetmezligi, organ transplantasyonu gibi durumlar, TB i¢in

risk faktorleridir (69).

Giliniimilizde tanisal tekniklerdeki gelismeler ve etkin bir tedavinin varligma karsin
tiiberkiiloz diinyada, 6liime ve kronik hastaliga yol agmaya devam etmektedir (73). Baz
tibbi durumlar (silikozis, bobrek yetmezIligi, diyabet) enfekte kisilerde tiiberkiiloz
hastalig1 riskini artirmaktadir. Bu durumlarin bilinmesi tiiberkiiloza karsi koruyucu
Oonlemlerin alimmasi1 icin gereklidir (74). Tiiberkiilozda hastaligin erken tanis1 ve
tedavisi, sadece hastaligin iyilestirilmesini degil, ayni zamanda enfeksiyon’un
toplumdaki diger bireylere bulasmasini da engellemektedir (25). Viicuda giren TB basili
gelisen immun yanitla kontrol altina alinmaktadir. Primer enfeksiyon olarak tanimlanan
bu durum, hicbir klinik belirti olusturmamasina karsin tiiberkiilin deri testinin
pozitiflesmesine neden olur. Bu siirecte az sayida basil, metabolizmalarini durdurarak
canliliklarin1 koruyabilirler ve bu durum, latent tiiberkiiloz enfeksiyonu (LTBE) olarak

tanimlanir (26).

47



Calismada TB icin 6nemli bir risk faktorii olabilecek diyabetli hastalarda LTB
enfeksiyonunun ne oranda bulunabilecegi arastirilmistir. Diyabet, ¢esitli bozukluklara
neden olan kronik metabolik bir hastalik olup, goriilme siklig1 tiim diinyada artmaktadir
(75). Tirkiye’de Diyabet, Obezite ve Hipertansiyon Epidemiyolojisi (TURDEP)
aragtirmasinda diyabet prevalansi eriskin grupta % 7,2 olarak bulunmustur (76).
Diyabetik hastalarda hiicresel ve hiimoral yanitta meydana gelen fonksiyon

bozukluguna bagl olarak enfeksiyonlar ve tiiberkiiloz daha sik goriilmektedir (77).

Unalan ve ark. (78)’nin calismasinda tiiberkiiloza en sik eslik eden hastaliklarin, aktif
olgularda diyabet (%8.2), hipertansiyon (%7.7) ve kronik obstruktif akciger hastaligi
(%S5.1) iken, inaktif olgularda hipertansiyon (%11.1), kronik obstruktif akciger hastalig1
(%7.4) ve diyabet (%7.4) oldugu belirtilmistir. Cin’de yapilan bagka bir ¢aligmada ise
tiiberkiiloz hastalarinin %2.3'linde diyabet bulunmustur (79). Bacakoglu ve ark. nin
calismasinda diyabet ve tliberkiilozun birlikte goriilme insidanst %12.3 bulunmustur
(80). Literatiirde, diyabetiklerde gelisen tiiberkiiloz enfeksiyonununda diyabeti
diizenlemenin asir1 derecede zorlastig1 da belirtilmektedir (81). Senyigit ve ark. (82)
diyabetin tiim sistemleri etkileyen bir hastalik oldugunu belirtmektedir. (83) diyabeti,
viicut savunma sistemini olumsuz yonde etkileyerek enfeksiyonlarin gelismesini
kolaylastirip, daha farkli seyretmesine neden olan bir faktor olarak tanimlamiglardir.
Koziel (84), diyabetin alt solunum yolu enfeksiyonlarinda bagimsiz bir risk faktoéru
oldugunu, tiiberkiiloz, stafilokok ve gram (-) bakteri enfeksiyonlar1 sikligini artirdigini
belirtmektedir. Yine Yamagishi ve ark. lar1 diyabetin, tuberkulozun ortaya cikmasinda
onemli bir risk faktéru oldugunu belirtmistir. Diyabetiklerde tiiberkiiloz sik goriildiigii
gibi, tiiberkiiloz hastalarinda da diyabet normal popiilasyona gore daha siktir. Fakat
genel kani diyabetin daha oOnce basladigidir (81). Kronik hastaliklarda, uygulanan
tedaviler ve enfeksiyonlar diyabetin belirgin hale gelmesine yol acabilmekte ya da

seyrini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (83).

Yapilan bagka bir caligmada hastalarin, diyabetik ketoasidozdan kurtulmay1 basarsalar
da tiiberkiilozdan yasamlarinmi yitirdikleri belirtilmistir Cakmak ve ark. (86). Pek cok
caligmaya gore diyabetik hastalarda tiiberkiiloz enfeksiyonunun normal populasyona

gore 2-4 kat fazla oldugu bildirilmistir (87).
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Diyabet ile tiiberkiiloz iliskisi degisik sekillerde yorumlanmistir. Diyabetiklerde
tiiberkiiloz izlenme oraninin ayni yas ve sosyal durumdaki normal topluluga gore daha
yiiksek oldugu bildirilmektedir. Artan glikozun patojen tiiberkiiloz basillerinin
biliytimesini artirdig1 belirtilmistir Senyigit ve ark (82) calismasinda. Diyabetli olgularda
hastalik stiresine bagli olmadan solunum fonksiyonlarinda restriktif tipte bozuklugun
erken yaslarda bile saptanabilecegi belirlenmistir. Bunun nedeni olarak, diyabetin tiim
sistemleri etkileyen bir hastalik oldugu diisiiniilmiistiir. Diyabetiklerde tiiberkiiloz sik
goriildigi gibi, tiiberkiiloz hastalarinda da diyabet normal popiilasyona gore daha siktir.
Fakat genel kan1 diyabetin daha 6nce basladigidir (77). Diyabetiklerde tiiberkiiloza kars1
diren¢ diisiikliigline yol acan faktorlerin metabolizma bozukluklari, retikuloendotelyal
sistem yaglanmasi sonucu immunizasyon yetersizligi, A ve C avitaminozu, diyabetli
bireylerin serumlarinda bakterisid etkinin azalmasi, hiperglisemide 16kositlerin
kemotaksi, yapisma ve fagositoz yeteneklerinin bozulmasina bagli oldugu da
bildirilmistir (77).  Tiiberkiiloz, diyabetli hastada kan sekeri diizenini bozarak
hiperglisemi ve insiilin direncine neden olur. Diyabetli hastada, hastanin yasi, diyabetin
stiresi ve siddeti, tiiberkiiloz gelisimi i¢in risk faktorleridir (81). On yildan fazla siiredir
diyabeti olanlarda, kotli kontrollii diyabeti olanlarda, 40 yasin istiindeki hastalarda,
normal kilonun altindaki hastalarda tiiberkuloz riskinin daha da arttig1 belirtilmektedir

(88).

Son yillarda kanserlerin, allerjik ve otoimmiin hastaliklarinin tedavisi ve transplant
reddinin Onlenmesi icin immiin sistemi aktive eden ya da baskilayan tedavi
yaklasimlariin yaygin olarak kullanildig goriilmektedir. Bu yeni yaklasimlar, terapotik
etkileri yaninda, toksisite, malignite ve enfeksiyon riski gibi bazi problemleri de
yaninda getirmistir. Bu nedenle immunmodiilatér veya immiinsiipresor ilaglarin
uygulanmasindan 6nce veya uygulanmasi sirasinda hastalarin degerlendirilmesi oldukca
onemlidir (4). Immunsupressif ilaglarin prototipi olan glukortikoidlerin kronik
kullanimlar1 sirasinda adrenal sistemin baskilanmasi, osteoporoz, katarakt ve miyopati
gibi istenmeyen etkilerin yanisira latent tiiberkiilozun aktiflesmesi gibi sorunlari da
ortaya ¢ikarmaktadir. Kortikosteroidler IL-2 yapimini etkin olarak baskilayarak T hiicre
proliferasyonunu ve efektor sitotoksik T lenfositlerin artmasini engeller (4). Enfeksiyon
riski acisindan ele alindiginda immiinmodiilatdrler icinde en dramatik 6rnek olarak TNF
inhibitorleri verilebilir. Ozellikle anti-TNF tedavisinin extrapulmoner dissemine

tiiberkiiloza ve latent tiiberkiilozun aktivasyonuna neden oldugu bildirilmektedir. Bu
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nedenle TNF-a antogonistleri uygulanacak hastalarin dncelikle tiiberkiiloz enfeksiyonu
yoniinden aragtirilmasi ve latent tiiberkiiloz saptanan hastalarda TNF-o antogonistleri
baslanmadan Once tiiberkulozun profilaktik tedavisine baglanmasi Onerilmektedir (4).
Diyabetik hastalarda, yukardaki herhangi bir sebeple yapilacak immiinsuprese tedavinin
de varolan LTB ‘un aktivasyonunu saglayabilecegi diisiiniilmelidir. Bu nedenle

diyabetik hastalarda LTB nin aragtirilmasi olduk¢a dnemlidir.

Tiiberkiilin deri testi (TDT), ylizyili agkin bir siiredir hem aktif hem de latent
tiiberkiilozun teshisi i¢in kullanilmaktadir. TDT ucuzdur ve ¢alisilmasi i¢in ek bir
altyap1 gerektirmez. Bu yiizden popiilerdir. Buna karsin TDT nin bircok dezavantajlari
bulunmaktadir. Tiiberkiilinde mikobakteriyel antijenler blunmakta ve bu antijenler M.
tuberculosis’e spesifik olmadigindan deri testi yiiksek oranda yanlis pozitif sonuglara
neden olmaktadir (5). Immiinsiipressif hastalardaki yiiksek orandaki negatif sonuclar,
hastalarin test sonuglarin1 okutmak i¢in geri gelmesine uyum gostermesi gerekliligi,
sonuclart degerlendiren saglik c¢alisanlar1 arasindaki kigisel farkliliklar nedeniyle
subjektif olmas1 gibi problemler bulunaktadir. TDT nin anamnestik cevabinin artmasi
gibi bir dezavantaj1 da vardir. Hiicresel IFN-a iiretimini 6lcen metodlardan birisi olan
Quantiferon-TB Gold ELISA testi ise tam kanda yapilmasi, daha spesifik antijenleri
kapsamasi ve uygulama kolayligi agisindan TDT’ye nazaran daha avantajli bir test

olarak goriilmektedir.

Calismamizda en fazla sayida Tip 2 DM hastalarin (%40) daha sonra kontrol grubunun
(%24) ve en az da Tip 1 DM hastalar (%20) arasinda LTB pozitif bulunmustur. Maale;j
ve ark. larinin calismasinda bizimle benzer olarak tuberkulozun eslik ettigi diyabet
formunun %91,5’ini Tip 2 diyabetli hastalar oldugu belirtilmigtir Maalej, Belhaoui,
Bourguiba et al (95). Bunun yaninda, Olmos ve ark. (96) tarafindan yapilan ¢alismada
ise 1529 diyabetli hastada tiiberkiiloz gelisme riski Tip 1 diyabetlilerde %24.2, Tip 2
diyabetlilerde ise %4.8 bulunmus olup, tip 1 diyabetli hastalarda riskin, 40 yasin
altindaki normal popiilasyonla karsilastirildiginda 38 kat fazla oldugu saptanmistir.
Ozellikle birgok ¢alismada Tip 1 diyabette tiiberkiilozun reaktivasyon riskinin yiiksek
oldugu belirtilmektedir (88). Tip 1 diyabetli ¢ocuklar iizerinde yapilan baska bir
arastirmada pozitif PPD diizeyleri, ¢ocukluk ¢agi icin bildirilen oranlardan yiiksek
bulunmus ve sonug olarak tip 1 diyabetli ¢cocuklarin ve genglerin tiiberkiiloza karsi
asilanmalar1 ve tiiberkiiloz enfeksiyonu agisindan belirli aralarla PPD testi ile tarama
yapilmasinin uygun oldugu belirtilmistir (88). Calismamizda Tip 1 diyabette LTB orani
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kontrol grubu ile neredeyse ayni bulunmustur. Bunun nedeni arastirmaya alinan hasta
popiilasyonunun say1 olarak diisiik olmasindan kaynaklanabilir. Calisma, kisith biitge ile
yapildigindan yeterli sayiya erisilememistir. Daha yiiksek sayida hasta ile caligilabilse

belki daha anlamli sonuglar ¢ikacaktir.

Calismamizda erkeklerin %35.1’inde, kadinlarin ise %21.1’inde Quantiferon sonuglar1
pozitif bulunmustur. Her ne kadar erkek orani1 daha fazla bulunsa da istatistiki bakimdan
aralarinda farklilik saptanmamistir. Tip 1 ve Tip 2 DM lu 50 kiside, Quantiferon
pozitifligi 9 Erkek, 6 kadin olmak {izere toplam 15 kiside saptanmistir. Yapilan
istatistiksel arastirmada DM ile Kontrol grubu arasinda pozitiflik ve cinsiyet agisindan
anlamli farklilik saptanmamistir. Yasa gore bakildiginda ise ¢alismamizda 17-35 yas
arasinda 6 kisi 36-54yas arasinada 7 kisi 55 ve uzerinde ise 8 kisinin TB’a yakalanma
riskinin oldugu goriilmiis ve yas gruplarn ile pozitiflik arasinda anlamli farklilik
saptanmamustir. Yamagishi (85) calismasinda, tiiberkiiloz diyabet birlikteligi kadinlara
gore erkeklerde iki kat fazla bulunmustur. Ayni ¢alismada, diyabetin komplikasyonu
olarak belirtilen tiiberkiilozun erkeklerde 40-50 yaslar1 arasinda, kadinlarda ise 60
yaslarinda pik yaptig1 gosterilmis ve diyabetli olgularda 12 yil igerisinde artis oldugu
belirtilmistir. Diinyada tiiberkiiloz hastalarinin %80’inin 15-49 yas arasinda oldugu
(89), iilkemizde de bununla benzer olarak ¢ogunlugun (% 64.0) 15-44 yas arasinda
oldugu belirtilmistir (90). Baska bir calismada tiiberkiiloz hastalifinin erkeklerde
kadinlara oranla iki kat fazla oldugu saptanmistir (91). Calismalarda, erken yaslarda
alman tiiberkiiloz basilinin, orta yaslarda Ozellikle erkek bireylerde, sigara, alkol
kullaniminin fazla olmasi, ¢aligma kosullarinin daha gilic ortamlarda olmasi gibi
olumsuz kosullara bagli olarak aktif hale gelmesinin tiiberkiilozun erkeklerde daha fazla
goriilme sikligint artirdig1 belirtilmektedir. Torun ve ark.’nin (91) ¢alismasinda 419
akciger tiiberkiilozlu olgunun 67 (%16)’sinde diyabet belirlenmistir. Ayn1 kurumda
yapilan bagka bir ¢aligmada ise diyabetin hem yasli hem de genglerde tiiberkiiloza en sik
eslik eden hastalik oldugu; 60 yas iistii tiiberkiiloz hastalarinin %52,2’sinde ek hastalik
oldugu, bunlarin %34.7'sini diyabet’in olusturdugu belirtilmistir (92).

Sonug olarak kendini saglikli hisseden bireylerin bile tiiberkiiloz ile karsilasip LTB
olduklarini, yas ilerledikce ve diyabet gibi immunsiipresyon yaratabilecek durumlarla

karsilasildiginda tiiberkiiloz hastaliginin gelisebilecegi goriilmektedir.
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Calismamiz, diyabetli hastalarda latent tiiberkiilozun varligina dikkati ¢ekmek acisindan
degerlidir. Bu hastalarda immiin supresyon nedeniyle enfeksiyon goriilme riski yiiksek

olup LTB arastirilmasimin énemi goriilmektedir.
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