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KISALTMALAR

ARB : Asido rezistan boyama yontemi

dATP : Deoksi adenin trifosfat

dCTP . Deoksi sitozin trifosfat

dGTP : Deoksi guanin tifosfat

dNTP : Deoksi nukleotid trifosfat

dTTP : Deoksi timin trifosfat

LAM : Lipoarabinomannan

LM : Lipomannan

L-J :Lowenstein-Jensen besiyeri

MGIT : Mikobakteri Ureme indikatér TUp(

NALJ : N-Acetyl-L-Cystein

OADC : Oleik asit Albumin, Dekstroz ve Katalaz karisimi
PANTA :Polimiksin B, Amfoterisin B,Nalidiksik asit ; Trimetoprim, Azlosilin
karisimi

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Taq :Thermus aquaticus

BOS :Beyin Omurilik Sivisi

IFN ‘interferon

DNA :Deoksi ribo nikleikasit
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OZET

KLINIK ORNEKLERDEN MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS iZOLASYONUNDA POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU ve KULTUR YONTEMININ (MGIT)
KARSILASTIRILMASI

TlberkUloz tanisinda kullaniimaya baslanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR); materyalde bulunan M.tuberculosis DNA’sinin ¢ogaltiimasina dayal
hizli, duyarh ve 6zgul bir testtir. Ayni glin iginde tuberkdloz tanisinin konmasi ve
ayni zamanda tedaviye gegilmesini saglar. Bundan dolay! c¢aligmamizda
tuberkUloz tanisi igin MGIT kaltar ile Ehrlich Ziehl-Neelsen yéntemi ve PCR
yénteminin rutin tanidaki yerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Bu amacla Cukurova Universitesi Tip Fakultesi Balcali Hastanesi Merkez
Laboratuvarina tiberklloz siphesiyle gelen yaslari bir ile seksensekiz arasinda
degdisen elli hastaya ait balgam, otuz hastaya ait BOS, on hastaya ait plevra ve
on hastaya ait asit 6érnekleri olmak Uzere toplam yuz érnek degerlendirildi.

Calismaya alinan elli balgam érneginin otuzdérdt Ehrlich Ziehl-Neelsen
boyama yonteminde pozitif, otuz’u hem kiltir hem PCR’'da pozitif bulundu.
Calisilan BOS &rneklerinin hepsi Ehrlich Ziehl-Neelsen boyama ydnteminde
negatif bulunurken besi kiltirde pozitif, onu PCR’da pozitif bulundu. On hastaya
ait plevra oOrneginde Orneklerinin hepsi Ehrlich Ziehi-Neelsen boyama
yénteminde negatif bulundu bunlarin ikisi klltirde pozitif, ugli PCR’'da pozitif
bulundu. Asit drneklerinde BOS ve plevrada oldugu gibi érneklerinin hepsi
Ehrlich Ziehi-Neelsen boyama yonteminde negatif bulunurken, kilturde bir
ornekte pozitif, PCR'da iki drnek pozitif bulundu.

Tlberkilloz tanisinda kesin tani metodu olan kiltir sonuglars PCR ile
karsilastirildiginda, PCR’nin sensivitesi %100, spesifitesi %86.9, pozitif prediktif
degeri %88.2 negatif prediktif degeri %100 olarak bulundu. Kultir sonuclari ile
direkt mikroskopinin karsilastirilmasinda ise sensitivite %78.9 spesifitivite
%93.4, pozitif prediktif %88.2, negatif prediktif %87.7 olarak bulundu.
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Steril vlcut sivilarinda (BOS, plevra, asit mayi) ¢ok az sayida tuberkuloz
basilinin bulunmasi nedeniyle, boyama y&éntemleri yetersiz kalmakta. Bu
nedenle daha ileri tani metotlarina gereksinim vardir.

KUltarin uzun stre sonug¢ verdigi dusUnulecek olursa PCR’nin kultar
metodlar! ile birlikte kullanilmasinin erken tani ve tedavi ac¢isindan faydals

olacagdi tespit edilmistir.

Anahtar sozciik: PCR, kiltiir, M.tuberculosis, Ehrlich Ziehl-Neelsen
MGIT
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SUMMARY

COMPRASION OF PCR and CULTURE METHODS ISOLATION
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS FROM THE CLINICAL
SAMPLES

Polymerase chain reaction (PCR) that has begun to utilize at the
diagnosis of tuberculosis is a rapid, sensitive and specific test, which is based
on amplification of M.tuberculosis DNA in clinical samples.This method provides
an opportunity to diagnose and begin the specific treatment within same day.
However the primary objective of this study was to compare amplification
techniques of their ability to detect M.tuberculosis in specimens.

A total of 100 specimens, 50 sputum, 30 cerebral spinal fluid, ten pleura
and sterile body fluid samples have been evaluated.

The specimens of one 100 patients have been examined in Central
Laboratory of Balcali Hospital. Out of 100, 38 specimens were MGIT culture
positive for  M.tuberculosis 34 specimens were microscopy positive and 47
specimens were PCR positive.

The clinical data were resulted in the following outcomes when culture
results were compared to PCR. The sensitivity of PCR was 100 %, specificities
of each system were 86.9 % and positive predictive value was 88.2 % and
negative predictive value was 100 %. When culture results were compared to
direct microscopy; the outcomes were found as 78.9 % sensitivity, 93.4 %
specificities of each system, 88.2 % positive predictive and 87.7 % negative
predictive.

Since there are too few numbers of tuberculous bacilli in the Sterile body
fluids (cerebral spinal fluid, pleura) bacteriological methods are unreliable for
early diagnosis of tuberculos.Because of this reason, there are some
requirement to use new rapid diagnostic.methods.

The data presented represent a considerable number of specimens

evaluated within a considerable number of patients. Since culture results take a
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considerable length of time, the study was thought to be conducted together
with PCR culture methods.

Key words: PCR, culture, M.tuberculosis, Ehrlich Ziehl-Neelsen, MGIT



1.GIRIS

Taberkuloz insanoglunun en eski hastaliklarindan biridir ve dinyada halen
yaygin durumdadir. TUberklloz, dnlenebilir ve tedavi edilebilir bir enfeksiyon
hastaligi olmasina ragmen gerek basilin yapisindan gerekse organizma ile olan
iligskisinden kaynaklanan sorunlar sebebiyle guncelligini korumaktadir.

Ulkemiz igin de tiberkiloz énemli bir halk saghgi problemi oimaya devam
etmektedir. Ozellikie son vyillarda tuberkiloziu hasta sayisi bitin yas
gruplarinda hissedilir oranda artmaktadir. Yurdumuzda bu duruma yol agan
faktérler; hastalarin  yeterli olarak izlenememesi, dlzenli bir tedavinin
uygulanamamasi, erken tani yontemlerinin yetersiz olmasi, hasta yakinlarinin
yeterli dlizeyde takip edilememesi, koruyucu asilarin diuzenli yapilamamasi
sosyo-ekonomik olumsuz kosullar ve hekimlerin konuya yeterli ilgi
gostermemesi seklinde dzetlenebilir

TUberkuloz tanisinin gi¢ olmasinin nedenleri; tuberkiiloz enfeksiyonu sinsi
baslar, yavas bir klinik seyir gésterir organizmada uzun yillar sesiz kalip vicut
drenci distidl anda aktif hale gecebilir. Tuberklloz tanisinda enfeksiyona
spesifik laboratuvar ve radyolojik bulgular bulunmayabilir.  Kulturde
M.tuberculosis 45 gin gibi uzun sire de urerler. Tum buna benzer nedenler
bilim dunyasini tiberkiloz tanisinda daha spesifik ve daha hizli tani
yéntemlerini aramaya zorlamistir.

Mikroskobik smearde aside di'rengli bakterilerin Ziehi-Nelsen boyamasi ile
gosterimin en hizli yéntem olarak bilinmekte ise de, bu yéntem duyarii degildir.
Diger bir tani yéntemi olan Bactec MGIT 960 sisteminde, oksijenin kullantimasi
sonucu goénderilen UV 1sini kompleksindeki degisiklik nedeniyle fluoresans
vermekte ve olusan fluoresans miktari Ureme indeksi olarak
dederlendiriimektedir. Tani zamaninin kisaltiimasi agisindan blyuk ilerlenmeler
saflanmigsa da hala sonuglarin elde edilebilmesi icin ortalama 10-15 gine
ihtiyac vardur.

Iste son yillarda tlberkuioz tanisina hiz kazandirmak ve mycobacterium
basillerini coJaltarak gdsteriimesi icin PCR teknigine bagvuruimustur.



Ancak PCR testlerinde, yalanci pozitiflik ve yalanct negatifliklerin olusmasi
bir dezavantaj olarak karsimiza gikmaktadir. Fakat son zamaniarda gelistirilen
test ydntemleri bu yalanci pozitifiik ve yalanci negatiflikleri de gok aza indirmeye
baslamistir.

Bu yéntemlerle tani kiasik koltlr ydntemieri érn: L-J'ne oranla dnemli
Olcide kisalmis 10-15 gune kadar inmistir. Ancak invajiv tuberklloz
enfeksiyonlarinda bu slre bile uzundur ve tedavinin gecikmesi mortaliteyi
artirmaktadir.

TUm bu nedenlerle biz de Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Merkez
Laboratuvari olarak laboratuvarimiza stpheli geleh klinik 6rneklerde
M.tuberculosis'in ortaya cikariimasinda kullanilan ARB, MGIT 960 PCR
yoéntemlerini karsilagtirilarak erken ve kesin tani degerlerini éigmeye galistik.



2.GENEL BILGILER

21.Tarihge

TuberkUloz insanlik tarihi boyunca toplumlarin gindeminde kalmis
arastirmacilarin ilgi odagi olmus baslica sadlik problemlerinden birisidir. Bazi
neolitik ve erken ddénem Misir buluntularinda, insan iskeletlerinde ve duvar
resimlerindeki insan figUrlerinde spinal pott hastaliginin yol agtigi deformiteleri
andiran degisiklerin saptanmasi, tUberkilozun ilk g¢aglarda da var olduguna
yonelik dnemii gdstergelerdir™)., |

insanlarin yerlesik yasam dizenine henlz ge¢medidi dénemlerde
olasilikla sporadik olgular seklinde goérllen tUberkuloz, nGfusun artmasi ve
toplumsal birimlerinin olusmasiyla, yavas bir hizda da olsa, yayllmaya
baglamistir. Mcgrath, bir toplumda tUberkilozun endemik olabilmesi i¢in, konak
patojen iliskisinin 180-440 bireylik bir sosyal ortamda sabit olarak devam
etmesinin gerektigini ileri sUrmU§tUr(1).

TUberkiiloz, endistri devrimine kadar, sporadik gorllen onemsiz bir
hastalik olarak sUrmistlr. onaltinci yUzyll sonlart ve onyedinci yuUzyiida
ingiltere’de blyuk bir patlama yapmistir. BlyUk beyaz veba olarak tanimianan
hastalik, o doénemdeki olumlerin dortte birinden sorumiu tutulmustur!’2.
Onsekizinci yUzyilda Avrupa’min diger kisimiarinda da pandemik yayilim
gerceklesmisti. Bu donem diinyada tlberkiilozdan o&limlerin en ylksek
dizeyde yasandidi bir dénemdir. Avrupali gé¢menlerle “Yeni DUnya’ya tasinan
hastalik, onsekizinci yuzyihn ikinci yarisinda kuzey Amerika'yi vurmus, Rusya
ve Hindistan 1880’lerde, Afrika 1910’larda, Yeni Gine de 1920’lerde tiiberktloz
ile tanismistardirt™. Avrupalilarinin siyasi ve ticari amagli gezileri tuberkulozun
dinyanin doért bir yanina yayilmasiyla sonlanmigtir. Ondokuzuncu yuzyilin
ortalarindan itibaren Osmanli imparatoriugunu etkilemeye baslayan tuberklloz
salgini bu ylzyilin sonlarinda birgok padisahin 6limine neden olacak
yayginiiga ulasmistir®.

Frederick Chopin'den sair John Keasts'e, tuberkulozun butin formlar ve
anatomik tutumlariyla tek bir hastalik oldugunu itk kez tanimlayan Theophile

Laennec’'den gengligini Koch’'un ara§t|rmalarlh| strdirmeye adayip, bugln



adina tdberktloz immunolojisi arastirma enstitist olan Edward Livingston
Trudeau’ya kadar yuzlerce segkin insanin da tuberkuloz'dan 6ldugiuni belirtmek
gerekirt”. Tiberkiilozlu hastanin tipik solgun, yorgun, bitkin gérintmun
ondokuzuncu yuzyiin romantik sanat eserlerine yansiyan bir dzellik olmustur.
ingiliz edebiyatinin temel tag! olarak kabul edilen cok sayidaki eseri olusturan
ve hepsi tuberkilozdan dlen Bronte ailesinin yedi Uyesi, tliberkiloza ailesel
yatkinlik ve aile ici bulas ile ilgili glizel bir drnektir'.

Ondokuzuncu yuzyll tuberklUloz ile ilgili ¢ok sayida arastrmanin ve
bulusun gercgeklestigi bir dénemdir. Pek ¢ok édnemli soru yanit bulmus, hastalik
~ 6nemli oranda kontrol altina alinmistir. Basta Amerika ve ingiltere olmak Uzere
cok sayida gelismis Glke, hastaliinin sabit bir hizda azaldigini bildirmistir ™.
Ancak 1980'li yillarin ortalarinda, bu dists edilimi tersine dénerek, yine ayni
Ulkelerde yillik % 2-3 ‘luk artislara yol agcmistir®®®. HIV ile enfeksiyon
~ tlberklloz prevelansinin yiksek oldugu bdéigelerden gé¢, sosyoekonomik
- kosullari kétlu olan, alkol ve wuyusturucu kullanan insanlarin ¢ogalmasi
tiberkllozda gézlenen bu artisin nedenleri olarak sayilabilir. Bugin dinya
tiberklloz insidansindaki artis yani sira, ¢oklu ilag direnci gosteren basillerin
etken oldugu enfeksiyonlarin da sik gortimesi ile ilgilenmektedir®®,
Dolayisiyla, tUberkllozun erken tanisi ve sag@altimast konularindaki
arastirmalar oldukga hiz kazanmistir™,

2.2.Epidemiyoloji

Tlberkiloz ¢ok onemli bir halk sadhgi sorunudur ve boyutlar giderek
artmaktadir. Dinyada yaklasik 1,7 milyar kisi tuberklloz basili ile enfekte
durumdadir. Bu dinya ndfusunun yaklasik CGgte birine esittir.  Enfekte
popilasyonun 20 milyonu aktif hastalikli kigilerdir. Ve her yil yaklagik 3 milyon
kisi tuberkiloz nedeniyle dlmektedir. Oliimierin % 95'i az gelismis Ulkelerde
olmaktadir. Ayrica dinyadaki enfekte popllasyonundan her yil 8 milyon yeni
vaka cikmaktadir. Olgularin yaridan biraz fazlasi akciger digerleri de akciger
disi tuberkuloz olgularidir. Akciger tuberkilozu bulagsict oldugu igin
epidemiyolojik yénden ¢ok buylk &nem tasiyan ve diger organ

tiberkulozlarinda bulunmayan bir yayilim potansiyeli yaratmaktadir''".



Sonug olarak akciger tUberktlozu diger organ tUberkUlozlarinin
énculugunt temsil etmektedir.®*'® Ulkemizde hastaligin yayginliginin, etkin
tiberkiloz mulcadelesinin basladigi 1960’larin basindan beri giderek azalma
gosterdigi séylenebilir. 1960 yilindaki prevalans 2100-3000 / 100.000 oraninda
bulunmug ve Ulkedeki toplam tlberklloziu sayisi 600.000-800.000 civarinda
tahmin edilmigken, 1982 yayginlik ¢alismasinda prevalans 358 / 100.000
bulunmus ve toplam 150.000-200.000 civarinda hasta varliginin tahmin edildigi
bildirilmistir™",

2.3.Patogenez ve Patoloji

Bakterilerin salgiladigi 6zel bir toksini yoktur, virGlansinda birden fazla
faktor etkilidir. Konagin direnci bakterinin giris yeri ve miktari, kord faktér ve
sulfatidler patogenezde rol oynayan dnemli faktérierdir™2.

TUberkuloz basilli genellikle solunum yoluyla bulasmakla birlikte duyarl
kisilere genito-Uriner sistem, deri ve gastrointestinal yollarda da
bulasabilmektedir. Aktif tUberkllozlu kisinin konusma, &6kstUrme, aksirma ve
balgami ile etrafa sagilan basiller 1-10 mm. damlaciklar iginde solunum yoluna
girer ve ¢ok kuguk oldugundan alveollere kadar ulasirlar. Alveoller makrofajlar
tarafindan tutulan mutant inokulum 1-3 organizmadan fazla degildirt'>'41%),

- Solunan bakterilerin hastalik olusturmasi hem basilin virulansina hemde
makrofajlarin dldirme kapasitelerine baglidir. EJer bakteriler bu safhada
oldirtimez ise lenf-hematojen yolla yayiima meydana gelerek birgok doku ve
organi tutarlar ve lezyonlar olusur. Bunlarin birgogu iyilesir, bununia birlikte
reaktivasyon meydana gelirse milier tlberklloz ortaya ¢ikar, tuberkilin testi
pozitiflesir™®.  Aktif tiiberkiiloz geciren bireylerde primer enfeksiyonun
iyilesmesinden sonra immun supresyon sonucu reaktivasyon gelisebilir. Bu
genellikle basile karismadan sonraki 3 yil i¢inde immun yetmezligi olan
hastalarda gorillr. Hastaligin ilerlemesini sadlayan faktérler immun sistemin
zayiflamasi ile ilgili faktérierdir. Bunlar iginde; tekrarlayan hastaliklar dzellikle
Diabetes mellitus, primer immun yetmezliJe neden olan malign hastaliklar

kemotorepi veya steroid tedavisi gerektiren hastaliklar, astim, kollojen vaskuler



hastaliklar, kétl beslenme, alkol ve ilag badimiiid, ileri yas, sigara icme ve HIV
enfeksiyonlari sayilabilirt'®1419),

TuberkUlozun klinik belirtilerinin  ortaya c¢ikmasindaki en 6nemii faktdr
tutunma vyeridir. Akcigerlerde primer enfeksiyon olusursa, ates, halsizlik
istahsizlik, kilo kaybi, gece teriemeleri, 6ksUrik, balgam c¢ikarma ve gogts
agrisi siklikla goérilen semptomlardir. ABD’de yapian bir galismada HIV
enfeksiyonun epidemisinden dnce, yeni tespit edilen tuberkiloz olgularinin %85
inde Pulmoner tutulum, kalan % 15’inde ise ekstrapulmoner tutulum veya her iki
yerde de goérilirken, HIV ile enfekte kigilerde yapilan ¢alismada Pulmoner

tutulum %70 oraninda bulunmustur{ 31419,
2.3.1.Mikobakteriler

2.3.1.1.Taksonomi

TUberklloza neden olan Mycobacterium; Actinomycetales takiminin
Mycobacteriaceae familyasinda bulunan tek cinstir. Mycobacterium adi, sivi
besiyerlerinin {izerinde {iredikleri zaman kiif benzeri ince bir zar olusturlar'®.

- Ginlmuzde insanlérda hastalifa neden olan 23'U yavas Ureyen, 51 hizli
Ureyen olmak Uzere, toplam 74 mikobakteri tari tammlanmistir. Tablo I'de
insanlarda patojen olan belli bagli turler ve ézellikleri gérulmektedir'’®),

Klinik agidan bakildiinda; hastalik yapma potansiyeli ve halk sagligi ile
yakin iliskisi nedeni ile M.tuberculosis, cinsinin en dnemli {yesidir. %1-3'0
M.bovis ve M.africanum tarafindan olusturulur{*®,

Mycobacterium tuberculosis, M.bovis ve M.africanum benzer klinik
ozellikler gosteririler ve bu g tiirtin homolog olduklari, ribotipleme ile
- dogrulanmistir. Bu nedenle ayri tirler olarak degil, M.tuberculosis’in varyantiari
olarak dusuntldUkierinden; tUberklloz terimi ile M.tuberculosis es anlamda

kullaniimaktadir'829.21)



Tablo l:insanlarda patojen olan Mikobakteri tiirlerinin siniflandiriimasi

TUR PATOJENITE

M.tuberculosis Complex

M.tuberculosis

Bazen patojen

M.lepras Bazen patojen
M.africanium Bazen patojen
M.bovis Bazen patojen
M.ulcerans Bazen patojen
Runyon Grup I ( Yavag lireyen fotokromojenler)
M.kansasii Kesin patojen
M.marinum Kesin patojen
M. simiae Kesin patojen
M.asiacitum Kesin patojen

M.intermedium

Kesin patojen

Runyon Grup Il (Yavas U

reyen skotokromojenler)

M.szulgai Geneliikle patojen
M.scrofulaceum Bazen patojen
M.xenopi Bazen patojen
M.lentiflavum Bazen patojen

M.interjectum

Bilinmiyor

Runyon Grup lll (Yavag iireyen non-kromojenler)

M.avium

Kesin patojen

M.intracellulare

Kesin patojen

M.genavense

Kesin patojen

M.haemophilum Genellikle patojen
M.malmoense Genellikle patojen
M.shimoidei Bazen patojen
M.celatum Bazen patojen
M.branderi Bazen patojen
' Runyon Grup IV ( Hizli iireyenler)
M.fortuitum Bazen patojen
M.chelonae Bazen patojen

M.abscessus

Bazen patojen

M.mucogenicum

Bazen patojen

M.peregrinum

Bazen patojen

Turlerin keskin idendifikasyonu igin Greme isilari, pigmentasyon 6zellikleri,
bazi kimyasal maddelere diren¢ durumu, degisik biyokimyasal aktiviteleri
mikolik asit a, mikolik asit pirolizis esterleri, spesifik DNA problar ile
hibridizasyon calismalarina gerek vardir®, Bununla birlikte Ureme hizi, koloni
morfolojisi ve pigmentasyonun esas alindigi; 1959'daki Runyon siniflamasi
gunimuzde de kullaniimakta ve kismen de olsa guncelligini korumaktadir®2,
| M.tuberculosis kompleks ve M.leprae disindaki mikobakteriler, dnceleri
“sintflandirdmamisg”, “atipik”, “anonim” gibi isimlerle anildiktan sonra, 1990'da

Amerikan Toraks Toplulugu tarafindan “tUberktloz digi mikobakteriler=Non



tuberculosis  Mycobacteria=NTM"  veya tUberklloz  basili  disindaki
mikobakteriler=Mycobacteria Other Than tuberclulosis bacilli=MOTT" olarak
adlandiriimislardir?,

2.3.1.2.Genel Ozellikler

Mikobakteriter 0,2-0,6 um en, 1-10 um boyda, hareketsiz, sporsuz
kapsllstiz, ekzo endotoksinleri bulunmayan ince, aerobik gomakgiklardir.
Turlerin gogunlugu toprak ve sularda serbest yasarlar. M.tuberculosis ve
M.leprae gibi turlerin esas yasam alanlari, insanlar ve sicakkanli hayvanlarin
enfekte dokularidir®,

Bu cinsin temel 6zelli§i yavas Uremeleri, aside direncli olmalart %61-71
gibi ylksek oranda G+C icermeleri ve hicre duvarinda bol miktarda lipit
bulundurmalandir. Lipit htcre ylzeyinde hidrofobik ¢zellik kazandirirlar. Bu da
mikobakterin birgok dezenfektana direngli olmalarini saglar ve ayrica bu
nedenle Gram ve Giemsa gibi rutin bakteriyolojik boyalarla ¢ok glic boyanirlar.
Uzun sureli isi uygulamas! olmazsa anilin boyalari ile de zor boyanirlar. Fakat
bir kere boyandiktan sonra %5 HCI, %95 etanoldan olusan asit-alkol karigimi ile
dekolore edilemezler. Bu nedenle asido rezistans bakteriler =ARB veya asido
alkolo rezistans bakteriler=AARB olarak isimlendirilirler. Bu 6zellikleri kullanarak
geligtirilen Ehrlich-Ziel Neelsen (ARB) metodu veya metodun modifiye sekilleri
ile  boyanarak, diger bakterilerden ayirt edilebililer. Bu metot ile
boyandiklarinda, mavi zemin Gzerine parlak pembe-kirmizi renkli, tek tek veya
ikili, Ucla gruplar halinde ve birbirlerine paralel ya da uglarinda birbirlerine
yaklasarak acgi yada X,V,L harfleri olusturacak sekilde gérulebilirier ?423,

M.tuberculosis bazi 6zellikieri ile de dider bakterilerden farklidir. 0,2-0,5
Mm eninde, 1-4 Mm boyundadir. Tek tek kugik zincirler veya kigik demetler
halinde bulunur. Basiller vyapilarinda; vakuol, polimetafosfat ve glikojen
granulleri icerdigi icin, balgam ve benzer érneklerden hazirlanan preparatlarda
irfeguler olarak boyanabilirler. Klltirden hazirlanan preparatiarda kokoid veya
filamentdz bigimlerde gdriilebilirier?2"),

M.tuberculosis, diger mikobakterilerden birka¢ basit test kullanarak ayirt
edilebilirler. Bunlari dzetlersek: Uremesi yavastir, pigment olusturmaz, niasin



Uretir, nitratlar indirger, az miktarda isiya duyarll katalaz Uretir. Katalaz bu
aktiviteyi pH 7'de ve 68°Cde 20 dakikada kaybeder. Bakteri genellikle
izoniazide duyarlidir. [zoniazide direngli suslar katalaz iiretmezler(®,

M.tuberculosis, kiinik érneklerden ilk izolasyonu igin zenginlestiriimis veya
kompleks besiyerlerine ihtiyag duyar. 37°C’de Urer. ikiye bélinmesi 15-20 saat
s'urdug'u icin, Uremési yavastir. %5-10 CQO; ilavesi Uremesini hizlandirir. % 60
homojenize yumurta igeren Lowenstein-Jensen besiyerinde Urediginde koloniler
3-6 hafta sonra goérinur hale gelir. Kolonileri devetliyli renginde karnibahar
géranimladar, yoksek lipit icerikleri nedeni ile besiyerinin ylzeyine sikica
tutunuriar. Bu nedenle oze ile zor ahnirlar ve stspansiyon haline getiriimeleri
zordur @),

M.tuberculosis 1stya, glnes 1sigina ve uitraviyole isigina ¢ok duyarldir.
60° de 20 dakikada, 70 °C 5 dakikada olur. Fakat +4°C de haftalarca, ~70°C de
Istya canliligini korur, kuruluga direnglidir@39),

2.3.1.3. Hiicre yapisi

Mikobakteriler, bir plazma zari ile sinirlanan sitoplazma ve bunu
cevreleyen kompleks bir hicre duvarina sahip, prokaryotik hucrelerdir.
Sitoplazmalarinda cift sarmalli DNA igeren, membran bagh olmayan siki sikiya
paketlenmis tek bir kromozom, yirmiden fazla vakuol vardir. Ayrica bazi
plazmidlerede sahiptirler®3",

Elektron mikroskopi ile yapilan ¢aligsmalar, sitoplazmik zarin asimetrik, iki
tabakall bir yapiya sahip oldugunu géstermistir. Yapisinda karbonhidratlar
fosfatidil inozitol mannozitler, lipoarabinomannan (LAM) ve kardiyolipin
fosfatidiletanolamin, agillenmis monofosfoinositoller ve bunun gibi yogun
miktarda lipit bulunur®”. |

Mikobakterilerin hicre duvari, hem morfolojisi hem de igerigi agisindan
ozgll yapisi ile dider bakterilerin hicre duvarindan oldukga farklidir. Bu
6zgullagun énemli kismi, duvarin kuru agirliginin yaklasik % 60'int olusturan
lipit nedeniyledir. Duvar, esasen ¢ tabaka halinde kabul edilebilir. Hicre
duvarinin i¢ tabakasini, sitoplazmik zari érten petidoglikan tabaka olugturur.
Bunun gevresinde arabinogalaktan-mikolik asit tabakasi, en dista da serbest



yag@lardan mikozitler, kord faktér, balmumu yapisindaki maddeler ve polipeptitler
yer alir®3h,

HGcre duvarinin  ana iskeleti, peptidoglikan ve arabinogalaktan ;
molekdllerinin fosfodiester baglari ile baglanmasi ile meydana gelir. Ayrica LAM
ve fenolik glikolipidler duvar yapisinin dnemli bir b&limunt olusturur. Mikozitler
gibi yaglar, mikobakterilerin hidrofobik olma &zelliginden sorumluduriar. kord
faktérl adi verilen trehaloz dimikolat, virGlanstan sorumlu majér
komponentlerden biridir. Basillerin  klinik orneklerde birbirine  paralel
yerlesmesine neden olup; Virulan M.tuberculosis suslari igin tipiktir. LAM, hicre
zari fosfolipitine baglidir ve hicre duvarinin ylzeyine kadar ulasir. Patojen
turlerde baskin bir mikobakteri antijeni olan LAM, T hicre proliferasyonunu
baskilayip, interferon (IFN) yapimini engelleyerek ve IFN—gamaya bagh
makrofaj aktivasyonunu Onleyerek, bakterinin makrofaj igindeki yasamini
sUrdirmesine yardimer olur. Konagin immin cevabi Uzerinde oldukga 6nemli
etkilere sahiptir. Polipeptitler, hticre duvari kuru agirliginin %15’ini olustururlar
ve tlberkllozda hastanin immun yanitinin gelismesine neden olurlar. Bu protein
ekstraksiyonu ve purifikasyonu ile elde edilen maddeler deri testlerinde (PPD)

kullanilirlar83",

2.3.1.4.Antijenik yapi

Mikobakteriler Antijenik yap! olarak pek ¢ok proteih ve seker igeririer.
Monoklonal antikor ve problari kullanilarak M.tuberculosis'te yakiagik 90 adet
antijenik yapi belirlenmistir. Antijenler sitoplazmada solubl veya hicre duvarinda
lipitlere bagh olarak insolubl halde bulunabilirler. Sitoplazmik antijenler ya da
ofoliz veya mekanik hasar sonucu disari salinana kadar sitoplazmada
bulunurlar ya da yagayan hicreler olarak aktif olarak sekrete edilirler{1®%),

Koch'un bakteriyi tanimlamasindan (1891) dokuz yil sonra en meshur
antijen olan tuberkdlini tanimlamig ve tedavide kullanimi amaclamistir. Ancak
daha sonra bu maddenin sadece tani amaci ile kullanilabilecedi anlagiimis
karisik bir yapiya sahip olan Griun, Seibert ve Munday (1932) tarafindan kultar
filtratinin, amonyum sulfat presipitati seklinde purifiye ediimis ve PPD olarak

adlandiriimistir; ileri standardizasyonu ile de PPD-S kullanima girmistir®".
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Antijenik protein yapilari; s soku proteinleri, salinan proteinler
lipoproteinler ve siiperoksit dismutaz olarak siralanabilir®®,

Ist soku proteinleri: 1si artisi veya gevresel stres ile sentezlerinde artig olur.
Koruyucu refakatgi, proteinler olduklari, polipeptid zincir baglayabildikleri ve
immUnodominat islev gérdukleri belirlenmistir. Molekil agirligi 65kD olan GroEL
ve 12 kD olan GroES, mikobakteriyel 1st soku proteinleri iginde en iyi
bilinenlerdendir{'®2839),

Aktif olarak sekrete edilen proteinler: Agirliklari 23-30 kD kadardir.
Enfeksiyonu takiben taninan ilk proteinler olduklari igin lipoproteinler ve 1s1 soku
proteinleri ile birlikte arastiricilarin ilgi odagi olmuglardir. Grubun en énemli
elemani antijen 85 kompleksidir; bu kompleksin ayri genler tarafindan kodlanan
ancak capraz reaksiyon veren 85A, 85B ve 85C komponentlerinden olustugu
gosterilmistir. HUcresel ve humoral immin cevap uyaricisidirlar, koruyucu
immunite gelismesinde ve komplikasyonlarda rolleri oldugu ileri sGrOlmustar.
Fibronektine baglanma yetenekleri sayesinde, patojen ile konak organizma
arasinda iletisim sagladiklari dustintimektedir (339,

Lipoproteinler: M.tuberculosis solubl ekstraktlarinin bol miktarda protein
icerdigi saptanmis olup; bunlardan 38 Kd'luk antijenin M.tuberculosis igin
oldukga spesifik bir antijen oldugu kabul edilmistir. Lipoproteinlerin, beslenme
ve besin tagimi, fosfat tagimi, immin cevapta hedef olusturma gibi iglevier
gordukleri tespit edilmistir@39,

Siperoksit dismutaz: 23 kD agdirhgindadir. Bakteriyi, toksik reaktif oksijen
Urnlerinden koruyarak, fagozomda veya hlcre disinda oksidatif strese karsi

koyma yetenegi saglar®3%,

2.3.1.5. Genom '

M.tuberculosis’in genom yapisinin tamami, Dinya Saglik Orgitinin
destekledigi bir proje ile ¢dzUimUs bulunmaktadir. Toplam 4.411.527 baz cift
nukleotidden olusan genomun G+C icerigi % 65,6 olarak hesaplanmistir®?,

Molekiler klonlama yontemlerinin gelismesi ile mikobakteri genleri E.coli
- veya hizli Ureyen mikobakteriler gibi baska bakterilere aktariimis ve bu
bakterilerin dizenledigi proteinler elde edilmistir. Bu deneyler sonucunda, diger
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mikroorganizmalarda bulunan birgok genetik yapi ve islevin mikobakteriler de
O6zgul bakteriyofajlar, plazmidler, katima dizileri ve ‘transpozonlar
tanimlanmistir®?.

2.3.1.5.1.Mikobakteriyofajlar

Gardner ve Weiser tarafindan (1947) ik mikobakteriyofajin
tanimlanmasindan sonra, gunimize dek 250yi askin mikobakteriyofa;
saptanmistir. Baslangigta mikobakteriyofajlar, mikobakterilerin, 6zellikle
tiberklloz basilinin tiplendirimesi amaci ile kullaniimislardir. Son yillarda
bakteriyofaj tiplendirilmesinin yerini, teknik olarak daha kolay ve ¢ok daha ince
farklari ayirt edebilen bir teknik olan restriction fragment length polymorphism
(RFLP) teknigi almigtir{'®32,

Mikobakterilerin hlcre g¢eperleri, diger bakterilerle kiyaslandiginda cok
kalin ve asilmasi gug oldugu igcin, DNA gibi bUytk molekulllerin hicre igine
sokulmas! oldukga gugtir. Bu nedenle mikobakteriyofajlar, molekiler
klonlamada kullanilan énemli araglar haline gelmislerdir. Bu amagla gelistirilen
fajlarin ¢ift zincirli DNA icermesi, kendi genomunun mikobakteri genomuna
eklenerek lizojenik bir sekilde kalabilmesi, genis bir konak cesidinin bulunmasi
ve genomunda kendisi igin yasamsal degeri olmayan bélgelerin bulunmam
Ozellikleri aranmis; bu Ozellikleri iceren birkag mikobakteriyofaj Uzerinde
¢alisildiktan sonra, L5 isimli fajin, bu amagla kullanilabilecek en uygun fajlardan
biri oldugu kanisina variimis ve molekiler klonlama amaci ile gelistiriimistir?®32).

L5 genomunda kodlanan bir integraz, faj genomunun konak hucre
génomuna 6zgul bir boélgeden katilabilmesini sadlar. Bu mekanizma
ogrenildikten sonra, katilimda rol oynayan DNA bélgesi ve integraz geninin
eklendigi plazmid klonlama vekidrleri yapiimis ve bunlarin BCG ve |
M. Smegmatis’i basariyla transforme ettigi ve plazmidin bakteri genomuna
eklendigi belirlenmistir{?>32),

Mikobakteriyofajlar klonlanan genlerden birisi olan lusiferaz geni, dnemli
oranda kullanim alani bulmustur. Bu genin kionlandigi mikobakteriyofaj 5
mikobakterileri enfekte ettiginde, hlcre i¢inde lusiferaz enziminin yapilmasini
saglar. Ortama lusiferin kondugunda, ortamda ATP varsa, bundan sik Uretilir.
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Isildayan bakterinin ATP UOrettigi, yani canli oldugu anlasiir. Bu y&ntem
kullanilarak, mikobakterilerin anti tGberklloz ilaglara duyariliklari iki saat gibi
kisa bir siirede gdsterilebilmektedir®?.

2.3.1.5.2.Mikobakteri plazmidleri
Bircok mikobakteri tUrd, bir veya daha fazla saylda,wdecjig,ik baylkitklerde
plazmid adi verilen ekstra kromozomal elementler igerir. Ancak

M.tuberculosiste plazmid varhidi gosterilmemistirt?®32

. Sadece Zainuddin ve
Dale (1990), bu turtn, tek iplikli DNA yapisinda bir ekstrakromozomal element
icerebilecegini belirtmislerdir'®. |

Mikobakteriler de bulunan plazmldler ya gok buyik ya gok kiguktar. Ara
boy plazmidlere seyrek olarak rastianabilir®?,

Plazmidlerin bazilarinin, M.scrofulaceum’da oldugu gibi, ¢evredeki agir
metal tuzlarina veya bagka toksik GrUnlere kargi direngten sorumlu olduklari;
M.avium'un ise sadece plazmid i¢eren suslarinin, 43°C ve oleik asit yoklugunda
{ireyebildigi gosterilmigtir'®29),

Klonlama amaci ile de kullanilabilen Pal5000 plazmidi, Uzerinde en gok
calisiimig olan plazmiddir. M.fortuifurn’dan izole edilen bu plazmidin islevi tam
olarak bilinmemekie beraber, 5 kb. blylkliginde olan plazmidin 2.6 kb'lik -
kisminin ¢odalma igin yeterli oldugu belirlenmistir. Bu ve benzeri kiglk
plazmidler kolonlama amaci ile yaygin olarak kullaniimaktadir. S6zi edilen
plazmidlerin, E.coli kokenli plazmidlerle birlestiriimesi sonuchda, hem E.coli
hem de Mikobakteriler de c¢ogalabilen plazmid vektérler elde edilmistir. L5
mikaobakteriyofajin, integraz geni ve katiima dizileri kodlanarak elde edilen
plazmidlerin, BCG ve M.tuberculosis iginde sokulduklarinda, onlarin genomuna

eklendikleri gosterilmistir?®°2),

2.3.1.5.3.Transpozonlar ve katilim dizileri

Bircok hlicre, genomu iginde pozisyon degistirebilen, kisa DNA dizilerine
sahiptir. Bazilarinin genomunda tek bir mobil element veya “atlayan gen’
bulunurken, diderlerinin genomunda farkli yerlerde bir¢ok kopyalar bulunur.

Bunlarin en basit olani, insertion sequences=IS=katiima dizileri adi verilen

13



sadece hareket ve katilimdan sorumliu olan genleri icerenleridir. Genellikle
800-2500 baz ¢ift= base pairs (bp) bu dizilerin uglarinda, ters yénde yerlesmis
tekrartayan diziler ve bunlarin arasinda en az bir tane polipeptide gevrilebilir dizi
(open reading frame ) bulunur('®2933),

Mikobakteri cinsi iginde IS (katiima dizileri) gok yaygindir; bes IS (katiima
dizileri) familyasina ait 16'dan fazla farkli IS bulundugu rapor ediimistir®®.
Bunlarin bazilar tare 6zgl, bazilar bir tir iginde 6zellik gésteren bir gruba
6zgldur; bazilart sadece bir tur igin ¢ok &zeldir. Bir kismi ise birgok mikobakteri
tiriinde bulunabilir. Tablo I’'de mikobakteriler de bulunan katima dizilerine
érnekler verilmistir.

Tablo II. Mikobakteriler deki katilim dizileri (insertion sequences).

DiZi SEKANS TUR KOPYA SAYISI
1S6110(1S986) M.tuberculosis complex 0->20
1S1081 M.tuberculosis complex 5-6
1S$1245 M.avium 2-27
15901 M.avium (sadece kus patojenlerinde) 2-8
1S900 M.paratuberculosis 15-20
1S6100 M.fortuitum (tek sugta) 4

Uzerinde en fazla calistimis olan; 1358 baz cift uzunlukta olup, 30 baz
Giftlik polipeptide ¢evrilebilir dizi igeren, 1S3 familyasindan 1S6110, sadece
M.tuberculosis complex grubu iginde yer alan tUrlerde bulunmustur; bu nedenle
tuberkllozun molekller yontemlerle tanimlanmasinda, saptanmasina uygun bir
gen haline gelmistir ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR-Polimeraz Chain
Reaction) gibi DNA amplifikasyon ydntemlerinde basar ile kullamimigtir. Bu
dizinin M.tuberculosis genomunda suslara gére 5-20 kopya halinde bulundugu
belirlenmis; sadece Vietnam'da izole edilen 4 susta hi¢ kopyasinin bulunmadid
gorulmustir. BCG' de ise bu dizi tek kopya halinde bulunmaktadir®®,
ingiltere’den McHugh ve arkadaslari ise PCR metodu ile saptayip, hibridizasyon
ile teyit ettikleri calismalarinda, 1S6110°'un 181 bazg¢iftlik bir pargasina M.avium
M./ntracellulare, M.fortium, M.kansasi, M.xenopi ve M.malmoense turlerinde

rastladiklarini bildirmislerdirt®?).
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Transpozonlar daha uzun dizilerdir ve iglerinde antibiyotik drencini
belileyen ya da virllans faktorleri gibi 6geleri dizgeleyen ek genler
bulundururlar. Bazi ilimh bakteriyofajlar da transpozonlar gibi hareket ederler.
M.fortuitum’da bulunan Tn610 transpozonu, slifonamid direncini kodlamakta
olan Tn21 “integrin” ailesinin bir Gyesi olup; 1S6110 katilim dizisinin iki kopyasi
ile takviye edilir. Transpozonlar ¢esitli genlerin, mikobakteri genomuna
katilmasinda 6nemli gérevier Ustlenebilirler. Ozellikle bir genin hiicre icinde ¢ok
sayida kopyasiin bulunmasinin istendigi durumlarda, yabanci genlerin hicre
igine katiimasinda kullaniimiglardir. Transpozonlarin hiicre genomuna katildigi
noktalarda mutasyoniar meydana gelebilmekte ve bdylece bu bdlgelerdeki
genlerin islevi ortaya ¢ikartilarak, genetik analizier yapilabilmektedir.
Tranpozonlarla aktarilan genler, rekombinant asilarinin gelistirimesinde
kullanilabilmektedir 1293031,

2.4.L aboratuvar Tanisi

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar, tuberkllozun kontroliinde, etkenin
izolasyonu, idendifikasyonu ve ilag duyarliliinin belirlenmesi caligmalariyla
blytk 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismalar, rutin tani amacl oldugu kadar ozellikle
yeni molekiler tekniklerin kullanildigi, arastirma amagh da olabilmektedir.
Burada rutin kullanima giren baslica yéntemier tartisilacaktir.

2.4.1.Mikroskobik inceleme

Tuberklloz basilinin en hizli ve en ucuz tani yontemidir. Alinan
materyalden dogrudan veya tercihen homojenizasyon igleminden sonra
hazirlanan preparat, Ziehl-Neelsen yontemi ile boyanarak incelenir. Cabuk
sonu¢ alinmasi nedeniyle laboratuarlarda siklikila uygulanmaktadir ve tani
deferi yUksektir. Ayrica pratikte fazla kullanilmamaklia birlikte, fluoresan
b(oyalarla boyanarak, U.V. mikroskobunda veya 6zel diyafram takilarak normal
isik mikroskobunda preparatlar incelenebilir®). Mikobakterilerin boyanmasi
oldukga zordur. Hulcre duvarindaki uzun zincirli yagd asitlerinin (mikolik asitler)
olusturduéu yogun lipit icerik, bakteriyolojide yaygin kullanilan Gram boyalara
karsi gegirgenligi sinirlar®). Hucre duvarindaki mikolik asit rezidUleri, fuksin
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veya auramine O gibi arilmetan boyalarla stabil bilesikler yaparlar veya gugcli
mineral asitler ile karsilastiktan sonra bile boyay! birakmazlar. Dekolorizasyon
direnci geklinde agiklanan bu &zellikleri nedeniyle mikobakteriler “aside direncli

bakteriler’ olarak tanimlanmaktadir®®7),

2.4.2 Kultur

M.tuberculosis basil'i temelde, Ureme ve blylme faktdrl olarak spesifik bir
organik bileside gereksinim géstermez. Ancak, klinik &rneklerden izolasyonu
igin zengin besiyeri ortamlarinin  kullaniimas) gerekmektedir. Besiyeri
ortamindaki karbon kaynaklari genelde, gliserol pirlivat ve glikozdur. Azot ise
asparajin, aspartik asit, glutamin, glutamik asit veya amonyum tuzlari ile
karsilanir. Zorunlu aerop bir bakteri oldugundan M.tuberculosis’is basilinin
uremesi igin kesinlikle oksijen gereklidir CO, Uremeyi stimule ettiginden
kiltirlerin %5-7 karbondioksit ile inkiibasyonu izolasyon sansini artirir(®394142)
Besiyerindeki yumurta sarisi veya oleik asit ile saglanan yag asitleri de Gremeyi
stimile eder. Oleik asit yUksek konsantrasyonunda (>%1) toksik oldugundan
alblmin ile notralize edilmelidir. Silflir, fosfor, sodyum, potasyum, magnezyum
ve diger iz elementler ( ¢inko manganez, bakir) genellikle besi yerlerinde ek
zenginlestiricilerdir. Mikobakteriler de sideroforlar demir depolaridir. Besi yeri
i¢eri@indeki ferik amonyum sulfat, demir saglayan temel yapidir. Codu besi
yerinde bu temel yapilar disinda, piridoksin, biotin, sodyum sitrat, katalaz da
bulunabilir?.

Tablo 1. Mikobakteri izolasyonunda Yaygin Kullanilan Besiyerleri

KATI BESIYERLERI
Yumurta bazli besiyerleri Lowenstein-Jensen(L-J)
- Pirtivik asitli L-J
RNA'lt L-J (Gruft modifikasyonu)
Petragnani
American Thoracic Society Medium

Agar bazh besiyerleri Middlebrook 7H10
Middlebrook 7H11
Mitchison’un Selektif agan
Swvi besiyerleri BACTEC 12B
Middlebrook 7H9

MGIT

Septi-Chek AFM
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Agar bazli besiyerlerinin yumurtalli besiyerlerine gore bazi UstUnlUkleri
vardir. Oncelikle, transparan yapida olmalarindan dolayi mikroskobik boyuttaki
koloniler bile saptanarak oldukga erken dénemde, ortalama 10-12 ginde tani

“konutabilir*®. Bunun icinde besi yerinin Agar plaklarina oldukca ince sekilde
dokiilmesi ve mikroskopta x40 biyiitme ile incelenmesi dnerilmektedir>*®),

En yaygin kullanilanlar Middlebrook 7H10 VE 7H11 besiyerleridir. Bunlarin
igine besiyerini zenginlestirici olarak oleik asit, albumin, dekstroz ve katalaz
karisimi  konularak kullanihir. Katalaz, iglemi sirasinda hasar gbéren
Mikobakterilerin hizla canlanmasina yardimci olur. Oleik asit ve diger
bilesiklerden aciga cikan toksik Urtnler de albUmin tarafindan baglanir.
Middlebrook 7H10 agar izolasyonda, Middlebrook 7H11 agar ise antibiyotik
duyarlilik testlerinde kullanilir. Antibiyotikler agar katilasmadan &nce besiyerine
katildiklari igin inaktivasyoniari séz konusu degildir. Middiebrook 7H11'de
7H10’dan farkll olarak kazein vardir. Kazein, izoniazide direngli Mikobakterilerin
izolasyonunu artirir*®, Agar bazli besiyerlerinin bazi dezavantajlari da vardir,
Bunlar arasinda raf émrintn oldukga sinirli olmasi ve hazirlanirken igine besi
yerini zenginlestirici oleik asit ve dider bilesiklerden agida ¢ikan toksik urlinler
konuldugundan maliyetinin yuksek olmasi sayilabilirt*”*®. Bu tip besiyerlerinin |
yiksek 1si ve isik almasi veya buzdolabinda dért haftadan uzun stre
bekletiimesi sonucunda bozuldugu ve ortama mikobakterilerin Uremesini
engelleyici bir madde olan formaldehitin agiga ¢iktigi bildirilmektedir. L-J
Middlebrook 7H10, 7H11 besiyerlerine eklenen cesitli antibiyotiklerle selektif
besiyerleri elde edilir. Bu besiyerleri istenmeyen bakteriyel ve f'ungalv
kontaminantlarin  Gremesini  engellerler. GunumuUzde Gruft tarafindan
tammlanmis olan, penisilin, nalidik asit ve RNA igeren L-J'nin yaygin olarak
kullaniidigi belirtiimektedir®”. Mikobakterilerin {retilmesinde selektif ve non
selektif besiyerleri birlikte kullaniimalidir.

Sivi besiyerleri primer izolasyon veya pasaj yapllmasi amaciyla kullanilr.
Middlebrook 7H9 en sik kullaniian bazal sivi besiyeridir. Bunun yan sira septi-
chek, BACTEC, 460 TB gibi kullanima hazir sivi besiyerleri ortami ve bunlarin
kullanildigi ticari manuel veya otomatik sistemler de bulunmaktadir. Septi-chek
20 ml modifiye Middlebrook 7H9 besiyerinin, inokiilasyondan sonra son
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konsantrasyonu %5-8 olacak sekilde CO. dolduruldugu kapakli bir tip ile
modifiye Ldwenstein-Jensen, Middiebrook 7H11 ve ¢ikolata agarin birlikte yer
aldigi ayri bir plastik tlpten olusan bifazik bir sistemdir. islemlenen érnek, sivi
besi yeri tlpune ekilir ve kati besi yeri Uzerine vidalanir. 24 saat sonra tiip ters
cevrilerek kati besiyerine subkdltirli yapiimis olur. Geleneksel yontemlerden
daha kisa slrede, ortalama 10-14 ginde izolasyonun gergeklestidi kabul
edilmektedir”*®. MGIT, middlebrook 7H9 buyyon, kazein pepton ve gliserol
iceren hazir besiyeri ortamidir. Besiyeri zenginlestirici sivi (oleik asit ve diger
bilesiklerden agiga ¢ikan toksik Uriinler) ve polimiksin B amfoterisin B, nalidik
asit, trimetoprim ve azlosilinden olusan, kontaminant bakterilerin Uremesini
engelleyen antibiyotik sivisi (PANTA) ile birlikte satiimaktadir. TUpln dibinde
bulunan oksijene duyarli floresans indikatér(l ile Gremenin erken déneminde
“saptanabildigi ileri strtimektedir’4®.

BACTEC 460 TB radyometrik sisteminde karbon kaynagi olarak ortamda
bulunan “C isaretli palmitik asitin mikobakteriler tarafindan metabolizma
edilmesi Uzerine agiga cikan "CO; bulunarak Ureme gdsterilir. Sistemde
BACTEC 12B besiyeri ile PANTA solUsyonu olarak anilan ve kontaminant
bakterilerin supresyonunu saglayan antibiyotik karisimi  kullaniimaktadir.
izolasyonun  7-10 gin gibi kisa sUre igcersinde  gergeklestigi
bildiriimektedir®’#%5",

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan taplerde, Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal kompleksi iceren
silikon bulunur. Klinik drnekler ekiimeden once besiyerierine OADC (Oleik asit
ve diger bilesiklerden agiga c¢ikan toksik Grunler) ve PANTA ilave edilir.
Kullanilan besiyerlerinde herhangi bir reme olmadiginda oksijen varligina bagl
olarak silikon tabakaya génderilen UV 1sinina kars! fluoresans olugmazken
mikobakteri veya diger mikroorganizmalar Grediginde oksijenin kullaniimasi
sonucunda UV 1sinina karsi fluoresans olugsmakta ve olusan fluoresans miktari
Ureme indeksi olarak degerlendiriimektedir. Tam otomatize bir sistem olmakla
birlikte, UV 15181 altinda makroskobik olarak da degerlendirme yapilabildiginden
manuel olarak kullaniimaya da uygundur. Kan disindaki diger tum klinik érnekler

icin kullanilabilmektedir®".
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2.4.2.1.0rneklerin islenmesi

TUberkiloz laboratuvarina gonderilen ¢esitli érnekler arasinda solunum
sistemi Ornekleri, steril vicut sivilarl, beyin omurilik sivisi, doku, idrar, gastrik
aspirat sayilabilir. Akciger tuberklloz acgisindan en sik goénderilen Grnek
balgamdir. Spontan veya indUklenmeyle gikarilan balgam disinda, bronko
alveolar lavaj sivilari, brons yikama sivilari, trans trakeal aspiratlar ve balgamini
cikartmayip yutanlardan alinan gastrik aspiratlar da incelenebilir.

Ornekler, steril veya kontamine olmalarina gére, farkli on islemler
yapllarak kdltlre hazirlanirlar. Steril vucut sivilarinda 3500 g'de 30 dakika
slirede santrifligasyon sonucunda elde edilen ¢okelti dogrudan kullanilabilir®?.

Islemlerinin akis semasi asagidaki gibi bulunur.

Tablo V. Mikobakterilerin izolasyonunda érnek igleme akis semast

STERIL ORNEK NONSTERIL ORNEK
H H

Santrifigasyon (NALC+NAOH+)

Homojenizasyon+dekontaminasyon Nétralizasyon

(>3500xg,30") (Fosfat Tamponu veya distile su)
i
Santrifligasyon
(>3500xg 15')

2.4.2.2.Besiyerine Ekim ve inkiibasyonu

Santriftijleme igleminden sonra elde edilen sediment, 0.1 ml miktarlarda
secilen kati besiyerlerinin ylzeyine veya sivi besiyerlerine birakilir ve homojen
yayithmi saglanir. Primer izolasyon i¢in genel egilim, bir yumurta bazl
besiyerine, bir agar bazli besiyerine olmak Uzere iki kati besiyerine, ya da
yumurtali besiyerine ek olarak bir sivi besiyerine olmak Uzere en az iki
besiyerine ekim yapiimas! éneriimektedir®?.

Farkli mikobakteri turleri farkli inkibasyon isisini sever. Ornegin hizl
dreyen tlrlerden M.fortuitum, M.chelonae, M.ulcerans, M.haemophilum
30-32 °C'de {irerken, MTB kompleksi en iyi 35-37 °C'de {rer®.
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Plak veya tuplere ekim yapildiktan sonra, ekim ylzeyinin yukari gelecek
sekilde bir sure bekletiimesi ve bu siregte o6rnegin besiyerine absorbe
olmasinin beklenmesi gereklidir. TUplerin vidal kapaklarinin Gremenin log fazi
olan ilk 7-10 gln boyunca gevsek sekilde kapatilarak yeterince oksijen giriginin
saglanmasi, bu stire sonunda ise sikica kapatilarak besiyerinin kurumasinin
dnienmesi dnemlidir® . inkibasyonun %3-11 CO, iceren ortamda yapiimasi
mikobakterilerin kolay Gremelerini, ayrica ¢ok sayida ve daha blylik koloniler
olusturmalarini stimile eder. Ozellikle Middlebrook agarlara yapilan ekimierin
CO_'li ortamda tutuimasinin gerekli oldugu, L-J ekimlerinin ise ilk 7-10 glin igin
CO, 'li ortamda tutulmasinin yeterli oldugu bildirilmistir®".

2.4.2 3.Kiilturlerin Degerlendirilmesi

Kdlturier ilk 3-5 gln i¢inde bakteri kontaminasyonu veya hizla Greyen
mikobakteriler agisindan, sonrasinda ise haftada iki gin Gremenin kontrolU
acisindan dederlendiriimelidir. Rutin olarak kultirlerin  olumsuz olarak
degerlendirilip atilmasi i¢in ortalama 6-8 haftalik inkibasyon Onerilmektedir
(%1-53) 'ARB olumlu drnekte geneliikle 2—4 hafta icinde lireme gdzlenir. Ancak
mikroskobik incelemede ARB olumiu orneklerin kélturlerinde bu sire iginde
treme gbzlenmez ise ek olarak dort hafta daha bekletimesi uygundur.
Kulttrlerin de@erlendiriimesinde Greme hizi, pigmentasyon, koloni morfolojisi ve
koloni sayisi Uzerinde durulmalidir. Besiyerinde UGreyen kolonilerden yapilan
preparatlar ARB ile boyanmall ve mikroskobik olarak mikobakterilerin Gremesi
dogrulanmalidir. Kolonilerden yapilacak gesitli biyokimyasal ve fenotipik testler
yardimiyla da tar ayrimi yapilabilir. M.tuberculosis basilinin kolonisi ‘sigil’
seklinde diye tanimlanir. Bunlar kuru, mat, yizeyi purtikit, kiglk ve pigmentsiz
kolonilerdir. Buna karsin fotokromojenier olarak siniflandirilfan mikobakteriler |
Istk altinda stkotokromojenier ise karanlkta pigment yaparak renkli koloniler

olustururlar{#7:4851-53),
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2.4.3.Tiiberkiiloz Basillerinin identifikasyonunda ve

Tiplendiriimesinde Kullanilan Yontemler

2.4.3.1.Klasik Yontemler

Klasik yontemierle tiplendirmenin temelinde bakterinin biyokimyasal
dzelliklerinin arastirimasi yatmaktadir.

Bu yontemler;

1.Ureme 1s

2.Pigment olusumu

3.Katalaz deneyi

4.Mac Conkey agarda ureme

5.Niasin deneyi

6.Pyrazinamidase deneyi

7.% S’lik NaCl, ortamda lireme

8.Tellurit rediksiyonu

9.Tween 80 hidrolizi

10.Ureaz deneyi

11.Nitrat reddksiyon deneyi

12.Aryl sliifataz deneyi

13.Antimikobakteriyal ilag duyarlihgin saptanmasi olarak siralayabiliriz ©®.

Yukarida s6zU edilen deneylerin bir ¢oduniugunda sekonder koltlrler
kullanildigindan sonuglarin  alinmasi  uzun sUrmektedir. Serotip, biotip
bakteriyofaj duyarliligi ve antimikrobial ajaniara karsi duyarlilik gibi fenotipik
Ozelliklere  dayanan  tiplendirme  yontemlerinin  tUberkilloz  basilline
uygulanmasmda engeller vardir. M.tuberculosis suslarl arasinda biyokimyasal
olarak birgok benzer &zelliklerin olmasi ve fenotipik bulgularinin kiltir sartlarina
bagh olarak degiskenlik  gosterilebilmesi nedeniyle bu  yontemler
Mikobakterilerin tiplendiriimesinde yetersiz kalmaktadir. Bu tarz gugltklerin
Ustesinden gelebilmek igin tiplendirmede genetik yapinin incelenmesi gindeme

gelmistir®°%,
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2.4.3.2.Molekiiler Yontemler

1.DNA problari

2.Restriction Fragment Length Polymorphisme(RFLP)
3.Baz dizi analizi

4.Diger yéntemler

2.4.3.2.1.DNA problari

Prob; spesifik DNA baz ¢iftlerine baglanmak icin kullanilan genel olarak 6—
18 baz c¢ifti uzunlugunda klglk bir (oligontkleotid) DNA pargasidir.
Oligoniikieotidier, radyoaktif izotop veya bir boya ile etiketlenerek direkt olarak
spesifik baz dizilerinin tespit edilmesinde kullaniimaktadir. DNA probiari ile
ozellikle klasik teknikler kullanilarak Gretilen mikroorganizmalarin  hizh
tanimlanmasi ve nikieik asit coaltma metotlariyla birlikte kullanildiginda

tiplendirimede yapilabilmektedir{®94°),

Niikleik Asit Cogaltma Metotlarn

1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

2.Strand Displacement Amplification (SDA)

3.Ligase Chain Reaction (LCR)

Nukleik asit codaima metotlari arasinda en ¢ok kullanilan Polimeraz zincir
reaksiyonudur (PCR).

Niikleik asit dizilerinin invitro ¢ogaltilmasi, molekller biyolojinin dnemli
kilometre taslarindan biri olmustur. NUkleik asitlerin invitro ¢ogaltiimas! ya da
saptanmailar icin kullanilan teknikler, kullanilan ¢ogaltma yéntemine gére hedef
prob ve sinyal gogaltma yontemleri olarak U¢ ana grupta siniflandirdabilir.
Buniarn timinde, hedef NUkleik asit dizisi ile bu diziye 6zgll oligonukleotitlerin
hibridizasyonu s6z konusudur. Hedef c¢ogaltma yodntemleri, patojen
mikroorganizmalarin varliginin gésteriimesi ve gen dizilerine iligkin bilgi
verebilmeleri acisindan yararlidir®. PCR bu yéntemlerin ilki olmasi ve bu

calismada kullanilan yéntem olmasi nedeniyle ayrintilariyla ele alinacaktir.
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Mullis K tarafindan 1985 yilinda gelistirien PCR ile ilk ¢ogaltilan DNA -
dizisi insan B-globllin geni olusmustur ve bununla ilgili arka arkaya calismalar
yayinlanmistir®4),

PCR, invitro Nikleik asit amplifikasyon yontemi olup hiicre i¢i dogal DNA
replikasyonun benzeridir. Bu yontemle cogaltiimasi istenen DNA dizisi (kalip
DNA), DNA replikasyonu igin gereken maddelerle birlikte, Gg¢ farkli 1si
déngusinde tutulur. Ortamda, kalip DNA diginda olmast gereken maddeler ve

miktarlari amplifikasyon yénteminin basamaklari asagida ag¢iklanmaktadir.

PCR lgin Gerekli Maddeler

1.DNA Polimeraz: Thermus aquaticus (Tag) DNA polimerazi, isiya
dayanikli bir enzim olup DNAy1 74°C’de replike eder. Tag DNA polimeraz
enziminin dnerilen konsantrasyonu, diger kosullarin da timiyle saglanmasi
durumunda, her 100 pL. igin 1-2,5 Unitedir. Enzim konsantrasyonu ¢ok fazla
olursa non spesifik Urinler de arka planda goérilir. Buna karsin
konsantrasyonun 1 Onitenin altinda olmasi, yetersiz Grtn eidesi ile sonlanan bir
durumdur®®,

2 Magnezyum: Magnezyum konsantrasyonu PCR’ da oldukga kritik bir
faktérdir. Oncilerin birlesmesini, hem kalip DNA hem de PCR Urinundeki
iplikgiklerin ayrilma isilarini, 6zgtn olmayan Urunlerin (primer-dimer) olugmasini
ve DNA polimerazin tam ve dogru galismasini etkileyebilir. Kalip DNA, énculer
Ve deoksin{ikleotit trifosfatiar (dNTP ) tarafindan baglanmis magnezyum
disinda, DNA polimeraz igin serbest magnezyum gereklidir. Total dNTP
miktarina ek olarak, ortamda 0,5-2,5 mM. serbest magnezyum olmahdir.
Ortamda EDTA veya baska selatlayici maddelerin bulunmasi magnezyum
miktarini etkiler®*?).

3.DNA Polimeraz Tamponu: PCR reaksiyonu i¢in dnerilen tampon iginde
10 mM. Tris-HCL (pH 8,4) ve 50 mM. den fazla KCI bulunmasinin ise DNA
polimerazin etkinligi inhibe ettigi bildiriimistir. Tampon ig¢inde jelétin veya sigir
serum albimini 100 ug /mi dizeyinde, Tween 20 gibi noniyonik deterjanlarin
%0.05-0,1 oraninda bulunmasi, enzimi stabilize edert?),
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4.Deoksiniikleotit Trifosfatlar (ANTP) : Ortamda deoksi adenin trifosfat
(dATP), deoksi sitozin trifosfat (dCTP ), deoksi guanin trifosfat (dGTP ) ve
deoksi timin trifosfat (dTTP )'in her biri esit miktarlarda bulunmalidir. Genellikle
her birisinden 50-250 pM. miktariarda kullanifir. Hedef dizisinin uzunlugu ve
kompozisyonu g6z 6ninde tutularak, en az dNTP’nin kullaniimasi, hedef
bélgelerindeki yanhs baglanmalari azaitir ve uzamalari engeller. 100 pl. igin her
dNTP'den 20 pM. kullanildiginda 2,6 pyg. DNA veya baz ciflik diziden 10 pmol
elde edilecegi teorik olarak kabul ediimektedir®.

2.4.3.2.2.imminolojik tani

a)Serolojik tani: Bakterilerin cesitli antijenlere kars! ( 6zellikle A60 proteini
ve Antijen 85 kompleksine ) olugan antikorlarin kompleman fiksasyonu
hemaglutinasyon ve Enzim Linkend Imminosorbent Assay ( ELISA)
yontemleriyle arastiriimasiyla yapilir. Capraz reaksiyon vermeleri ve antijenik
yapilarinin degiskenlik gdstermesi nedeniyle tani dederi olmamakia birlikte,
hastadan inceleme materyallerinin alinamadi§i  durumlarda nadiren
kullaniimaktadir(36,37).

b)Tuberkiilin testi: Bakteriye karsi olusan gec tip asirt duyarlihk
reaksiyonu gostermeye yonelik bir deri testidir. Mantoux metodu ve Plrifiye
protein devresi (PPD) antijeni kullanilarak uygulanir(36,37).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

Cukurova Universitesi Balcall Hastanesi Merkez Laboratuvarina gesitli
klinik ve polikliniklerden tliberkiloz sUphesiyle génderilen 100 klinik ornekier
calismamiza dahil edilmistir.

3.2.Yontem
BUtlin ornekiere Ziehi-Neelsen boyama ile mikroskobik inceleme, MGIT
kdltlrl ve M.tuberculosis complexi icin Cobas Amplicor PCR’da test edildi.

3.2.1. Ehrlich- Ziehl- Neelsen Boyama Yontemi
3.2.1.1.Boyalarin hazirlanmasi

3.2.1.1.1. Asit- alkol eriyigi

HCL 3 ml.
%95'lik etil alkol 97 ml.
Karistirilarak elde edildi.

3.2.1.1.2. Ehrlich- Ziehl- Neelsen

Bazik fuksin 19r.
Fenol kristalize 5 gr.
Saf etil alkol 10 ml.
Saf su 100 ml.

Elde edilen eriyik 24 saat oda derecesinde bekletildikten sonra kagit
slizgecten stzuldu. Siselerde saklandi.

Ehrlich- Ziehl- Neelsen Boyama Yoéntemi

a)Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.

b)Lam Gzerine lami kaplayacak tarzda karbol fuksin soliisyonu konur.
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c) Preparat alttan 4-5 dakika ve aralikl olarak hafif¢e 1sitilir. Preparatin
yanmamasina ve kabarciklarin glkmamaS|na dikkat edilir.(preparat
Uzerinden hafif buharlar ¢ikabilir).

d).Boya dokilur ve preparat asit-alkolde (% 95 alkol + % 3 HCI asit)
dekolore edilir.

e) Su ile yikanir.

f) Preparat lizerine metilen mavisi solUsyonu konur ve boyanir.

g) Boya dékulir ve su ile yikanir.

h) Kurutulur ve immersiyon objektifinde muayene edilir. M.tuberculosis

pembe kirmizi renkte goruldrler.

Preparatlarin Degerlendiriimesi

Preparatlar, immersiyon objektifiyle, x 100 blyutme de degerlendirilir.
Aside direngli basilin varllgl icin, her yayma zaman dnemsenmeksizin tamamen
incelendi. Yaymay! negatif olarak raporlamadan dnce karbolfuksin boyama ile
minimum 300 alan, incelendi. Yaymanin uzun kenari boyunca 3, kisa kenari

boyunca 9 paralel tarama yapildi.

3.2.2 Kiiltlr

Dekontaminasyon-Homojenizasyon

3.2.2.1.Kullanilan Yéntem
NAOH-NALC yontemi

3.2.2.2.Yo6ntemin esasl

NaOH, oldukga etkili bir dekontaminantir. Ayrica emulsifiye edici etkisi
oldugundan mukolitik saglar. NALC de mukolitik etkilidir, balgami hizia eritir.
NaOH ile birlikte kullaniimasi, érnegdin karsilastigi NaOH konsantrasyonu ve bu
karsilasma slresini azaltarak, basillerin NaOH'in toksik etkisinden zarar gorme
riskini azaltimis olur. Sodyum sitrat, érnekte bulunabilen agir metal iyonlarini
selatlayarak hem NaOH'i stabilize eder, hem de NALC’nin bu iyonlar nedeniyle
inaktive olmasini engeller.,
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3.2.2.3.Kullanilan kimyasal soliisyon
NaOH-NALC solusyonu

3.2.2.4.Igindekiler
1 N (%4) NaOH, N-Asetil-L-Sistein

3.2.2.5.Uygulama

incelenecek klinik 6rnedin bulundudu- 50 mi'lik steril burgulu kapakli
ttplere klinik dérnekle esit hacimde NALC-NaOH solusyonu ilave edilerek oda
isisinda 15 dakika bekletildi. Bekleme suresinin baslangicinda tupler 30
saniyeyi gegmeyecek sekilde vortekslendi. Stire tamamlandidinda tipin 50 ml
isaretine kadar 0.067 M fosfat tamponu (pH 6,8) ilave edilerek notralizasyon
sagland) ve dekontaminasyon iglemi durduruldu. Kullanilan fosfat tamponunun -
sterilitesinin korumasi  onemlidir. Fosfat tamponu ilaveli tlpler bakteri
yogunlugunu artirmak i¢in = 3000 x g de 15-20 dakika santrifUjde gevrildi, sonra
ast sivi icinde dezenfektan (%0.1-1 sodyum hipoklorit %70 alkol, % fenol v.s)
bulunan bir kaba bosaltiidi ve sedimente 1-2 m! steril fosfat tamponu ilave
edildi. Bu islem uygulandiktan sonra uygun olarak klinik érnekler besiyerine
ekildi. |

Steril oldugu distnilen BOS, vicut sivilari’nda dekontaminasyon iglemi :
uygulanmadi ve bu érnekler direktt olarak veya santrifiijde gevrildikten sonra
sedimentten besiyerlerine ekildiler. Bactec MGIT 960 sistemine yerlestirildi.

Bactec MGIT 960 sistemine de kullanilan tuplerde, Middiebrook 7H9 sivi
besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal kompleksi igeren
silikon igermektedir. Klinik ornekler ekilmeden énce besiyerlerine oleik asit
albimin-dekstroz ve kontaminant mikroorganizmalara karsi PANTA ilave edilir.
Kullanilan besiyerlerinde herhangi bir ireme olmadiginda oksijen varfigina bagf
olarak silikon tabakaya génderilen UV isinina kars! fluoresans olusmazken
mikobakteri ve diger mikroorganizmalar Uredidinde oksijenin kullaniimasi
sonucunda génderilen UV isini ruthenium kompleksindeki degisiklik nedeniyle

floresans vermekte ve olusan fluoresans miktari Greme indeksi olarak
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degerlendiriimektedir. Floresans gorulen tuplerden preparat hazirlanip Ziehl —
Neelsen Boyama ile boyanarak {ireyen bakteri ARB agisindan dogrulandi.

Tablo V. MGIT Tiiplerinin icerigi

MGIT BESIYERI
Middlebrook 7H9
Kazein pepton
Gliserol
Zenginlestirmek igin Kontaminasyonu Onlemek igin
OADC PANTA
Sodyum Klorid Polimiksin B
Oleik Asit Amfoterisin B
Si1gir serum AlbUmini Nalidiksik Asit
Dekstroz Trimetoprim
Katalaz ; Azlosilin

3.2.3. PCR Cobas Amplicor MTB Assay
(Roche Diagnostic Systems, Inc.. Branchburg, N.J.)

Amplicor, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temeline dayanan bir
sistemdir. Bakterinin  16SrRNA geni biyotinlenmis primerler kullanilarak
amplifiye edilir, olusan ampiikonlar manyetik partiklillerin yUzeyine kaplanmig
M.tuberculosis complexine 6zgll oligoniikleotit problaria hibridize edilir. Daha
sonra avidinle bagli yaban turpu peroksidazi (Av-HRP) biyotinle isaretli
amplikona baglanir. Baglanmis konjugat hidrojen peroksit varliginda 3,3, 5,5
tetrametil benzidin (TMB) ile reaksiyona girerek renkli bir kompleks olusturur
sonuglar fotometreyle Slgllerek saptanir. Amplicor'da kontaminasyonu &nlemek
igin urasil-N glikozilaz (UNG) enzimi kullanilir. Bu sitemde ayrica drneklerdeki
inhibitér madde varliginda internal amplifikasyon control (IAC) ile monitrize
edilir. Cobas Amplicor yaklagik 67 saat icinde sonuglanmaktadir.
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3.2.3.1.PCR Galismasinda Kullanilan Cihaz ve Geregler
1-Laminar air Flow Clasli

2-Aluminyum folyo

3-Buzdolabi (+4 °C)

4-Derin dondurucu (-20 °C)

5-Isisal déngi cihazi

6-Mikrosantrifi;

7-Mikro santriflj Tupler

8-Otomatik mikro pipet:
1.0- 10.0 pL.

10.0 - 100.0 L.
100.0 -1000.0 pL.

9-Santrifjj

10-U.V kaynag!
11-Vorteks

12-Cobas Amplicor cihaz!

3.2.3.2. PCR Galigmasinda Kullanilan Gdzeltilerin Hazirlanmasi
(DNA eldesinde kullanilan Gdzeltiler )

1-Respiratory Specimen Wash Solution

2- Respiratory Specimen Lysis Reagent

3- Mycobacterium (+) kontrol

4- Mycobacterium (-) kontrol

5- Respiratory Specimen Neutralization Reagent

3.2.3.3. PCR Yontemi

- Her bir numune ve iki kontrol icin 1,5 mi'lik test tlpleri hazirlandt ve
isaretiendi.

- Numune tiplerine 500 pL. Respiratory Specimen Wash Solution eklendi.

~ Numune tliplerine 100 pL. kontamine olmamig konsantre numuneleri

eklendi.
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- Tupler yukardan asagiya dogru cizilmis bir gizgi ile isaretlendi. Tupleri
mikrosantriflje bu gizgiler disari bakacak sekilde yerlestirildi. Minimum 12,500 x
g'de 10 dakika santrifujlendi.

- SUpernatant ¢ikariidi ve tUplere 100 pL. Respiratory Specimen Lysis

eklendi

- Tupler vortekslendi.

- Isisal déngl cihazinda bekletildi.

- TUplerin 5 saniye pulse santrif(ju gerceklestirildi.

- TUplere 100 yL. Respiratory Specimen Neutralization Reagent eklenip 5

saniye vortekslendi. ; ,

- Hazirlanan numune ve kontrollerden A- tlplerine 50 L. ilave edildi ve

Cobas -Amplikor cihazina yerlestirildi.
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4. BULGULAR

Cukurova Universitesi Merkez Laboratuvarina tiiberkiiloz stphesiyle
gonderilen klinik orneklerden yiliz hasta g¢alisma kapsamina alindi. Bu
calismada toplam elli hastaya ait balgam &érnegi, otuz hastaya ait BOS 6rnegi,
on hastaya ait plevra érnegi, on hastaya ait asit mayi érnegi ¢alismaya dabhil
edilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin yaslar) bir ile seksen sekiz yas
grubu arasindadir.

Caligilan materyallerin ellisi balgam idi ve bunlarin otuz dért'inde ARB
pozitif bulunurken, on alti érnekte ise negatif bulundu. Kultirde ise otuzu
pozititken, yirmi baigam &rnedi negatif bulundu. PCR'da bu &érneklerin otuzu
pozitif, yirmisi negatif bulundu. BOS &rneklerinin higbirisinde ARB pozitif degildi.
Kultarde be§ ornek pozitif, yirmi besi negatif olarak bulundu. Bu ornekler
PCR'da on drnek pozitif bulunurken yirmi érnek negatif olarak bulundu. Plevra
ve asit mayi érneklerinde de ARB pozitif bulunmadi. Plevra drneklerinde ikisi
kUltire pozitif bulunurken, ¢ Plevra 6rnegi PCR’da pozitif bulundu. Asit mayi
drneklerinde kiiltlirde bir pozitif bulunurken PCR'da iki pozitif bulundu. Ozgiilliik,
duyarlihk, negatif prediktif deger, pozitif prediktif degerleri sirastyla ARB igin
%93.4, %78.9, %87.7, %88.2. PCR igin %86.9, %100, %100, %82.6 bulundu.
Calismamiz da 100 olgunun kirk yedisi erkek, elli G¢gl kadindi. Yas ortalamasi
32.13 olarak bulundu.

Tablo VI. Olgularin cinsiyete gore dagilimi ve yas ortalamasi

CINSIYET SAYI % YAS ORTALAMASI
ERKEK 47 47 30,53
KADIN 53 53 33,5
TOPLAM 100 100 32,13 422
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Tablo VIl Gesitli klinik 6rnekler de ARB, PCR, Kiiltiir sonuglar

ORNEK | ARB ARB | KULTUR | KOLTUR PCR PCR
CINSI | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF | POZITIF | NEGATIF
BALGAM 34 16 30 20 30 20
BOS - 30 5 25 10 20
PLEVRA - 10 2 8 3 7
ASIT
MAYi - 10 1 9 2 8
TOPLAM 34 . 66 38 62 47 53
Tablo VI, Kiiltiir altin standart ahindiginda ARB ve PCR’In dederlerinin
kargilagtinimasi
- — . NEGATIF POZITIF
YONTEM | SPESIFIVITE | SENSITIVITE PREDIKTIVE | PREDIKTIVE
ARB % 93.4 %78.9 % 87.7 % 88.2
PCR % 86.9 % 100 %100 %82.6
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5 TARTISMA

Gunimizde TuberkUloz insidansinda gézlenen artis ilgili birimlerin bu
konudaki arastirmalarini  yogunlastirmasina neden olmustur. Tiberkilozun
tanisinda hastanin 6ykusu, klinigi ve radyolojik bulgulari énemli géstergeler
olmasina kargin kesin tani igin etkenin izolasyonu ve identifikasyonu gereklidir.
Bu amacla tlberklloz sUpheli &rneklerin ARB ile hizla degerlendiriimesi
izolasyon identifikasyon ve antibiyotik duyarllik testlerinin bir an énce yapiimasi
6nemlidir. Bu basamak tUberkllozun yayiimasinin énlenmesi agisindan
énemlidir. Son yillarda en kisa surede dogru sonuca ulagmanin yollan
arastiriliyor ve gelistirimeye devam ediyor. Tani yéntemleri arasinda geleneksel
yontemler arasinda kuilture dayali hizli sistemler ve molekiler ydntemler
denenmektedir. Geleneksel yontemler asido rezistan boyama ile direkt
mikroskobik inceleme ve kiltlrdUr.

Cogu merkezde ARB ile yapilan mikroskobik inceleme izole edilecek
inaktif hastalarin belirlenmesinde kullanilan ilk testir**). Mikobakteriler igin
bilinen en kolay en hizli ve en ucuz tani yéntemi olmakla birlikte duyarlilig
dusuktur”. Cesitli yayinlarda % 22 ve % 80 arasinda degisen duyarlilik
duzeyleri bildirilmistir“®*®. Duyarlilik dizeyine etkili olan faktérler arasinda
incelenen ornek tipi, santriflj edilme hizi, kullanilan boyama ve kdltur
yontemleri, calisilan hasta poptilasyonun 6zelligi sayilabilirt”.

Solunum yolu o&rneklerinin ARB ile yuksek dUzeyde pozitifik verdigi

748 Ornedin islenmesi esnasinda 6zellikle yoJuniastirma

bildirimisti
asamasinin duyarlilig: etkileyen bir basamak oldugu bilinmektedir. Lipsky BA ve
arkadaslari bir grup arastirmacinin santrifGjleme hizini 1250 x g'den 3800 x g'e
cikartarak yaymanin.  duyarhh@im  %25,2'den %82,4'e  yUkselttiklerini

bildirmiglerdir“?),

Biz calismamizda 3500 x g'de santrifijleme yaptik. Smithwitch ve
arkadaslari ornekleri polikarbonat membran filtreden gegirerek ve santrifijleme
yontemi kullanarak preparat yaptiklarinda membran filtre ile daha yuksek
dizeyde pozitifik saptamiglardir. Hazirlanan yaymanin kalinligt preparati
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renksizlestirme basamagdi ve kullanilan zit boyama teknigdi direkt mikroskopinin
duyarlihgini etkileyen diger bir faktordur®”.

ARB ile boyanmis preparatlarin mikroskobik degerlendiriimesinin
spesifiklii yuksektir. Ancak MTB’in diger mikobakterilerden ayriimasi bu
yontemle olas! degildir. ARB pozitif yaymanin spesifikiigi arastiriirken éncelikle
yanlig-negatif kiltir ve yanls-pozitif yayma arasindaki ayrim yapilimahdir.
Yanhs-pozitif yaymalar yani ger¢ekte ARB igermeyen Ornekte saptanan ARB
pozitif olmasinin ¢odu sagaltim uygulanan kultir &rneklerinde gdrulduguk
bildirilmistir“*#®. Bizim calismamizda ARB boyama yénteminin duyarlihgi % -
78,9 segiciligi %93,4 olarak bulunmustur. Levy H. ve arkadaslari yikama
suyundan kontaminasyonu engellemek igin filtre edilmis su kullandiklarini
bildirmiglerdir®”. Biz calismamizda kontaminasyonu engellemek icin bu
hususlara dikkat ettik. Murray PR ve arkadasglari ARB yéntemiyle yaptiklar
mikroskobik degerlendirmelerin duyarlilik ve segicilik oranlari sirasiyla %39,
%99.9%®) Smithwich RW ve arkadaslari %55.0, %99.8%", Rickman TW ve
arkadaslar %25, %99.9“% Eyigor M ve arkadaslari ARB boyama ydnteminin
duyarlligi %86.9, 6zgulligi %96.5 bulunmustur®. Aslan G ve arkadaslari 437
hastaya ait 1004 idrar drneginde ARB boyama yonteminin kiltir ydntemine
gére duyarlihdin (%70.8) ve pozitif prediktif degerini (%77,2) dustk olarak
bildirilmistirler®®.

Prediktif degerleri hem yaymanin duyarhlik ve segiciligi ile iligkilidir. Hem
de populasyondaki tiberkiloz basilinin prevalansina baglidir. Pozitif ve negatif
prediktif degerler incelendiginde cesitli arastirmacilarin bulgularn %98-%100
arasinda ve %70-%90 arasinda bildiriimistir®". Bizim calismamizda bu deger

%88.2-%87.7 olarak bulundu ve yapilan galismalarla uyumlu oldugu gézlendi.

Tuberklloz'un kesin tanisi igin basilin izolasyonun gerektigi bilinmektedir.
M.tuberculosis’in bakteriyoljik tanisinda “altin standart’ olarak da degerlendirilen
kiiltar islemi 3-6 hafta gibi uzun siire gerektirmektedir®®. Ozellikie klinik olarak
kuskulu ve ARB olumsuz olgularda sadaltim zorlukiarina yol agan bu durum
“daha hizll” gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu nedenle uzun yillar Tuberkuloz
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da yeni tani yontemi araylg}larl yogun sekilde sirmektedir. Gelistirilen kultlre
dayali hizli tani yéntemlerinden birisi de MGIT'dir. MGIT'in Uretme teknigi sUresi
ve cesitli calismalarda diger koltir yontemleri ile karsilastinimali olarak
arastiriimistir®, |

M. Cruciani ve arkadaslari on merkezli bir calismada 14.745 Ornekte
tanimlamasini BACTEC MGIT 960/BACTEC 460,sistemininde M.tuberculosis'i
tanimlamaya calismislar. Sensifivite ve spesifiviteleri BACTEC MGIT 960 igin
%81,5, %99,6 ve %85,8 ve %99,9 bulmusturlar 4.

PCR yoéntemin kullanarak 6zgin nukleik asit dizilerinin gogaltiimasi,
glinimizde ¢esitli enfeksiyon etkenlerinin tanisinda yaygin  sekilde
uygulanmaktadir. Tuberkilozun tanisinda da gerek kiinik érneklerden gereksé
Uremis kultlrlerden yola gikarak farkl protokollerin kullanildigi gesitli caligmalar
yayinlanmistir. Uygulanan protokollerde mikobakterilerin farkh yapilarina karsi
gelistirilen farkii dncullerin kullanildigi bildiritmektedir.

Biz calismamizda 16SrRNA'ya yoénelik Cobas Amplicor PCR sistemini
kullandik. Yapilan bazi ¢alismalarda PCR yénteminin ticari olarak Gretilmis sekli
(COBAS AMPLICOR PCR) solunum yolu &rnekleri igin 6nerilmektedir. Genel
olarak duyarlilik %66,7-85,2, 6zglillik %98,8-99,7 olarak bulunmus mikroskobi
pozitif olan &rneklerde duyarlilik %92,6-96,1'e ¢ikmig, negatif olanlarda ise
%48-71,7’'ye distigu belirtiimigtirt®-°Y,

Marja-Leena Katila ve arkadaslari M.tuberculsis'de L-J, MGIT 960 ve
COBAS Ampilicor sistemlerini karsilastirmislar. 2015 drnekten pozitif bulunan
152 tanesi degerlendirimeye alinmig, bu Orneklerin 139°'u(%91) MGIT
sisteminde 127'si  (%84) L-J besiyerin de tanimlanmig, 68 izolatin
~ M.tuberculosis 84 izolatinda M.tuberculosis digi mikobakteri oldugu gdsterilmis
MGIT'te {reme 12 gin L-Jde Ureme 20 gun oldugu belirtiimigtir.
Kontaminasyon oranlarinin benzer oldugu belirtiimis ve MGIT'de tanimlanan
363 arnegin (M.tuberculosis, M.avium ve M.intracellulare) hizli ve dogru sonug
icin dogrulanmasi Cobas Amlicor sistemi ile yapilmig ve orneklerin %96’s!
dogrulanmistir. Hizli ve dogru tani igin mikobakterilerde ve MOTT'larda MGIT ile
Amplicor PCR yénteminin kullanimini uygun bulmuslardir®.
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Silvia Ortu ve arkadaslari tiberklloz hizli tani ve ayriminda 513 érnegi
Real Time PCR ile Bactec 960 MIGT ile caligmis sensifivite ve spesifiteyi %10
ve %100 bulmuslardir®”,

Noordhoek GT. ve arkadaslari yedi farkh laboratuvar da gergekiestirdikieri
bir kér calismada PCR ile M. tuberculosisinin saptanmasi yénteminde duyarlilik
ve segicilik deerlerini kargilastirmisiardir. Laboratuvarlardan aldiklari sonuglari
birbirinden ¢ok farkll olmas!i sonucunda ara§t|rma’01|ar PCR'In tlberkoloz
tanisinda guvenli sekilde kullanilabilmesini tartismiglar ve etkili bir kontroi
sisteminin olusturulmasi gerekliliginin énemini vurgulamistardir 2.

Kwok S.ve arkadaslar’min da belirtikleri gibi PCR'da yanhs pozitiflik
ornegdin, kendisinden ¢ok ¢evreden kaynaklanan kontaminasyona bagii olarak
gerceklesmektedir®®.

Ozcan M ve arkadaglart 796 balgam, 309 BAL, 114 AMS, 228 Mai: plevra,
periton, perikard, batin i¢i mai, 58 BOS, 25 apse, 74 biyopsi materyali, 366t
idrar 6rnegi ARB yontemiyle 71 6rnekte (3,5) ARB pozitif bulmug, drneklerin
82'si (%4,1) BACTEC 960 MGIT"de, 39'u (1,9) LJ besiyerinde Uremig. PCR ile
calisilan 250 6rnegin 11’inde (%4,4) M.tuberculosis belirlenmis, ancak iki drnek
kiiltar pozitifligi olmasina karsin PCR ile desteklenmemistir®®.

Gunal S ve arkadaslar 420 solunum yolu érnegi, 172 AMS, 88 idrar, 458
diger klinik érnekler galigiimig. Genel mikroskobi ve Kultlr pozitifligini sirasiyla
%2.3 ve %7.4 olarak bulmuslardir. MGIT kiiltlr sisteminin pozitifli§i %7.2 L-J
besiyerinden %4,8 yuksek bulunmuslardir®.

Gursoy N ve arkadaslari 199 solunum yolu, 78 BOS, 178 idrar“ ve 266
diger klinik 6rnekler olmak Uzere 721 o6rmek Cobas Amplicor sistemiyle
incelenmislerdir. Orneklerin %4.2'si kultur de %9.7'si PCR pozitif bulunmus.
PCR duyarlili§i %76.7 oldugu belirtiimistir®®,

Reischl U. ve arkadaslarinin Cobas Amplicor sistemiyle yaptikian
calismada beyin omurilik sivisinda duyarlilg %60 olarak bulmuslardir®®,
Bonington A. ve arkadaslari Cobas Amplicor sistemiyle yaptiklari ¢alismada
soluhum yolu disindaki diger orneklerde duyarliigt %61-100 olarak

bulmuslardir ©7.
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Durmaz R. ve arkadaglan “Cobas Amplicor PCR” sistemi kullanilarak
incelenen 928 Ornekte pozitifligi %12.5, kulitlrle incelenen 1179 Ornekte
pozitifligi %8.7 mikroskopla incelenen 1932 drnekte pozitiflidi %4.6, mikroskopi
ve kiitlr pozitif solunum yolu dérnekleri igin duyarhiik %75.4, BOS ve idrar
érneklerindeki duyarlilik ise %50 olarak bulmuslardir®®,

Dewit D. ve arkadaslan plevra sivisinda PCR sensitivitesini %81, kiltir

69)

spesifitesini %52.8 bulmuslardir®. De Lassence ve arkadaslarl Tuberkiloz

plevral efflzyonlu 15 olguluk c¢alismada 9 olguda (%60) PCR pozitifiigi
bulmuslardir{.

Nguyen ve arkadaslari tUberklUloz menenjitin tanisinda serebrospinal
sivida PCR’in en iyi metod oldugu sonucuna varmislardir 4.

Takagi ve arkadaslari plevra biyopsi ve 6rneklerinde yaptiklari ¢alismada
PCR'in sensitifitesini %89, spesifitesini ise %100 olarak bulmuslardir™,

Brisson Noel ve arkadaslari 514 klinik drnekte balgam, gastrik aspirasyon,
plevral sivi kullanarak yaptikiari ¢alismada PCR pozitif olup kiltir negatif
oranini %12.3 olarak bulmuslardir™,

Sanjay ve arkadaslari 1032 olgudan elde edilen degisik doku ve vicut sivi
orneklerinde yaptiklari ¢calismada PCR’In sensitivite, spesifite, pozitif ve negatif
prediktif degeri sirasiyla %76,4, %99,8, %92,8 ve %99,2 olarak bulmuslardir™.

Afghani B. ve Stutman HR, farkli arastirmacilarin uyguladiklari PCR
yontemlerinin duyarlilik dizeyleri arasinda buyUk degiskenlik olmasinin bir
nedeni olarak, test edilen klinik 6érnekteki mikroorganizma sayisini
gostermislerdir. Referans yontem olarak kGltirl aldiklarinda kdltirde pozitif
saptanan ornekler icinde, ARB ile boyanmig preparatiarinda ARB olumsuz 12
ornedin altisi, tum preparatta 10°‘dan az basil olan 10 érnegin altisi, 10-90 basil
olan 12 érnegin dokuzu, her alanda 1-9 basil olan dokuz drnegin hepsi ve her
alanda 9'dan fazla basil olan 21 érnegin hepsi PCR ile pozitif saptanmistir.
PCR’in duyarliiginin ARB sayisina gore sirayla %50, %60, %75, %100, %100
olarak bulundugu bildirmistirt”®,

Aslan G. ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada 68 tuberkiloz sUpheli
hastanin BOS 6&rneginde ARB boyama ydntemi ile aside rezistans basil
saptanmamisg, 7’si PCR, 5'l kuitir yéntemi ile pozitif bulunmustur. Bu ¢alismada
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PCR’in duyarlihdi %83, 6zgulluglh %96 pozitif prediktif degeri %71 ve negatif
prediktif degeri %98 olarak belirlenmistir”. -

Cobas Amplicorun performansinin Kklinik taniya goére degeriendirildigi
calismalarda duyarhligl ve 6zgulluga sirasiyla %76.4-91.9 ve %99.8-100 olarak
bulunmustur. Solunum &rnekleri ile yapilan galismalar degerlendirildiginde kultir
sonuglarina gére Cobas Amplikor'un duyarlihk, 6zgullik, pozitif ve negatif
prediktif degerleri sirasiyla %78.3 - 96.1 , % 99.7-100 , % 90.9 - 100% ve %
97.5—- 99.8 arasinda bulunmustur. Direkt baki pozitif drneklerde bu degerler
sirasiyla %96.9, %100, %100 ve %99.2 olarak saptanirken direkt baki negatif‘
ornekler igin sirasiyla %68.0-91.7, %89.4-100, %100 ve %99.3 olarak
degerlendirilmistir. Sistemin direkt baki ve kltlr pozitif solunum orneklerinde
performansi %96.9 iken direkt baki negatif, kiltir pozitif rneklerde %83.3 ve
direkt baki negatif, kdltur negatiférneklerde %3.8 ‘dir. Ekstrapulmoner
tiiberkiilozlu hastalarda M.tuberculosis comlexin drneklerden direkt tanisinda
sistemin duyarhlik ve 6zgulltgu genel olarak sirasiyla % 60-85 ve %93.1-100
olup duyarhlk, direkt baki pozitif drneklerde artis gdsterirken (%90-100) direkt
baki negatif orneklerde dusuktur (%53-75). Cobas Amplikorun 6zguilGgu
oldukga iyi olmasina ragmen direkt bakisi negatif hasta orneklerinde
duyarliliginin dustk olmast bu érneklerde kullanimini sinirlandirmaktadir’®.

Biz calismamizda Cobas Amplicor sisteminin spesifivite, sensitivite,
negatif prediktif, pozitif prediktif dederlerini %86.9, %100, %100, %82.6 olarak
bulduk.

Sonug olarak hastaligin tedavisi agisindan hizli tani koymaya yardimci
Cobas Amplicor sisteminin solunum yolu érnekleri ve solunum disi 6rneklerde

de kdiltiir yontemleriyle beraber galistimasinin yaral olacagi gérigtine vardik.
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6.SONUG ve ONERILER

M.tuberculosis insanlik tarininin en eski ve en ¢ok korkulan hastaliklarindan
biri olmustur.

M.tuberculosis enfeksiyonlarinin - tanisinda klasik kultar ve ticari koitor
sistemlerine ilave olarak son vyillarda molekuler testler ¢ok sik olarak
kullaniimaktadir.

Palimeraz zincir reaksiyonu testi hem in-house hem de hazir ticari
sistemlerde c¢alisilabilmektedir. Ancak tliberkuloz laboratuvarlarin da fazla sayida
dedigik molekuler tani yéntemleri denenmis olmakla birlikte, bu yontemlerin hig
biri henliz mikroskopi ve kiltir gibi konvensiyonel yontemlerin yerini
alamamiglardir.

ARB boyama vyéntemi her basamak laboratuvar kosulunda
uygulanabilecek ve kurallara uygun ¢alisiidiginda oldukga degerli bir yéntemdir.
ARB boyama yénteminin sensitivitesinin distk olmast BACTEC MGIT 960'da
kaltir'dn 3-6 hafta gibi uzun surelerde sonugianmasi nedeniyle hizli ve dogru
tani icin PCR énemli yer tutmaktadir. PCR yUksek oranda hassasiyet gerektirir,
kontaminasyona dikkat ediimelidir. Yaymada ve kultUrde olumsuz sonug alinan
ornekler icin PCR bakteriyolojik tani igin dnemli bir segenektir.

Tuberkuloz tanisi agisindan degerlendirildiginde yaymada ARB saptanan
olgularin hepsi igin PCR yapiimasi anlamli degildir tant maliyetini artirir. Klinik
6n tant agisindan hastalik riskinin yUksek oldugu olgular [aboratuvara
bildirilerek, PCR hizl tani konmasi agisindan faydali olur.

Tuberkiloz agisindan sadaltim alan hastalarin koltor negatif, PCR pozitif
olmalari, kiltir olumsuzlastiktan birka¢ ay gibi bir sireyle basil g¢ikarmaya
devam ettiklerini g&stermektedir. Dolayisiyla PCR ile amplifikasyon, in vitro

Gretilemeyen basilin gosterebilmesi avantajini getirmektedir.
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