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1. GIRI$

Tilberklloz, Mycobacterium tuberculosisin neden oldugu,
en cok morbidite ve mortaliteye yol acan bir hastaliktir. Dinyada
yaklasik iki milyar kisi infektedir. Yilda yaklagik dokuz milyon Kisinin
hastaliga yakalandigi ve iki milyon kisinin 6ldiigu bilinmektedir'

Tlberkiloz ilaglarinin  kesfedildigi 1945 sonrasinda
uygulanan programlar ve ila¢ tedavisi olanaklarina ragmen hastalikta
artma izlenmektedir. O dbénemlerde daha etkili bir mucadele
yapiimamasi durumunda her yil ortaya ¢ikan yeni hasta sayisinin on
milyon, éliimlerin ise dért milyona ulasacagi tahmin edilmistir °.

M. tuberculosis yavas Ureyen bir bakteri oldugundan,
tanida kullanilan klasik kdltdr ydntemlerine dayanan izolasyon
calismalart 1-2 ay sUrebilmektedir. Hizli  kdltdr  sistemlerinin
gelistirilmesiyle bu siire ancak yariya indirilmistir>*. Etken, birka¢ giin
icinde molekuler tekniklerle belirlenebilmektedir. Ancak, bu yéntemler,
uygulamadaki zorluklari nedeniyle, yaygin kullanima girememistir°.

Bu calismada; besiyerlerinin formilasyonu
arastirmalarinda temin edilebilen maddeler ve digsik maliyet 6n plana
alinarak besiyeri modifikasyonlari denenmigtir. Calisma klasik kulttr
yénteminde yaygin olarak kullanilan Léwenstein-densen ve dért farkh
modifiye besiyeri, M. tuberculosisin ¢abuk ve yogun Ureyebilmesine
dayanarak, erken tani koyabilmek ve en ekonomik olani saptamak
amaciyla yapilmigtir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Tarihce

M. tuberculosisin neden oldugu hastahgdi tanimlamak igin
kullanilan “tGberkiloz” kelimesi Yunanca ekli bir latince sézclktir ve ilk
kez 19.ylzyll.’da Laennec ve Bayle tarafindan kullaniimaya
baslanmigtir. Kelimenin kéken aldigi “tuber” kelimesi “tumesco” fiilinden
gelmektedir ve Latincede dejeneratif sisliklerin batlin tirleri veya kemik-
beden yiizeyindeki yuvarlak sekilli cikintilar anlamindadir®. Hastalik
tiberklloz olarak isimlendiriimeden &énce farkh kultirlerce su sekilde
adlandinimigtir; Arapca da “Dikk” (erime hastaligi, ince agri) ve “Sill”
(erime, verem, soyulmus, incelmig) kelimeleri kullaniimaktadir. Sill
(Sillidrrie) kelimesinden tiretilerek, kinindan siyrilmis kilica “Seyf-i
meslul” ve buradan yola cikarak da tilberkiloz olanlara “meslul”
denilmistir. Bu dénemde iranhlar da Araplar gibi “meslul” veya
“Girihdar”, Turkler ise “verem” ve “miteverim”i kullanmislardir. Bu
kelimelerin tamaminda ortak olarak bulunan anlamlarin “erime, zayif
diisme, tikenme” oldugu gériilmektedir’.

Tlberkiloz edebiyat gevreleri tarafindan da romantik bir
hastalik olarak tanimlanmistir ve bir 6élcide romantizm akiminin
dogusuna kaynaklik etmigtir. Dénem sanatcilar tlberklloz hakkinda
duygusal algilamalari, onun insan toplumu Uzerinde hakimiyetini,
yikicthgini ve yeni anlamini gdéstermektedir. TUberkidlozdan &l0m,
vicudun maddi kabalhgini eriten, kisiligine tinsellik katan, bilinci
genisleten bir slre¢ olarak algilanmigtir. Béylece hastalikla neredeyse
manevi bir yiicelige ulasildigini sdyleyenler olmustur®.

Tlberklloz, insanhk tarihi  boyunca toplumlarin
gindeminde kalmis arastirmacilarin ilgi odagr olmus baglica saglk
problemlerinden biridir. Denizli’'de travertenler icinde bulunan ilk insan
fosil kafatasinda yaklasik 500 bin yil éncesinde kemikte tlberkilozun
yaptigi lezyonlar saptanmistir’. Bazi neolitik ve erken dénem misir
buluntularinda, insan iskeletlerinde ve duvar resimlerindeki insan
figurlerinde spinal pott hastaliginin yol acgtidi deformiteleri andiran
degisikliklerin saptanmasi, tUberkllozun ilk c¢aglardan beri var
oldugunun &nemli gdstergesidir®. insanlarin yerlesik yasam diizenine
gecmedigi ddénemlerde olasilikla sporadik olgular seklinde gérilen
tiberkiloz, nifusun artmasi ve toplumsal birimlerin olusmasiyla, yavas
bir hizda da olsa, yayllmaya baslamistir. Mcgrath, bir toplumda
tiberkilozun endemik olabilmesi igin, konak patojen iligkisinin 180-440
bireylik bir sosyal ortamda sabit olarak devam etmesinin gerektigini ileri
sUrmuOgtdr. Tuberklloz, endlstri devrimine kadar, sporadik gérllen
dnemsiz bir hastalik olarak sirmistir. 16. yy sonlarinda ve 17. yy’da
ingiltere’de biyik bir patlama Xapmlgtlr o dénemdeki élimlerin dortte
birinden sorumlu tutulmustur™. Yiiksek mortalitesi nedeniyle “The
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captain of all these men of death” (6limUn tim adamlarinin kaptani),
“The great white plaque” (blyUk beyaz veba), yakalanan insanlarda agir
derecede zayiflik hali meydana getirmesi nedeniyle “consumption”
(yiyip bitirme, eriyip tlkenme) ve “ince hastalik” gibi deyimlerle
anilmistir®. 18. yy'da Avrupanin diger kisimlarinda da pandemik
yayllmalar gerceklesmistir. Bu dénem dinyada ttberkilozdan élimlerin
en ylksek dizeyde yasandigi bir dénemdir. 19. yy’in ortalarindan
itibaren Osmanli imparatorlugunu ciddi anlamda etkilemeye baslayan
tiberklloz salgini  bircok padisahin da 6limine neden olacak
yayginhga ulagmistir’’.

Tlberklloz hastaligi genel tip tarihinde; Hipokrat'dan
dnceki, milattan énceki dénem; hastaligin kliniginin tanimlanmasindan
baslayarak Rénesans etkisiyle gerceklesen anatomo-klinik calismalara
kadar olan dénem; hastaliga iliskin anatomi ve patoloji ¢calismalarinin
yapildigr dénem ve mikrobiyoloji devriminden ginimize kadar gecen
slire¢ olmak lizere dért ddSnemde ele alinmistir'®.

Tlberkiloz tarihinin en énemli dénim noktasi, 24 Mart
1882 tarihidir. Berlin Fizyoloji Dernegi’nin o gin yapilan toplantisinda
Robert Koch, tiberklloza neden olan basili buldugunu agiklamistir ve
M. tuberculosis olarak adlandirmistir. Réntgen isinlarinin kesfedilmesi
ve bunun akcigere uyarlanmasi tuberkiloz hastaliginin tanisinda ¢ok
6nemli olmustur. Bunu 1921°de, tUberkiloz asisi olan BCG’nin Fransiz
arastirmacilar Calmette ve Guerin tarafindan bulunusu, 1944’de
Waksman tarafindan da ilk tUberkiloz ilaci olan streptomisin’in
bulunmasi izler'".



Eksojen
Yeni enfeksiyon
Primer ya da
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00
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TB hastast Enfeksiyon Latent

Sekil 1: Tiiberkiilozun bulagmasi, enfeksiyon gelisimi ve hastalik gelisimi'®

2.2. Tlberklloz Epidemiyolojisi

Bir toplumdaki tlberklloz sorunlarinin  boyutlarini
kavramak, zaman igindeki seyrini izlemek ve alinan kontrol énlemlerinin
etkinligini degerlendirmek amaciyla, degisik epidemiyolojik 6lcltler
kullaniimaktadir.

1- TUberklloz enfeksiyon prevalansi: Belirli bir toplumda,
calismanin yapildigi anda, infekte bulunan kisilerin oranidir. Genellikle
belirli bir yas grubunda BCG ile asilanmamis kisiler arasinda tiberkdlin
cilt testi (TCT) pozitif olanlarin ylzde olarak orani seklinde ifade edilir.

2- Tuberklloz enfeksiyon riski: Belirli bir toplumda,
tiberkiloz basili ile infekte olmamis kisilerin (BCG’siz ve TCT negatif),
bir yil iginde infekte olma olasiligi olarak tanimlanir ve genellikle yillik
enfeksiyon riski (YiR) olarak adlandirilir.

3- Tlberkulozda mortalite hizi: Belirli bir toplumda, bir yil
icerisinde, 100.000 nlfusta tiberkilozdan élenlerin sayisini gésterir.

4- TuberkUloz prevalansi: Belirli bir toplumda, arastirmanin
yapildigi anda 100.000 nifusta bulunan tlberkllozlu hasta sayisini
(eski ve yeni) gbsterir.

5- Tuberklloz insidansi: Belirli bir toplumda, bir yil
icerisinde, 100.000 nOfusta saptanan yeni tlberkilozlu hastalarin
sayisini gOsterir.



GUnUmlzde bir toplumdaki tlberkilozun durumu ve
seyrini degerlendirmede en guvenilir epidemiyolojik o6l¢htler, direkt
mikroskobik incelemede basil pozitif bulunan hastalarin insidansi ile
yillik enfeksiyon riski ve enfeksiyon riskindeki yillik degisim hizidir.
Yayma pozitif hasta insidansi, vaka bulma calismalarinin ve
bakteriyolojik incelemelerinin kalitesinden dogrudan etkilenmektedir.
Yilhik enfeksiyon riski ucuz, basit, kolayca tekrarlanabilen ve kayit-ihbar
sistemine dayanmayan bir epidemiyolojik él¢it oldugundan giinimuzde
oldukca yararli bir gdsterge olarak degerlendiriimektedir. Fakat YiR
6lcimu icin BCG uygulanmayan bir toplum kesimi olmasi gereklidir. Bu
nedenle (lkemizde uygulanamamaktadir. Eder bir toplumda YiR'’in
azalma orani her yill %5'den daha azsa, uygulanan kontrol programi
yetersiz demektir. CUnkl toplumun sosyo-ekonomik gelismesine bagl
olarak YiR'de her yill %5 oraninda bir dogal azalma zaten
beklenmektedir. YiR’de her yil %10’dan fazla azalma gerceklesiyorsa, o
toplumda uygulanan kontrol programi yeterli olarak degerlendirilebilir™.

2.3 Bulasma

M. tuberculosis enfeksiyonlarinin hemen hepsi, basil
tasiyan bulastirici damlaciklarin inhalasyonu ile olusur. M. tuberculosis
ile infekte olan icin “nefes almak” yeterli bir risk faktdriidiir'>. Havada
belirli konsantrasyonda bulunan mikobakterilerin hava yoluyla insana
bulasip enfeksiyon yapmasi uzun slre tartisilan bir konu olmustur.
Cesitli arastirmacilarin  bulastirici  partikillerin  konusma, ©6kslrme,
aksirma, sarki sodyleme gibi eylemlerle digari atildiklarini ortaya
koymalari, bu konudaki tartigmalari sonlandirmistir. Okstrme ve bes
dakika slreyle konusma sirasinda ¢ap! 100 um’den kiglk, ortalama 10
um olan G¢ bin kadar bulastiricit damlacigin, aksirmasiyla ise bir
milyondan fazla sayida damlacigin ortama yayildigi ileri sGralmastdr. 10
um capindaki bir partikilin 3—10 basil tasiyabildigi bildirilmistir.
Partikllde yasam ddngdleri, kendi su buhari basinci atmosfer basinci
ile esitlenene kadar sirer. Mikobakterileri tasiyan toz partikilleri de
hava akimi ile gegici olarak havalandiklarindan enfeksiyon kaynagi
olabilirler. inhale edilen basillerin yalnizca %6’sI alveollere ulagir. Bllylik
captaki partiklllerin cogu zemine iner, digerleri de Ust solunum
yollarinin mukozasinda tutunur ve silyer aktivite ile ya da Okslrikle
disart  atiir. Bulasta baslica degisken, basil sayisi ve
konsantrasyonudur. Solid veya nodiler lezyonlarda 10°-10* basil,
kaviteli lezyonlarda 107-10° basil oldugu ileri siirilmistir. Bunun yani
sira, basil ile karsilasma slresi ve c¢evreye yayilan partikdllerin
aerodinamigi de etkenin bulagsmasinda énemli parametrelerdir ve canl
tek basilin inhalasyonunun bile enfeksiyona yol acabilecegi ileri
striilmektedir'>.



Hava yolu disindaki bulasma bigimleri M. tuberculosis igin
seyrektir. Mycobacterium bovis enfeksiyonlari, infekte inek sttindn
icilmesiyle olusabilir. Ancak st ve sut OrUnlerinin pastérize edilerek
kullaniimasinin yayginlasmasi ve infekte hayvanlarin itlafi sonucunda
bu bulas bicimi de giderek azalmistir'®.

2.4. Glvenlik Onlemleri'’

Klinik érnekler M. tuberculosis, HBV, HIV gibi bulastirici
ajanlar icerebilir. Potansiyel patojenleri tasiyan hasta materyalleri ve
kiltdrlerle calisirken her zaman, uygun biyo-guvenlik kabini icinde
calismay!r ve eldiven, 6nlik, maske gibi kisisel koruyucu gerecler
kullanmay iceren dnlemler alinmaldir. Potansiyel patojenin biyolojik
atiklarinin atilmasi igin ve laboratuar kazalari durumunda yerel kurallar
uygulanmalidir.

e Derideki kesiklerin, siyriklarin ve diger lezyonlarin iyi bir sekilde
korundugundan emin olunmali, mukoz membrana sigcramaya
karsi ve temas icin 6nlemler alinmalidir.

e (Calisma alaninda yiyecek, icecek, kozmetik trin saklanmamali
ve tiketilmemelidir. Sigara icilmemelidir.

e Materyaller agizla pipetlenmemelidir.

e Tek kullanimlik eldiven kullaniimali ve ¢alisma sonrasi eller su ve
sabunla yikanmalidir. Sayet ellere ya da calisma alanlarina
kontamine materyal bulasmis ise mutlaka dezenfektanlarla
gerekli temizlikler yapilmalidir.

e Orneklerle vyapilan tim calismalarda aerosol olusturacak
davraniglardan mimkin oldugu kadar kaginmalidir. Balgam
kaplarini acarken, balgam 6rnegdini kaptan alirken ve yayma
yaparken dikkatli olunmali, biyo-gUvenlik kurallarina uyulmahdir.

e Laboratuar caligma alaninda daima temiz ve dizenli tutulmali,
kontamine materyaller en kisa strede atiimalidir.

2.5 Mycobacterium tuberculosis’in Mikrobiyoloijisi

2.5.1 Taksonomi

Mycobacteriacea, Actinomycetales’lerin birinci ailesidir.
M. tuberculosis, Mycobacterium cinsinin bir tiriiddr™.  Mikolik asit
dretme ve benzer Guanin + Cytosin (G+C) oranina sahip olma gibi
ortak  Ozellikleri  nedeniyle  Corynebacterium,  Nocardia ve
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Mycobacteriumlar CNM grubu olarak anilsalar da; mikobakteriler,
Bergey’in siniflandirmasina gére ayri bir bdlim icinde yer almistir'®.
Sadece Mycobacterium’lar tam olarak aside direngli boyanma 6zelligi
gOsterirken, diger cinslerde farki derecelerde kismi aside direnclilik s6z
konusudur™®. Mycobacterium’larin tiir dzellikleri, DNA/DNA homolojileri
ve sayisal taksonomiye gére degerlendirildiginde, M. tuberculosis ve
buna yakinhk gésteren M. bovis, M. africanum, M. ulcerans ve M.
microti birlikte “Mycobacterium tuberculosis kompleksini olustururlar.
Sekil 2'de sematize edilmistir. Genel bir tanim icinde insanda
enfeksiyon yapan tlberkuloz basilleri denildiginde, M. tuberculosis
kompleksini  olusturan  basillerden M.  microti  disindakiler
anlasiimaktadir®.

Mycobacterium diger bakterilerle kiyaslandiginda,
mutasyon hizlar yaklagik 10 kat daha yUksektir. Bu nedenle ilag
uygulandiktan sonra diger bakterilere oranla 10 kat daha fazla direncli
mutant mikroorganizma canli kalir. Organizmalari yok etmek igin tedavi
sirasinda kombine ilag kullaniimasi en dogru davranistir®'°,

M. tuberculosis, M. bovis ve M. africanum benzer Kklinik
Ozellikler goOsterir ve bu U¢ tirin homolog olduklari, ribotipleme ile
dogrulanmistir. Bu nedenle ayni tlrler olarak degil, M. tuberculosis’in
varyantlari olarak duistndldUklerinden; tlberkiloz terimi ile M.
tuberculosis es anlamda kullaniimaktadir?®?.

Tarlerin ayrimi igin Ureme sicakliklari, pigmentasyon
Ozellikleri, kimyasal maddelere diren¢ durumu, degisik biyokimyasal
aktiviteleri, mikolik asit, mikolik asit pirolizis esterleri, spesifik DNA
problari ile hibridizasyon calismalarina gerek vardir®®. Bununla birlikte
1959°da ki Ernest Runyon’un ortaya attigi ve Tablo 1. de gérildigu gibi;
dreme hizi, kati besiyerinde olusturduklari koloni morfolojisi ve
pigmentasyonlarina goére belirlenen dért ana grup gunimizde de
kullaniimaktadir®®2*,

“M. tuberculosis kompleksi” ve M. leprae disindaki
mikobakteriler, &énceleri “siniflandinimamig”, “atipik”, “anonim” gibi
isimlerle anildiktan sonra, 1990’da Amerikan Toraks Dernegi tarafindan
tiberkiloz basili disindaki mikobakteriler; “Mycobacteria Other Than
tuberculosis bacilli (MOTT)” veya “Non tuberculosis Mycobacteria
(NTM), Tuberkilloz disi mikobakteriler (TDM)” olarak adlandiriimistir®>.



TAKIM

FAMILYA
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Sekil 2: Mycobacterium'lar ve iligkili tiirler icin taksonomik agac®.

Actinomycetales

Mycobacteriaceas Actinomycetaceae Streptomyceatace
Mycobacterium Nocardia Actinomyces Streptomyces
M tuberculosis TDM M leprae S griseus
komplex: (streptomisin
M tuberculosis kaynad)
M bovis S mediterranei
M.africanum (rifampisin
M ulcerans kaynad)




Tablo1. Emest Runyon’a gére Mikobakteri tiiflerinin siniflandinimasi*
TUR PATOJENITE

M. tuberculosis Complex

M. tuberculosis Bazen patojen
M. africanium Bazen patojen
M. bovis Bazen patojen
M. ulcerans Bazen patojen

Runyon Grup | { Yavas 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 (Yavasg Ureyen skotokromojenler)

M. szulgai Genellikle patojen

M. scrofulaceum Bazen patojen

M. xenopi Bazen patojen

M. lentiflavum Bazen patojen

M. interfectum Bilinmiyor

Runyon Grup lll (Yavag Ureyen non-kromojenler)

M aviem Kesin patojen

M. intraceliulare Kesin patojen

M. genavense Kesin patojen

M. haemophilum Genellikle patojen

M. malmoense Genellikle patojen

M. shimoidei Bazen patojen

M. celatum Bazen patojen

M. brandern Bazen patojen
Runyon Grup IV (Hizl ldireyenler)

M. fortuitum Bazen patojen

. chelonae Bazen patojen

M. abscessus Bazen patojen

M. mucogenicum Bazen patojen

M. peregrinum Bazen patojen

2.5.2. Mycobacterium’larin Antijenik Yapisi

Mikobakteriler bir plazma memrani ile gevrili sitoplazma ve
bunlari cevreleyen lipitten zengin bir hicre duvarindan olugmustur.
Mikobakteriler, karmasik yapili tek hcreli organizmalar olup
sitoplazmalan ¢6zinebilir ve hiicre duvarinda lipitlere bagh ¢ézinemez
antijenik yapilara sahiptir. Simdiye kadar bilinen antijen sayisi 90
kadardir. Bunlardan sitoplazmada ve ¢odu hlicre duvarinda bulunan;
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mikolik asit, Wax D, fosfolipitler, mikosid gibi lipid antijenleri ylksek
performansli gaz-likid kromotografisi ile saptanabilir. Polisakkarid Il
antijenleri ise serolojik aktiviteye sahiptir. Protein antijenleri 6 grupta
incelenir.

Sitoplazmik proteinler

Membranla iligkili proteinler

Peptidoglikanla iligkili proteinler

Dig hlicre duvari proteinleri

Is1 sok proteinleri

Salinan proteinler

ok~

Konak¢l  bagisikhk  yanitinin - olugsmasinda  katkisi
bulundugu anlasilan ilk mikobakteriyel protein antijenleri, 1sI sok protein
ailesi Oyesidir.

Isi sok proteinleri: Yiksek isi ile karsilasma kosullarinda
sentezlendikleri igin, bu proteinlere 1siI sok proteinleri denilmektedir. Bu
proteinlerin en 6nemli fonksiyonunun, hicre ici diger proteinlerin
translokasyonu ve katlanmasinda, “molekuler refakat¢i” rolt oynamalari
ve polipeptid zincirini baglama proteinleri olarak islev gérmeleri oldugu
saniimaktadir®’. Bu grup icinde yer alan 65K antijeni, mikobakterilerin
6nemli immunoreaktif proteinlerinden biridir. Bu antijen, mikobakterinin
cesitli suslarindan ortak olan nonspesifik epitoplar gibi mikobakteriye ttr
6zelligi veren spesifik epitoplar icerir. Plrifiye 65K antijeni, mikobakteri
ile infekte deney hayvanlarinda kuvvetli gecikmis tipte hipersensitiviteyi
saglar. Isi sok proteinlerin bir 6zelligi de, bu proteinlerdeki aminoasit
siralarinin (%50°’den fazlasi), tGm evrim slrecinde ylksek dizeyde
korunmus olmasidir?”2°.

Isi artis1 veya cevresel stres ile sentezlerinde artis olur.
Koruyucu, refakat¢i proteinler olduklari, ayni polipeptid zincirini
baglayabildikleri ve immuinodominant islev gdérdikleri belirlenmistir.
Molekdl agirligr 65 kD olan GroEL ve 12 kD olan GroES, mikobakteriyel
Is1 sok proteinleri icinde en bilinenleridir®®*"

Aktif olarak salinan proteinler: Agirhklan 23-30 kD
kadardir. infeksiyonu takiben taninan ilk proteinler olduklari igin
lipoproteinler ve 1s1 sok proteinleri ile birlikte arastiricilarin 6zel ilgi odag!
olmustur. Grubun en 6nemli elemani antijen 85 kompleksidir; bu
kompleksin ayrn genler tarafindan kodlanan ancak c¢apraz reaksiyon
veren 85A, 85B ve 85C bilesenlerinden olustugu gésterilmistir. Hicresel
ve humoral bagisik cevap uyaricisidirlar, koruyucu bagisikligin
gelismesinde ve komplikasyonlarda rolleri oldugu ileri strGlmagtar.
Fibronektine baglanma yetenekleri sayesinde, patojen ile konak
organizma arasinda iletisim sagladiklari diistiniilmektedir®'.

Lipoproteinler: M. tuberculosisin ¢dzUnebilir ekstraktlarinin
bol miktarda protein icerdigi saptanmis olup; bunlardan 38 kD‘luk
antijenin M. tuberculosis igin oldukca spesifik bir antijen oldugu kabul
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edilmistir. Lipoproteinlerin, beslenme ve besin tasinmasi, fosfat
tasinmasi, bagisik yanitta hedef olusturma gibi islevleri saptanmistir®’.

Stperoksit dismutaz: 23 kD agirhdindadir. Bakteriyi, toksik
reaktif oksijen Urlnlerinden koruyarak, fagozomdan veya hiicre disinda
oksidatif strese karsi koyma yetenegi saglar®'.

2.5.3 Mycobacterium’un Morfolojisi

Mycobacterium, aerop, sporsuz, kapstlstzdir, flagella
veya migelleri bulunmaz, hareketsizdir. 0,2-0,6 pum eninde ve 1-10 pm
boyunda, ince uzun, diz veya hafif kivrik basillerdir. M. tuberculosis
ekzotoksin veya endotoksin bulundurmaz, yavas Urer, niasin Uretir,
nitrati indirger, az miktarda isiya duyarli katalaz Uretir, izoniazide
direncli suslar katalaz tretmez®'. Bazen dallanmis ve uzun flamentdz
sekillerde, bazen kok formunda olabilirler. Middlebrook 7H9 gibi
besiyerlerinde kord olusturmasi s6éz konusudur. Besiyerinde
olusturduklari kolonilerden yapilan preparatlarda ise gruplar seklinde
gérilirler. icerdikleri polimetafosfat granillerine bagh olarak basil,
kendisinden daha koyu boyanmis boncuklu veya ince bantlar igeren
sekillerde de gorulebilir ve spor, kapsul, flagel veya migelleri bulunmaz
M. tuberculosis, M. bovis'e gbre daha uzun ve silindiriktir®®2*,

Tarlerin cogunlugu toprak ve sularda serbest yasarlar. “ M.
tuberculosis kompleksi” ve M. leprae gibi tlrlerin esas yasam alanlari,
insanlar ve sicakkanl hayvanlarin infekte dokularidir®.

M. tuberculosis ve diger mikobakteriler biyolojik olarak
Gram pozitif bakterilere benzerlik goésterirler. Ozellikle c¢ok tabakali
peptidoglikan iceren hiicre duvari Gram pozitif bakteriler gibidir. Ancak
diger Gram pozitif bakterilerde genel olarak peptidoglikan tabaka ile
iligkili olan molekuller proteinler ve polisakkaridler iken, mikobakterilerde
lipitlerin olmasidir. Hicre duvarinin %60’in1 olusturan lipitler arasinda
baslicalari; mikolik asitler, mumsu madde, fosfolipidler, agillenmis
trehalozlar bulunur®®. M. tuberculosis hiicre duvarinin en carpici 6zelligi
icerdigi cok miktardaki mikolik asitlerdir. Bunlarin ¢ogu alttaki
arabinogalaktana, bu da peptidoglikana kovalent baglarla baghdir.
Minnikin 1982°de mikolik asit zincirlerinin hiicre ylzeyine dik olarak
yerlestigini ve i¢c kisimda asimetrik bir tabaka olusturdugunu
gOstermistir. Bu yapinin disinda ise kisa veya orta zincirli
hidrokarbonlari igeren polar lipitlerin bulundugu bir tabaka vardir®.

Hlcre duvari alttaki yapilara mekanik destek olup dis
ortamdan korunmay!i saglar. Hlicre duvarinin altinda plazma zari vardir.
Plazma zari, osmotik korunma ile iyonlarin ve diger molekdillerin
transportunda gOrevlidir. Mikobakterilerin plazma zarinda
lipoarabinomannan (LAM) ve lipomannan (LM) polisakkarileri ve
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fosfotidil inozitol mannozid (PIM) vardir'®. Bakteri duvarinin seklini
olusturan yapilar peptidoglikan tabakasinin yapisinda yer alir.
Peptidoglikan tabakasina fosfodiester baglariyla baglanmis olan dall
zincirli polisakkarid yapi arabinogalaktan igermektedir. Bunun distal
uclari yiksek molekuler agirlikli yag asitleri olan mikolik asitler ile
esterlesir. Mikolik asitlerin  blyUdkligi ve kimyasal yapilarinin
mikobakteri tirtine 6zgu olmasi, bunlarin taksonomik ve tanisal 6nemini
aciklamaktadir®. Mikolik asitler, 2-alkil dallanmis 3-hidroksi yag asitleri
olup 70-90 karbonludurlar. Dallanan kisim genellikle 24 karbon atomu
uzunlugundadir ve basit bir alkil zinciridir. M. tuberculosis’de ara
zincirde siklopropil, metoksil veya keto ve metil gruplari bulunmaktadir.
Bu farkhlik mikobakterilerin zarf modellerini aciklamakta 6énemlidir.
Gozinmez nitelikteki baslica 3 makromolekll olan peptidoglikan,
arabinogalaktan ve mikolat mikobakterilerde hiicre duvarinin iskeletini
olustururlar. Bu iskelet yapi ile iligkili olan ¢ok sayidaki lipid ve glikolipid
diginda proteinler de vardir. Bunlar, mikobakteri turleri veya gruplar
arasinda farkhlik gbésterir ve ultrastriktirel gérinimleri de oldukca
6zeldir****. Hiicre duvar yapilarindan pek ¢odu, basillerin viriilansinda
ve patogenezinde 6nemli rol oynar. Bu yapilar arasinda mikolil-
arabinogalaktan-peptidoglikan kompleksi (mAGP), lipoarabinomannan
(LAM), lipomannan (LM), PIM, sulfatidler (SL), trehalozo 6,6’ dimikolat
(kord faktér), diger acillenmis trehalozlar, fenolik glikolipidler,
lipooligosakkaridler sayilabilir®.

Mikobakteri hicre duvarinin énemli bir 6zelligi, kapsuller
lipitlerin ve dig lipit matriks ile mikolilarabinogalaktanin butanlagidur.
Mikobakterilerin fosfolipidleri her zaman fosfodiagilgliseroldir. Bunlar
arasinda en sk gorlleni fosfatidilgliserol, difosfatidilgliserol,
fosfatidiletanolamin ile aralarinda en degisik ve en 6zellikli olan PIM’dir.
Acillenmis trehalozlar virGlans ile dogrudan iligkilidir. Trehalozo
6.6’dimikolat’in sitokin bazli olaylari indukledigi bildirilmigtir. Bunlar
arasinda sistemik toksisite, antitimoral aktivite, granilom olusturucu
aktivite, makrofajlardan kemotaktik faktorlerin salgilatiimasi sayilabilir.
Diger trehaloz esterlerinden mikolipenik asitler, 2,3-di-o-agil trehalozlar
da virtlan suslarda saptanmislardir. Hiicre yizey lipidlerinden heterojen
bir grubu olusturan mikozidler, tlre, hatta susa 6zgudurler. Bunlar,
serotip, koloni  morfolojisi, ayrica virulans gibi  &zelliklerin
belirleyicisidirler ve bakteriyofaj reseptdr bolgesi gibi is gorurler.
Peptidoglikolipidler (mikozid c) ve fenolik glikolipidler (fenol, fitioserol
dimikoserozatlar) olmak Uzere baslica iki tipi vardir. Birinci grup
mikoserozik asid, sekerler ve amino asitleri icerir, ikinci grup ise farkli
olarak amino asit icermez*®.
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Mikolik asit ve serbest yag asidler1

Mikolik asit

lipoarabinomannan

* arabinogalakton

peptidoglikan

fosfotidil inozitol
mannozid (PIMV)

Sitoplazmik
membran

Sekil 3: M. tuberculosis’ in hiicre duvar yapisi®.

Koch, tlberkulini bulduktan sonra gliinimize kadar gegen
strede mikobakterilerde 50 kadar protein antijeni daha ortaya atilmis,
bunlardan c¢ogu tanimlanmis ve 20 kadarinin nlkleotid dizileri
belirlenmistir®®. En Unli M. tuberculosis antijeni tiberkdlindir. Koch 1981
de, M. tuberculosis’in Gredigi besiyeri ortamindaki maddeleri saflastirip
Istyla etkisizlestirip “old tuberculin® (OT) olarak tanimlanan Grin0 elde
ettiginde, baslangicta  bu  Orlnin  tOberklloz  tedavisinde
kullanilabilecegini disindigl ancak sonradan, OT’nin yeterince saf
olmamasi nedeniyle, uygulandiginda cesitli istenmeyen reaksiyonlara
neden olmasi, Seibert ve Munday’in 1932'de OT’nin amonyum sulfat
cOkeltisini hazirlayarak thberkdlinin saflagtiriimis tdrevini (Tuberculin
Purified Protein Derivative, PPD) Uretmelerine yol actigi, giinimizde de
bundan tanisal ve epidemiyolojik calismalarda yaygin olarak
yararlanildigi vurgulanmaktadir .

Proteinler, sitoplazma, hiicre membrani veya hicre duvari
ile iligkili olabildikleri gibi mikobakterilerin bulunduklari ortama da
salgilanabilirler. 1992'de Young'in fonksiyonlari bilinen ve bilinmeyen
¢ok sayida mikobakteri proteinini derledigi bildiriimistir. Buna gore,
baslica sitoplazmik proteinler olarak 65 kDa (GroEL) ve 71 kDa (Dnak)
blydkligindeki 1s1 sok proteinleri, baglayici protein olarak aromatik
amino asitlerin sentezinde islev gbéren PhoS, 40 kDa'luk L-alanin
dehidrogenaz, tuf geninin kodladigi elongasyon faktérleri sayilabilirler.
Membran ile iligkili olan proteinlerin arastirimasinda ilk olarak
ayristirilan 19 kDa protein olmustur. immiinojen nitelikteki bu protein
tim virGlan M. tuberculosis suslarinda saptanmistir. Lipoproteinler de
hiicre yizeyi ile iligkili olan ve iyi bilinen yapilardir. 38 kDa proteininin
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sentezi fosfat eksikliginde arttigi icin fosfat sentezinde rol oynadigi ileri
sUrdlmagtdr. “Antijen 85 kompleksi” olarak tanimlanan, mikobakterilerin
salgiladigi baslica proteinlerin, bakteri ylzeyi ile de iligkili olabildigi
bildirilmistir. Bu kompleksi olusturan ¢ proteinin 85 A (MP44, 31 kDa),
85B (MP59, 30 kDa) ve 85C (MP45, 31.5 kDa) oldugu, bunlarin
homolog ancak ayri {i¢ gen tarafindan kodlandig ileri strilmistir 2.
Hlcre disina salgilanan énemli bir diger protein stperoksid dismutaz,
aktif makrofajlar tarafindan salgilanan sdperoksid radikallerini
etkisizlestirerek konakgi yanitini  zayiflatir. Son zamanlarda M.
chelonae’de saptanmis olana benzer Ozellik gdsteren porin
proteinlerinin M. tuberculosis’ de saptandidi bildirilmistir *°.

2.6 Klinik Bulgular'

Tilberklloz basilinin akcigerlere yerlesip gogalabilmesi igin
alveollere kadar ulagsmasi gerekmektedir. Bu da ancak hasta kisiden
solunum ile havaya sagillan damlacik c¢ekirdeklerinde asili halde
bulunan basillerle mimkin olabilmektedir.

BlyuUk partikdller tst solunum yollarinda tutulurken, kicik
partiklller alveollere ulasir.

Basiller alveoldeki makrofajlar tarafindan alinir ve
makrofaj iginde g¢ogalirlar. Bir kismi lenfatiklerle lenf bezelerine giderler
ve kan dolagimi ile akciger apekslerine, beyine, kemiklere, b6ébreklere
ve diger organlara yayilirlar. Yaklasik 2 hafta-2 ayda bagisiklik sistemi
devreye girer ve tiberklloz basilinin yayilmasini engeller.

Tam  tOberklloz olgularinin  %80-90’iInda  hastalik
akcigerlerde ortaya cikar. Diger organ tUberkilozlarinin bir ¢ogu da
akcigerlerdeki tiberkiloz enfeksiyonunu takiben meydana gelir.

Tlberklloz hastaliginin sik géraldigu diger organlar,
lenfatik sistem, plevra, santral sinir sistemi, genitoUriner sistem,
kemikler ve eklemlerdir; ya da yaygin olarak tim organlari tutabilir ki
buna milier tiberklloz (ya da dissemine tiberkiloz) denilir.

Akciger tuberkiilozu
Akciger parankimini tutan TB i¢in eflzyonu ya da toraks icinde akciger
disi tiberklloz kabul edilir.

Akciger disi tuberkiiloz (AD-TB)

Akciger parankimi disindaki organlardan alinan &rneklerde ARB
gOsterilebilen ya da tlberkilozla uyumlu histolojik ve klinik bulgusu olan
hastalar.

Akciger ve akciger disi tuberkiloz

Akciger TB ve AD-TB birlikte ise bu grup hastalarda her iki tutulumun da
oldugu belirtilir; akciger digi tutulan organ(lar) da belirtilir. Bu grup
hastalar, DSO’ne, akciger TB olarak bildiriimektedir.
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2.7 Mycobacterium tuberculosisin Tanisi

_Tuberkilozun erken tanisi igin en 6nemli nokta klinik
kuskudur. Oksurik, ates, gece terlemesi, kilo kaybi, halsizlik ve
hemoptizi tlberkulozu dasindiren belirtiler olmakla birlikte higbiri
tiberkiloza 6zgu degildir. Tani yaklasimi, en iyi 6yku ve fizik inceleme
ile baglamali, ardindan cesitli testler uygulanmalidir'®.

Tlberkiloz tanisinda guvenle kullanilabilecek tek bir tani
metodu bulunmadidr icin tani; Klinik, mikrobiyolojik, patolojik ve
radyolojik bulgularin birlikte degerlendiriimesi ile konabilmektedir. Hizli
tani1 ydntemlerinin, rutin kullanima girebilmesi icin duyarli ve 6zgul
olduklarinin kanitianmasi ve maliyetlerinin diisiiriimesi gerekmektedir®.

Tablo 2. Tiiberkiiloz tanisinda mikroskobi materyalleri'’

Mycobacterium icin Caligilan Laboratuvar Ornekleri

Steril Ornekler Kontamine Ornekleri
Beyin Omurilik Sivisi Balgam

Kemik Bronkoalveolar Lavaj
Biyopsi Mide Yikama Suyu
Kan Digki

Gastrik Lavaj

Idrar

M. tuberculosisin tani yéntemleri asagida

gosterilmektedir®'2,

Geleneksel indirekt Tani Yontemleri:

a) Taberkdlin deri testi

b) Goérintileme yéntemleri
c) Sivi ve salgilarin analizi
d) Ampirik tedavi

Geleneksel Direkt tani Yontemleri:

a) Tuberklloz basilinin bakteriyolojik tanisi:

. Direkt yayma ydntemi
. Dekontaminasyon ve konsantrasyon yontemi
J Konvansiyonel kilttr teknikleri
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b)  Histopatolojik inceleme

Yeni indirekt Tani Yontemleri:

a) Serolojik testleri
b) Adenozin Deaminaz (ADA) dizeyi 6lcimU
c) Lizozim dlzeyi élgimu

Yeni Direkt Tani Yontemleri:

Radyometrik kltar ydntemleri (BACTEC)

Gaz kromotografisi-kitle spektrometrisi

Genetik ve imminolojik problar

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Ligaz zincir reaksiyonu

DNA parmak izi (Restriction Fragment Length

L20To

—
N

Polmorphysym)
g) Luciferase reporter assay

identifikasyon ve Tiplendirmede kullanilan ydntemler

a) Ureme sicaklig

b)  Pigment olusumu

c) Katalaz deneyi

d) Mac Conkey agarda treme

e) Niasin deneyi

f)  Pyrazinamidase deneyi

g) %5 lik NaCl'li ortamda Greme
h)  Tellarit rediksiyonu

i) Tween 80 hidrolizi

i) Ureaz deneyi

k)  Nitrat rediksiyonu deneyi

[)  Aryl sUlfataz deneyi

m)  Antimikobakteriyel ilag duyarlihdin saptanmasi

2.7.1 Geleneksel indirekt Tani Yontemleri:

a) Tlberkdlin Deri Testi

Deri testi, M. tuberculosis ile infekte olundugunu gdsterir,
hastaligi géstermez. Tlberkuloz basiline bagli, ge¢ tip asiri duyarlilik
sonucu pozitif olur. Gocuk tuberkilozunda taniya yardimci olur.
Erigkinde, tanidaki degeri distktir. Bazi durumlarda tiberkllozun bazi
tarleri, HIV ile ilave enfeksiyon tuberklloz hastaliginin olmasina karsin
deri testi alerjik olabilir. BCG asisi ile de pozitifligi arttigi icin BCG
asisinin rutin uygulandigi Gilkemizde genellikle pozitif bulunur %.
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b) Gériintileme Yéntemleri:

Akciger grafilerinde; Ust loblarin apikal, posterior ve alt
loblarin  stperior segmentlerinde infiltrasyon, kavite ve fibrozis
tiberkilozu distndUrir. Ancak higbir radyolojik gérintl tuberklloza
6zgli degildir *°.

c) Sivi ve salgilarin analizi:
Daha cok akciger disi tliberkiiloz tanisi icin kullanilir®®.
d) Ampirik tedavi:

Klinik ve radyolojik bulgularin tiberklloz dusindirdigd,
ancak kanitlanamadigi durumlarda hastaya 2 ay sire ile anti-tliberkiloz
tedavi verilir, ardindan hastadaki klinik ve radyolojik dizelme
degerlendirilir. Olumlu sonug taniyi kanitlar'.

2.7.2 Geleneksel Direkt Tani Yontemleri®®42:

a) Tuberkiloz basilinin bakteriyolojik tanisi:

Tlberkllozda  bakteriyolojik  incelemeler  uygulama
kolayhdi, ucuzlugu, yiksek sayilabilecek sensitivite ve spesifite
nedeniyle tanisal degerlendirmede temeldir.

Tlberklloz tanisi  koymada en 6nemli ybntem
bakteriyolojik olarak basilin varliginin gésterilmesidir.

Direkt tani yéntemlerinin basinda aside direncli basilin
gosterilmesi ve killtiirde Uretilmesi gelmektedir®.

incelenecek materyal tutulan organa gdre alinmalidir.
Tlberklloz basilinin mikroskobik yayma preparatlarinda incelenmesi
icin 2 yéntem vardir. Bunlar; direkt yayma yontemi ile dekontaminasyon
ve yogunlasma ydntemidir*.

e Direkt yayma ybéntemi;

Balgamin ya da patolojik materyalin higbir isleme tabi
tutulmadan lama yayilmasi ve dogrudan boyanarak mikroskopla basil
arastirimasi yéntemidir'’

e Dekontaminasyon ve konsantrasyon yéntemi:

Materyalin islendikten sonra yogunlastirilarak elde edilmis
cokeltinin boyanarak mikroskopla basil arastirilmasi yéntemidir'’.
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Bircok klinikk 6rnekte bol miktarda flora bakterisi
bulunmaktadir. Uygun olarak inhibe edilmediklerinde hizla Greyen bu
kontaminan bakteriler, ¢ok daha yavas Ureyen mikobakterilerin
dremesine firsat birakmazlar. Kontaminan mikroorganizmalarin yok
edilmesi, M. tuberculosis ekildigi kuoltir ortamindan beslenmesini
engelleyen doku, serum ve diger protein yapidaki organik dékinttlerin
sulandiriimasi i%in dekontaminasyon ve yogunlastirma islemleri
uygulanmaktadir'”.

e Bakterilerin Ziehl-Neelsen ile boyanmasi:

Uzerine materyal yayilan lam alevde tespit edilir. Ustiini
tamamen Ortecek sekilde karbol fuksin boyasi konur. Kaynatmadan
alttan 3—4 dakika isitilir. Isitma sirasinda boya eklenerek, kuruma
6nlenir. Sonra boya dékudltr. Su ile yikanir. Asit-alkol (%3 HCI, %97
alkol) ile renk giderme islemi sonunda sadece M. tuberculosis boyayi
digari vermez ve kirmizi renkte kalir. Preperattaki diger olusumlarin
boyanmasi icin metilen mavisi eklenilerek 1-2 dakika beklenir. Su ile
yikanir. Boyanmis yaymalar 100x immersiyon obijektifinde incelenir.
Kinyoun isleminde karbol-fuksin fenolle, kaynatmadan hiicre duvarina
penetre edilir. Bu ydéntemlerle boyanmis preparatlarda M. tuberculosis
basilleri mavi zemin (izerinde kirmizi comakgiklar olarak gériliir®.

Direkt incelemede M. tuberculosis gorilmesi taniyi
kesinlestirmez. CUnklU aside direncli baska basiller olabilir.
Tlberkilozun kesin tanisi kdltir ortaminda basilin Gretilmesi ile konur.
Kultdr ayni zamanda basilin patojenligini, tip tayinini, ilag duyarlilik testi
yapilmasini saglar. Yayma negatif hastalarin kdltGrlerinde CGreme
saptanmas! ile mikroskobik tetkike ek olarak %15-20 hastada
bakteriyolojik tani konulabilir®.

Tablo 3. Mikroskobik degerlendirmenin 6nemi*

Duyarlihk %25-65(Kiltr Pozitif vakalar)
Ozgullik > 98%
Sinirlayici faktér 5-10 x 10° ARB/ml
Toplam verim > %95
Yakalanma _ %80-82
sansi 1° ARB yayma
. %10-14
2° ARB yayma
) %5-8 +
3% ARB yayma
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Sekil 4: Mycobacterium tuberculosis’ in mikroskop altinda gériintiisii*®
e Geleneksel kultir teknikleri:

Tlberklloz tanisi igin altin standart kdltardir. Balgamin
milimetresinde 10-100 canh basilin bulunmasi kdltirde Ureme igin
yeterlidir. Ancak M. tuberculosis yavas Urer. Sonug alabilmek icin 6—8
hafta beklemek gerekir*,

M. tuberculosis Ureme ve blylme faktorl olarak spesifik
bir organik bilesige gereksinim gdstermez. Ancak, klinik érneklerden
izolasyonu icin zengin besiyeri ortamlarinin kullaniimasi gerekmektedir.
Besiyeri ortamindaki karbon kaynaklari gliserol, pirivat ve glikozdur.
Azot ise asparajin, aspartik asit, glutamin, glutamik asit veya amonyum
tuzlan ile karsilanir. Zorunlu aerob bir bakteri oldugundan M.
tuberculosis basilinin Gremesi icin oksijen gereklidir CO. Uremeyi
stimi]!g ettiginden kaltdrlerin %5-7 karbondioksit ile Greme sansini
artirir™.

Besiyerindeki yumurta sarisi veya oleik asit ile saglanan
yag asitleri de UOremeyi stimile eder. Oleik asit ylksek
konsantrasyonunda (>%1) toksik oldugundan alblimin ile nétralize
edilmelidir. Sulfdr, fosfor, sodyum, potasyum, magnezyum ve diger iz
elementler (cinko, manganez, bakir) genellikle besiyerindeki ek
zenginlestiricilerdir. Mikobakterilerde sideroforlar demir depolaridir.
Besiyeri igerigindeki ferrik amonyum silfat, demir saglayan temel
yapidir. Cogu besiyerinde bu temel yapilar disinda, piridoksin, biotin,
sodyum sitrat, katalaz da bulunabilir “°.

Agar bazl besiyerlerinin yumurtali besiyerlerine gére bazi
astanlikleri vardir. Oncelikle, transpozan yapida olmalarindan dolayi
mikroskobik boyuttaki koloniler bile saptanarak erken dénemde,
ortalama 10-12 gunde tani konulabilir. Bunun igin agarl besiyerinin
ince dokdlmesi ve mikroskopta x40 blyldtme ile incelenmesi
dnerilmektedir*”-
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Sekil 5. M. tuberculosis’in kati kiiltiirdeki koloni morfolojisi*®

En vyaygin kullanilan Middlebrook 7H10 ve 7H11
besiyerleridir. Bunlarin igine besiyerini zenginlestirici olarak oleik asit,
albimin, dekstroz ve katalaz karigimi konularak kullanilir. Katalazdan
dolayl hasar gbéren mikobakterilerin hizla canlanmasina yardimci olur.
Oleik asit ve diger bilesiklerden agida cikan toksik drinler de albimin
tarafindan baglanir. Middlebrook 7H10 agar izolasyonda, Middlebrook
7H11 agar ise antibiyotik duyarllik testlerinde kullanilir. Antibiyotikler
agar katilasmadan &énce besiyerlerine katildiklari igin inaktivasyonlari
s6z konusu degildir. Middlebrook 7H11’de 7H10’dan farkli olarak kazein
vardir. Kazein, izoniazide direngli mikobakterilerin izolasyon sansini
artinir®’. Agar bazli besiyerlerinin bazi dezavantajlari vardir. Bunlar
arasinda raf émrinin sinirl olmasi ve hazirlanirken besiyerinin igine
zenginlestirici oleik asit ve diger bilesiklerden acida ¢ikan toksik Grtnler
konuldugundan maliyetinin  yiksek olmasi sayilabilir’’. Bu tip
besiyerlerinin ylksek isi ve 1sik almasi veya buzdolabinda dért haftadan
uzun sOre bekletimesi sonucunda bozuldugu ve ortama
mikobakterilerin Gremesini engelleyici bir madde olan formaldehitin
¢iktigr bildirilmektedir. Léwenstein—Jensen, Middlebrook 7H10, 7H11
besiyerlerine eklenen cesitli antibiyotiklerle selektif besiyerleri elde
edilir. Bu besiyerleri istenmeyen bakteriyel ve fungal kontaminantlarin
dremesini engeller. Ganimuzde, Gruft tarafindan tanimlanmis olan,
penisilin, nalidik asit ve RNA iceren Léwenstein-densen’in yaygin olarak
kullanildigr belirtiimektedir. Mikobakterilerin Uretilmesinde selektif ve
non-selektif besiyerleri birlikte kullanilmigtir®®.

Sivi besiyerleri primer izolasyon veya pasaj yapilmasi
amaciyla kullanilir. Middlebrook 7H9 en sik kullanilan bazal sivi
besiyeridir. Bunun yani sira septi-chek, BACTEC, 460 TB gibi kullanilan
hazir sivi besiyerleri ortami ve bunlarin kullanildigi ticari manuel veya
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otomatik sistemler de bulunmaktadir. Septi-chek 20 ml modifiye
Middlebrook ~ 7H9  besiyerinin,  inokllasyondan  sonra  son
konsantrasyonu %5-8 olacak sekilde CO, dolduruldugu kapakh bir tip
ile modifiye Léwenstein-Jensen, Middlebrook 7H11 ve cikolata agarin
birlikte yer aldigi ayrn bir plastik tipten olusan bifazik bir sistemdir.
islemlenen 6rnek, sivi besiyeri tiplne ekilir ve tip vidalanir. 24 saat
sonra tlp ters cevrilerek kati besiyerine subkulltiri yapilmis olur.
Geleneksel ydntemlerden daha kisa siUrede, ortalama 10-14 glinde
izolasyonun gergeklestigi kabul edilmektedir. MGIT, Middlebrook 7H9
buyyon, kazein pepton ve gliserol iceren hazir besiyeri ortamidir.
Besiyeri zenginlestirici sivi (oleik asit ve diger bilesiklerden acgiga ¢ikan
toksik drlnler) ve polimiksin B, nalidik asit, trimetoprim, ve azlosilinden
olusan, kontaminant bakterilerin Gremesini engelleyen antibiyotik sivisi
(PANTA) ile birlikte satilmaktadir. TlpUn dibinde bulunan oksijene
duyarh floresans indikatérQ ile Gremenin erken dénemde saptanabildigi
ileri siirlilmektedir *°.

2.7.2.1 Klltirlerin Degerlendirilmesi

Kultdrler ilk 3-5 gin iginde bakteri kontaminasyonu veya
hizli Greyen mikobakteriler agisindan, sonrasinda ise haftada iki gin
dremenin kontrolU agisindan degerlendirilmelidir. Rutin olarak kulttrlerin
pozitif olarak degerlendirilip atilmasi icin ortalama 6-8 haftalik
inkiibasyon &nerilmektedir'”'?. ARB pozitif drnekte genellikle 2—4 hafta
icinde Ureme gbézlenir. Ancak mikroskobik incelemede ARB pozitif
drneklerin kaltGrlerinde bu sire iginde Ureme gbézlenmez ise ek olarak
dért hafta daha bekletilmesi uygundur. Kalttrlerin degerlendiriimesinde
dreme hizi, pigmentasyon, koloni morfolojisi ve koloni sayisi tzerinde
durulmalidir. Besiyerinde Ureyen kolonilerden yapilan preparatlar ARB
ile boyanmali ve mikroskopik olarak mikobakterilerin Uremesi
dogrulanmalidir. Kolonilerden yapilacak gesitli biyokimyasal ve fenotipik
testler yardimiyla da tGr ayrimi yapilabilir. M. tuberculosis kolonisi “sigil”
seklinde diye tanimlanir. Bunlar kuru, mat, ylzeyi partikld, kigik
kolonilerdir. Fotokromojenler olarak siniflandirilan mikobakteriler 1s1k
altinda sikotokromojenler ise karanlikta pigment yaparak renkli koloniler
olustururlar'®4®.
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Tablo 4. Mycobacterium tuberculosis’in lretilmesinde kullanilan besiyerlerinin

siniflandirmasi’?

1) igerikleri yéniinden

a) Sentetik besiyerleri: Sauton, Long .

b} Yan sentetik besiyerleri’Yumans,
Dubos, Middlebrook

c) Kompleks besiyerleri: Yumurtal,
Léwenstein-Jensen, Ogawa, Amerikan
Trudeau besiyerleri .

2) Goriiniisleri ve sunus
sekline gore

a) Kati Besiyerleri;, Lowenstein-Jensen,
Middlebrook,  Amerikan Trudeau
besiyerleri .

b} S besiyerleri: Sauton, Youmans,
Sula, Middlebrook.

c) Kansik besiyerlen: Gliserinli, patatesli
buyyon, Kanh Tarshis .

3) Kullamim amaglarina gore:

a) Primer kdltor “Basil ayinm  icin”
Léwenstein-Jensen, Amerikan Trudeau,
agarl Middlebrook, Cgawa

b) Arastirma icin: Ureme siresi ve sekli,
antibiyogram, Youmans vasati.

c) Uretim igin besiyeri: Tuberkilin, BCG
vs. igin (Souton, Reid, Long)
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Tablo 5. Kiiltiir sonuclarinin DSO Kriterlerine Gore Degerlendirilmesi'’

v Eger klltUrde kontaminasyon var ise; derhal rapor edilir, yeni
bir érnek istenir.

v Eger klltdr pozitif ve Ureyen materyal M. tuberculosis olarak
tanimlanmis ise; klinisyene derhal rapor edilir.

v Dérdlncl haftada kultlirde Ureme yok ise; dn rapor
génderilebilir.

v 8. haftada kesin rapor verilir, dnceden verilen &n raporlar yok
edilir. Hasta dosyasina son rapor yerlestirilir.

o () : Ureme yok

« Koloni sayisi : 1-19 koloni Urediginde koloni sayisi
verilmelidir (érnegdin;12 koloni)

o (+) . 20-100 Kkoloni

o (+¥) : 100-200 koloni

o (++4) : 200-500 koloni (genellikle birlesmis
koloniler seklinde Ureme

o (F+++) :500 koloniden daha fazla (birlesmis
koloni seklinde (reme)

« Kontaminasyon: Tum besiyerlerinde kontaminasyon

(kUltdrln tekrar edilmesi gerekir).

M. tuberculosis klltirde beyaz ya da sariya yakin renkte,
plrthklt, kabarik ve dizensiz kenarli koloniler olusturur. Niasin testi
pozitiftir. Uredikten sonra sodyum nitrat, nitrite redikte ederler. Oda
Isisinda katalaz aktiviteleri vardir. Bu 6zellikleri ile diger mikobakteri
tiirlerinden ayrihirlar™.

b) Histopatolojik inceleme:

Tlberkllozun klasik patolojik gérintist kazeifiye nekroz
alanlarininin bulundugu granilomatz dokudur?’.

2.7.3.Yeni indirekt Tani Yontemleri

a) Serolojik Testler:

Gerek mikobakteri sivi kdltird ortamlarinda, gerekse
dogrudan klinik &rnekte, mikobakterilerin antijenlerinin imminolojik
yéntemlerle  (RIA-ELISA) saptanmasi, son yillarin  calisma
konularindandir®.

Serolojik testler, tlberkuloz tanisinda gesitli sebeplerden
dolay! yeterli duyarlilik ve 6zgUlligi saglayamamaktadir®®.
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b) Adenozin Deaminaz (ADA) dizeyi Olgiim(i:

ADA, adenozinin inozine dénisimuni katalizleyen bir
enzimdir; monositler, makrofajlar ve 6zellikle T lenfositler gibi cesitli
hiicrelerin mattrasyonu ve diferansiyasyonu icin gereklidir. Cesitli
hastaliklarda, bu enzim diizeyinde yilkselme olabilir. ilgili bélgelerin
tiberkilozla tutulumunda plevral, perikardiyal ve beyin-omurilik
sivilarinda ADA diizeyinde yiikselme oldugu bildirilmistir *°.

c)  Lizozim Diizeyi Olgiim(i:

Bu bakteriyolitik protein, normalde serumda, aktive
makrofaj ve  monositlerle  grandlositlerde  bulunur. Plevra
tiberkilozunda, lizozim konsantrasyonunda ve plevra sivisi/serum
lizozim oraninda yiikselme oldugu bildirilmistir®.

2.7.4 Yeni Direkt Tani Yontemleri:

a) Radyometrik Kdltir Yéntemleri (BACTEC)

Middlebrook, Reggiardo ve Tigert 6zel bir ortamda M.
tuberculosis Uremesini saptayabilen otomatize radyometrik bir yéntem
bulmuslardir. Daha sonralari bu yéntem, ticari olarak gelistirilmis bir
cihaza (BACTEC) uyarlanmistir®.

Bu yéntemde, eritme, dekontaminasyon ve konsantrasyon
islemlerinden gegcirilen klinik érnekler (balgam, mide sivisi, idrar, kan,
brons lavaji, vicut sivilari, doku vb.) Karbon 14 ile isaretlenmis palmitik
asit igeren kdltdr ortamina (Middlebrook 7H12 besiyeri) ekilir.
Mikobakteriler Uremeleri sirasinda besiyerinde bulunan yag asitlerini
metabolize ederler ve bu sirada '*CO; olusur. Ortaya gikan CO>
kaltdr kabinin Gzerinde toplanir. BACTEC aleti, icinde bulunan her bir
kiiltir kabindaki COy'in belirli aralarla radyoaktivitesini élcer. Her bir
kaltdr kabindaki 0-999 sinirlari iginde sayi olarak saptanir. Bu sayilar
blylme indeksini gbésterir. Eger klinik 6rnekte mikobakteriler varsa
bilylime indeksi artar, yoksa diisiik olacaktir’.

BACTEC yéntemi ile klinik érnekte mikobakterilerin varhigi,
geleneksel kultar yéntemlerine gére, cok daha erken slrede saptanir.
BACTEC yéntemi ile Greme zamani 4—8 guindir. Yine bu yéntem ile ilac
duyarlilik testleri 4-8 gtinde sonuclanir. Béylece ortalama, ilk izolasyon,
tlr belirleme ve in-vitro duyarhlik, radyometrik yéntemle 14-21 giinde
elde edilir.

Hizli radyometrik yontemin énemli avantajlarindan birisi de
tiberkiloz tedavisinde kullanilan ve majér bir ajan olan pirazinamide
kars! invitro duyarlilik testinin yapilabilmesidir 2.
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b) Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrofotometresi:

Mikobakterilerin hlcre duvarinda c¢ok miktarda lipit
bulunur. Bazi lipit formlarinin degisik kromatografik y&ntemlerle
belirlenmesi hizli tanida yararli olabilir. Bu amagla tuberkilostearik asit
ve mikolik asit tayinleri kullaniimaktadir®®.

iyon izlenimi metodunu kullaniimis, bu metot 0,6 pqg gibi
oldukga disuk tuberkulostearik asit diizeyini saptayabilir. Tek sakincasi
tuberkdilostearik asitin sadece M. tuberculosis’de degil tiberklloz digi
mikobakterilerde ve aktinomiceslerin diger Uyelerinde de bulunmasidir.
Bu ydntem tlberkiloz prevalansinin ylUksek oldugu Ulkelerde yararli
olabilir. Pahali cihazlara ve birbirini izleyen &rnek analizlerine
gereksinim gdéstermesi olumsuz yénudir. M. gordanae disinda tim
mikobakterilerde Uretilen bir yagd asidi olan tuberkilostearik asit,
tliberkiiloz menenijitinin hizli tanisinda degerlidir®.

Mikobakteriye spesifik olan mikolik asidin saptanmasi da
tani  ybéntemi olarak tartisiimaktadir. High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) ile mikobakteriayel klltirlerde bu madde
belirlenebilmektedir. Bu yéntem icin 10’—10° mikobakteri gereklidir®.

c¢) Genetik ve Immdinolojik Problar

Birbirini tamamlayici nikleik asit zincirlerinin, bir araya
gelerek kalici ¢ift zincir olusturmasi esasina dayanir. En yaygin olarak
kullanilan problar, radyoaktif izotopla isaretli tek zincirli High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) problaridir. Bu problarla
tani konabilmesi icin 10°-10° basil gereklidir. Bu nedenle klinik
Orneklerde vyeterli sonu¢ alinamaz; c¢ogalmakta olan kiltUrlerde
uygulanmasi anlamhidir. Test edilen drnek sayisina gére 2-8 saatte
islem tamamlanmaktadir. Sensitivitesi %90" In (zerinde spesifitesi
%100’ dir***

d) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Spesifik DNA dizilerinin, bir primer araciig ile
ybnlendirilen in vitro enzimatik amplifikasyonu ydntemidir. Bu teknik ile
birka¢ saat icerisinde spesifik DNA dizisinin bir milyondan fazla kopyasi
elde edilir. Klinik 6rnekteki 10—100 mikobakterinin nikleik asidi, PCR ile
yeterince cogaltilabilirse daha sonra &6zgll niUkleik asit problari ile
saptanabilir. Ginimuzde, klinik érneklerde mikobakterilerin saptanmasi
ve tip tayinlerinde, PZR teknolojileri kullaniimaktadir. Klinik
calismalardan elde edilen ilk veriler, yayma pozitif akciger tlberkilozlu
hastalarda, PZR'in yiksek tanisal bir duyarlihda sahip oldugunu, fakat
yayma negatif, koltir pozitif hastalarin saptanmasinda sorunlar
bulundugunu gbéstermektedir. Yayma pozitif ve kiltdr pozitif érneklerin
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%88-95’inde, fakat yayma negatif kaltlr pozitif érneklerin sadece %57-
71’inde PZR pozitifligi saptanmistir. Buna ek olarak eski tlberkiloz
dykusune sahip hastalarda PZR'in pozitif bulundugu, PZR’in canh ve
61t basilleri ayirt edemedigi gdsterilmistir®®.

e) Ligaz Zincir Reaksiyonu:

Bu molekdler biyolojik yéntemde, enzim olarak DNA ligaz
kullanilir. DNA ligaz iki DNA parcasini ¢ift sarmal olusturacak sekilde
birlestirir.  Bir nilkleotidde bile mutasyon olsa bu yéntemle
saptanabilecektir. Bu yontem Ozellikle ilag c¢alismalari igin umut
vermektedir®®.

f) DNA parmak izi (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

Restriksiyon endonikleazlar, DNA’y1 belirli noktalardan
kesen enzimlerdir. Enzimin tanima bdlgesi, klasik olarak 4-8 nikleotid
arasinda degisir. Enzim ile kesim sonucunda olusan pargalar,
elektroforez ile ayrilabilir. Bu yontem &zellikle epidemiyolojik calismalar
icin dnemlidir®.

g) Luciferase Reporter Assay:

Bu yoéntem, ilag direncinin hizli belirlenmesi igin
geligtirilmistir. Ates bdceklerinin 11k Uretme sistemi olarak taninan
lusiferaz, ATP varhiginda lusiferin ile etkilesir ve 1sik yanar. Bir
mikobakteriyofaj igine lusiferaz geni yerlegtirilir. Mikobakteriyofaj,
mikobakteriye baglaninca faj DNA’si bakteriye enjekte olur. Basil iginde
lusiferaz Uretilir. Ortama antimikobakteriyel ajan konunca, basil ilaca
duyarli ise, ATP Uretemez ve 1sik olusmaz®.
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3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Mikrobiyolojik Caligmalar

3.1.1. Gerec ve YOntem

3.1.1.1. Mikroorganizmalar

Hastadan izole edilmig, kultirde Uretiimis ve ARB’si
yapilmis M. tuberculosis susu ve Refik Saydam Hifzisihha Merkezi
Tlberkiloz Referans Laboratuarindan temin edilen M. tuberculosis
H37Rv referans susu calismalarda kullaniimigtir.

3.1.1.2. Besiyerleri

Lowenstein-Jensen besiyeri (Difco):

(Monopotasyum dihidrojen fosfat (KH2PO.) 0,6 g
Magnesyum sdilfat (MgSO4 12 H20) ... 0,06 g

Magnesyum sitrat 0,159
Asparajin 09¢g
Patates unu 30g
Malasgit Yesgili (%2) 5ml
Distile su 150 ml
Yumurta 7 adet
Gliserin L 3 mi

Modifiye Besiyeri- A

Kartofel-Glukoz-Agar (Merck).. 9,75 ¢

Pepton 1,259
Gliserin 3 mi
Malasityesili ...l 7 mi
Distlesu . 150ml
Yumurta 7 adet
Malagit Yesili (%2) 5ml

Modifiye Besiyeri— B

Glukoz (Merck) ... 10 ¢
Agar (Difco) 109
Haslanmis havug ezmesi.............. 59
Gliserin 3ml
Malasit yesili (%2) .o 7ml
Distlesu 150 ml
Yumurta 7 adet
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Modifiye Besiyeri— C

Glukoz (Merck) ... 10 ¢
Agar (Difco) 10 ¢
Haglanmig bezelye ezmesi.............. 59
Gliserin 3ml
Malasit yesili (%2) .o 7ml
Distlesu 150 ml
Yumurta 7 adet

Modifiye Besiyeri —D

Agar (Difco) 10 g
Glukoz (Merck) ... 10 ¢
Gig elmapdresi ... 59
Gliserin 3ml
Malasit yesili (%2) .o 7ml
Distlesu 150 ml
Yumurta 7 adet

3.1.1.3. Cam malzemeler

Test tlpleri

Petri kutusu

Balon Joje

Cam boncuk (3 mm ¢apl)

Cam pipetler (Greiner) (1 ml, 5ml, 10ml)
Cam huni

3.1.1. 4. Cihazlar

Otoklav (Nave OT 4060)
Pasteur firini (Heraueus NR 900)
Vorteks (Firlabo. sa)

Etlv (NGve)

Hassas terazi (Shimadzu)
Mikroskop (Olympus)

pH metre (Appoyal)

Guvenlik kabini

Su banyosu (Kotterman)
Otomatik pipet (Greiner) (5ml)
Magic Bullet (Ezici)



3.1.2 Yontem

3.1.2.1 Malasit Yesili Sollisyonu Hazirlanmasi

2 g malasit yesili steril bir havan icinde ezildi. 100 ml steril
distile su icinde homojenize edilerek besiyerlerine uygun miktarda ilave
edildi.

3.1.2.2 Yumurtalarin Hazirlanmasi

1) Yumurta kabuklari firca ile ve musluk suyu &éninde
temizlendi ve kurutma kagidinin tstinde kurutuldu.

2) Yumurta kabuklarinin dezenfeksiyonu igin, alkol
emdiriimis gazl bezle yumurtalarin dig yilzeyi ovuldu ve alkollin
kurumasi beklendi.

3) Iclerinde cam boncuklar olan bilyilk cam balonlara
yumurtalar tek tek kirildi.

4) Yumurtalar homojenize oluncaya kadar kuvvetlice ve
hizla ¢calkalandi.

5) Yumurtalar, gazli bez konmus huniden, temiz bir balon
icine stzaldd.

3.1.2.3 Loéwenstein—Jensen Besiyerinin Hazirlanmasi

1) Merck firmasina ait hazir besiyerinden 18,75 ¢
tartilarak cam balona konuldu.

2) Steril distile su ilave edildi.

3) 3ml gliserol ilave edildi.

4) Karisimin homojen bir sekilde ¢dziinebilmesi icin 90° C
su banyosunda 30 dakika bekletildi.

5) Uygun miktar %2’lik malasit yesili ¢ozeltisi, pipetle
balon kenarindan ilave edildi.

6) Homojenize edilmis yumurtalar, bu karisima huni
yardimi ile hava kabarcigi olmamasi igin yavasga ilave edildi.

7) Besiyerinin pH’I pH metre ile kontrol edildi.

8) Besiyerlerinin pH' sini 7,4-7,6 ya ayarlayabilmek icin
%10‘luk NaOH veya %10’luk HCI kullanildi.

9) Hazirlanan besiyeri steril tlplere esit miktarda, hava
kabarcigl olusmayacak sekilde tlplerin yan duvarindan aktarildi. Battin
bu islemler bek alevinde gerceklestirildi.

10) Tupler tablalara yatik olarak yerlestirildi.

11) Hava kabarciklarinin olusmasi halinde, kabarciklar
kaybolana kadar tlpler hafifge salland.

12) Onceden 80° C’ ye ayarlanmis koagilatére yerlestirildi
ve 1 saat koagule edildi.
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3.1.2.4 Modifiye Besiyeri —A’ nin Hazirlanmasi

1) Maddeler hassas terazide tartilarak cam balona kondu.

2) Steril distile su ilave edildi.

3) 3ml gliserol ilave edildi.

4) Karisimin homojen bir sekilde ¢dziinebilmesi icin 90° C
su banyosunda 30 dakika bekletildi.

5) Uygun miktar %2’lik malasit yesili ¢bzeltisi pipetle
balon kenarindan ilave edildi.

6) Bu karisima homojenize edilmis yumurtalar huni
yardimi ile hava kabarcigi olmamasi igin yavasga ilave edildi.

7) Besiyerinin pH’'I pH metre ile kontrol edildi.

8) Besiyerlerinin pH’sini 7,4-7,6’'ya ayarlayabilmek icin
%10 ‘luk NaOH veya %10’luk HCI kullanildi.

9) Hazirlanan besiyeri steril tlplere esit miktarda, hava
kabarcigl olusmayacak sekilde tlplerin yan duvarindan aktarildi. Battn
bu islemler bek alevinde gerceklestirildi.

10) TUpler tablalara yatik olarak yerlestirildi.

11)Hava kabarciklarinin olugmasi halinde, kabarciklar
kaybolana kadar tlpler hafifge salland.

12) Onceden 80° C'ye ayarlanmis koagllatére yerlestirildi
ve 1 saat koagule edildi.

3.1.2.5 Modifiye Besiyeri —B’ nin Hazirlanmasi

1) Maddeler hassas terazide tartilarak cam balona kondu.

2) Kabuklar soyulmus havug, suyu bitene kadar
haslandi.

3) Magic Bullette ezildi ve uygun miktar tartilarak balona

ilave edildi.

4) Steril distile su ilave edildi.

5) 3ml gliserol ilave edildi.

6) Karisimin homojen bir sekilde ¢dziinebilmesi icin 90° C
su banyosunda 30 dakika bekletildi.

7) Uygun miktar %2’lik malasit yesili ¢bzeltisi pipetle
balon kenarindan ilave edildi.

8) Bu karisima homojenize edilmis yumurtalar huni
yardimi ile hava kabarcidi olmamsi i¢in yavasca ilave edildi.

9) Besiyerinin pH’1 pH metre ile kontrol edildi.

10) Besiyerlerinin pH’sini 7,4-7,6'ya ayarlayabilmek igin
%10‘luk NaOH veya %10’luk HCI kullanildi.

11)Hazirlanan besiyeri steril tlplere esit miktarda, hava
kabarcigl olusmayacak sekilde tlplerin yan duvarindan aktarildi. Battn
bu islemler bek alevinde gerceklestirildi.
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12) TUpler tablalara yatik olarak yerlestirildi.

13)Hava kabarciklarinin olugsmasi halinde, kabarciklar
kaybolana kadar tlpler hafifce sallandi.

14) Onceden 80° C'ye ayarlanmis koagllatére yerlestirildi
ve 1 saat koagule edildi.

3.1.2.6 Modifiye Besiyeri —C’ nin Hazirlanmasi

1) Maddeler hassas terazide tartilarak cam balona kondu.

2) Bezelye taneleri yumusayincaya kadar kaynatildi.

3) Haslanmis bezelyelerin kabuklari steril eldiven
giyilerek soyuldu uygun miktarda cam balona ilave edildi. Steril distile
su ilave edildi.

4) 3ml gliserol ilave edildi.

5) Karisimin homojen bir sekilde ¢6ziinebilmesi icin 90° C
su banyosunda 30 dakika bekletildi.

6) Uygun miktar %2’lik malasit yesili ¢bzeltisi pipetle
balon kenarindan ilave edildi.

7) Bu karisima homojenize edilmis yumurtalar huni
yardimi ile hava kabarcidi olmamsi i¢in yavasca ilave edildi.

8) Besiyerinin pH’'I pH metre ile kontrol edildi.

9) Besiyerlerinin pH'sini 7,4-7,6' ya ayarlayabilmek igin
%10 ‘luk NaOH veya %10’luk HCI kullanildi.

10) Hazirlanan besiyeri steril tlplere esit miktarda, hava
kabarcigl olusmayacak sekilde tlplerin yan duvarindan aktarildi. Battn
bu islemler bek alevinde gerceklestirildi.

11) TUpler tablalara yatik olarak yerlestirildi.

12)Hava kabarciklarinin olusmasi halinde, kabarciklar
kaybolana kadar tlpler hafifge salland.

13) Onceden 80° C'ye ayarlanmis koaglilatére yerlestirildi
ve 1 saat koagule edildi.

3.1.2.7 Modifiye Besiyeri =D’ nin Hazirlanmasi

1) Maddeler hassas terazide tartilarak cam balona
kondu.

2) Elmanin kabugu soyulduktan sonra Magic Bullette
plre haline getirildi. Uygun miktarda tartilarak cam balona ilave edildi.

3) Steril distile su ilave edildi.

4) 3ml gliserol ilave edildi.

5) Karisimin homojen bir sekilde ¢6ziinebilmesi icin 90° C
su banyosunda 30 dakika bekletildi.

6) Uygun miktar %2’lik malasit yesili ¢bzeltisi pipetle
balon kenarindan ilave edildi.

7) Bu karisima homojenize edilmis yumurtalar huni
yardimi ile hava kabarcidi olmamsi i¢in yavasca ilave edildi.
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8) Besiyerinin pH’I pH metre ile kontrol edildi.

9) Besiyerlerinin pH’sini 7,4-7,6’'ya ayarlayabilmek icin
%10 luk NaOH veya %10’luk HCI kullanildi.

10) Hazirlanan besiyeri steril tlplere esit miktarda, hava
kabarcigl olusmayacak sekilde tlplerin yan duvarindan aktarildi. Battn
bu islemler bek alevinde gerceklestirildi.

11) TUpler tablalara yatik olarak yerlestirildi.

12)Hava kabarciklarinin olusmasi halinde, kabarciklar
kaybolana kadar tlpler hafifge salland.

13) Onceden 80° C'ye ayarlanmis koagilatére yerlestirildi
ve 1 saat koagule edildi.

Besiyerinde kullanilan elmalar pigirilerek de ayni
modifikasyon denendi.

3.1.3 Inokulum Hazirlanmasi

Kati besiyerinde dremis M. tuberculosis H37Rv
kolonilerden 1’er 6ze dolusu alinarak, cam boncuklu, 5 ml distile su ile
ayri ayri suspanse edildi. Slspansiyon vortekslenerek homojenize
edildi. 20-30 dakika beklendi. Stpernatan steril bir cam tipe alindi.
Bulanikhdl McFarland 0,5 yogunluguna gelinceye kadar slUpernatan
steril distile su ilave edilerek stok kultUrler hazirlandi.

inokllasyon hazirlik ve besiyerlerine inokilasyon iglemleri
biyolojik glivenlik kabininde yapildi.

3.1.4 Besiyerlerine inokiilasyon

Léwenstein-densen ve 4 Modifiye besiyerinden 21’er adet
mikropipet yardimiyla, klinik M. tuberculosis izolat ve M. tuberculosis
H37 Rv suslarindan 0,2 ml inokule edildi. Tip ve petrilerin agizlari
parafin bant ile kapatildi.

Besiyerine inokulumlarin absorbsiyonu igin tipler, ekim
yapilan ylizeyleri yukariya bakacak sekilde tepsilere yerlestirildi, 37°C’lik
inkUbatdre konuldu. Besiyerlerindeki kurumayi énlemek icin inkibatérin
icine dizenli olarak iginde su bulunan agzi agik petriler konuldu,
besiyeri bulunan tip ve petrilerde parafin bandi ile kapaklari bantlandi.
ilk birkag gin icinde tlpler kontrol edilerek, diger bakterilerle
kontaminasyon olasiligi igin kontrol edildi. Besiyerlerinin sterilite
kontroli amaciyla M. tuberculosis H37Rv ve M. tuberculosis izolat sus
ekilmemis besiyerleri de test edildi.

1,2, 3,6, 9, 12, 15, 18, 21 ve 24'ncl gunlerde Greme
kontrolU yapildi. Uremeler zaman ve yodunluk acisindan degerlendirildi.

Olusan kolonilerden preparat hazirlandi ve Ziehl-Neelsen
yéntemiyle boyanarak ARB varligi dogrulandi.
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3.2 istatistiksel Analiz

Verilerin analizi igin SPSS (Statistical Package for Social
Science) 11,5 paket programi kullanildi. Ureme siddetine iligkin
tanimlayici istatistikler ortanca (minimum - maksimum) olarak gdsterildi.
Besiyerleri ve glnler arasinda treme yogunluk yéninden istatistiksel
olarak anlamli bir farkin olup olmadigr Kruskal Wallis testiyle incelendi.
Kruskal Wallis test istatistiginin anlamli bulundugu durumlarda ise
Kruskal Wallis ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak anlamli farka neden
olan besiyerleri ve gunler belirlendi. Olasi tim alt grup
karsilastirmalarinda Bonferroni Duzeltmesi yapildi. Tum sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (p<0,05).

3.3 Besiyerlerinin Maliyet Hesaplari

3.3.1 Lowenstein-Jensen’in Maliyet Hesabi®'52

Léwenstein-densen (Merck) 3,986 YTL
(Monopostassium phosphate (KH2PO.)
Magnesium sulfate (MgSQO4 12 H-0)

Magnesium Citrate

Patates unu

Asparagine

Malagit Yesili (%2)

Yumurta 1,050 YTL
Gliserin 0,245 YT

TOPLAM MALIYETI: 5,281YTL/250ml|

3.3.2.Modifive Besiyeri- A’'nin Maliyet Hesabi®'>2

Kartofel-Glukoz-Agar (Merck) 1,675 YTL
Pepton 0,159 YTL
Gliserin 0,245 YTL
Malasit yesili 0,381 YTL
Yumurta 1,050 YTL

TOPLAM MALIYETI: 3,51 YTL/250ml
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3.3.3 Modifiye Besiyeri — B’nin Maliyet Hesabi

51,52,53

Glukoz (Merck)

Agar (Difco)

Haslanmis havug ezmesi
Gliserin

Malasit yesili

Yumurta

TOPLAM MALIYETI:

3.3.4 Modifiye Besiyeri — C’nin maliyet hesabi

0,922 YTL
1,969 YTL
0,002 YTI
0,245 YTL
0,381 YTL
1,05 YTL

4,569YTL/250ml

51,52,53

Glukoz (Merck)

Agar (Difco)

Haslanmis bezelye ezmesi
Gliserin

Malasit yesili

Yumurta

TOPLAM MALIYETI:

3.3.5 Modifiye Besiyeri —D’nin maliyet hesabi

0,922 YTL
1,969 YTL

0,0065 YTL

0,245 YTL
0,381 YTL
1.050 YTL

4.5735 YTL/250ml

51,52,53

Agar (Difco) 1,969 YTL
Glukoz (Merck) 0,922 YTL
Cig elma puresi 0,006 YTL
Gliserin 0,245 YTL
Malasit yesili 0,381 YTL
Yumurta 1,050 YTL
TOPLAM MALIYETI: 4,573 YTL/250ml
Tablo 6. Besiyerlerinin toplam maliyetleri *°*

Besiyeri 250 ml Toplam maliyeti

Lowenstein -Jensen 59.281YTL

Modifiye -A 35TYTL

Modifiye —-B 4 569 YTL

Modifiye —C 45735 YTL

Modifiye -D 4573 YTL
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Tablo 7. Besiyerinde kullanilan maddelerin ekonomik degerleri®*>*

Birim Kullanilanin

miktarlar YTL degeri 1000g fiyat
Lowenstein- 1875 g 3,086 YTL 212 57 YTL
Jensen
Pepton 125g 0,159 YTL 127,13 YTL
Agar 10 g 1,969 YTL 196,88 YTL
Patote- 9,759 1,675 YTL 171,79 YTL
dekstroz-agar
Malagit yesili 07g 0,381 YTL 544 17 YTL
Gliserin 3 ml 0,245 YTL 1,63 YTL
Yumurta adet 1 adet 0,15 YTL 0,15 ¥YTL
Elma 59 0,006 YTL 1,20 YTL
Bezelye 5g 0,0065 YTL 1,30 YTL
Havug 5g 0,002 YTL 0,40 ¥YTL
Glukez 10 g 0,922 YTL 92,182 YTL

4. BULGULAR

Léwenstein-densen besiyeri ve formilasyonlari ilk defa
denenen 4 modifiye besiyerine (Patatesli Modifiye Besiyeri-A, Havuglu
Modifiye Besiyeri-B, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C ve Elmali Modifiye
Besiyeri-D) M.tuberculosis izolati ve referans sus olarak M. tuberculosis
ATCC 27294 H37Rv inokile edilerek 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24.
glnlerde dreme kontrolleri yapildi. 1, 2, 3. gunlerdeki ekimler
mikobakteri digi bakterilerilerle kontaminasyonu kontrol etmek amaci ile
yapildi ve kontaminasyon olan érnekler ayrildi. 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 ve
24. glnlerde vyapilan kontrolde Ureme yogunlugu ve dereceleri
besiyerleri izlem tablolarina kaydedildi.

Elmali besiyerinin hazirlanmasinda hem ¢i§ hem de
pismis elma kullaniimis fakat Mikobakteri Gremelerinde anlamli bir fark
gO6ralmemigtir.

M. tuberculosis’in besiyerlerindeki treme dereceleri Dinya

Saglik Orgiti’nin koloni sayilarina gére hesaplanan derecelendirme
tablosu kullanilarak degerlendirildi”.
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Mycobacteriumun Gremeye baglama zamani ve
yogunlugu degerlendirildi. Buna gére 9. giinde bitlin besiyerlerinde
Ureme goéruldd. Burada olugan koloni sayilari, Dinya Saglk
Orgiti’'niin belirledigi uluslararasi derecelendirme tablosuna gére
degerlendirildi. Patatesli Modifiye Besiyeri-A, Bezelyeli Modifiye
Besiyeri-C ve Elmali Modifiye Besiyeri-D'’de Ureme yogdunlugu
birbirine yakin olmakla beraber Ureme yogunluklarinin Léwenstein-
Jensen besiyeri ve Havuglu Modifiye Besiyeri-B besiyerlerine gére
daha fazla oldugu tespit edildi. Ldéwenstein-dJensen besiyeri ve
Havuglu Modifiye Besiyeri-B’'nin Greme yogunlugu birbirine yakin
g6ruldi ancak anlamh bir fark bulunamadi. Ureme yogunluklarina
baktigimiz zaman en iyi Gremenin, Patatesli Modifiye Besiyeri-A ve
Elmali Modifiye Besiyeri-D’de oldugu goértlmekle birlikte aralarinda
anlamli bir fark tespit edilemedi. Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C ve
Elmali Modifiye Besiyeri-D’nin de Patatesli Modifiye Besiyeri-A ile
aralarinda anlamli bir fark bulunamadi.

Yine 12. ginde de Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C ile
Elmali Modifiye Besiyeri-D besiyeri Greme yogunluklari arasinda
anlamh bir fark bulunmadi. Modifiye Besiyeri-C ve Elmali Modifiye
Besiyeri-D en fazla Greme yogunluguna sahiptir. Bezelyeli Modifiye
Besiyeri-C'nin  yogunlugu LOwenstein-Jensen’ den daha fazla
bulunmakla birlikte aradaki fark anlamli degildir. Patatesli Modifiye
Besiyeri-A ve Bezelyeli Modifiye Beziyeri-C arasinda anlamli bir fark
olmamakla beraber en az yogunluk bu iki besiyeri arasinda
g6ralmastir. 9cu gln ile 12. gunler arasinda Patatesli Modifiye
Besiyeri-A, Havuglu Modifiye Besiyeri-B, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-
C ve Elmah Modifiye Besiyeri-D'’de ve Léwenstein —Jensen
besiyerlerinde anlamh bir fark bulunmus fakat Patatesli Modifiye
Besiyeri-A’ da 9.cu gun ve 12. glnler arasinda anlamli bir fark
gOralmemigtir.

15. glnde LoOwenstein-Jensen Besiyeri, Bezelyeli
Modifiye Besiyeri-C ve Elmali Modifiye Besiyeri-D besiyerlerinin
dreme yogunluklar arasinda anlamli bir fark gérilmemistir. Patatesli
Modifiye Besiyeri-A’da UGreme yogunlugu fazla oldugu icin
Léwenstein-densen besiyerine gbére anlamli olarak farklh bulunmustur
(p<0,05). Burada anlamli bir fark da elmali Modifiye Besiyeri-D ile
Havuglu Modifiye Besiyeri-C arasinda gérilmustir (p<0,05).

18. glnde Loéwenstein-densen ile elmali Modifiye
Besiyeri-D’'nin Greme yogdunlugu diger butln besiyerlerinden yogun
bulunmus ve aralainda anlaml bir fark gdérilmemistir. Patatesli
Modifiye Besiyeri-A, havuglu Modifiye Besiyeri-B ve bezelyeli
Modifiye Besiyeri-C arasinda anlamli bir fark gérilmemistir.
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21. glnde Léwenstein-densen besiyerinden daha sonra
Patatesli Modifiye Besiyeri-A'’da Ureme yogunlugu en fazladir.
Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C ile Havuglu Modifiye Besiyeri-B
arasinda anlamli bir fark gérilmemigtir.

Héiy,l;glus:r' -
Modifiye-B
| besiyeri

Sekil 7. Patatesli Modifiye-A Besiyeri ve Havuclu Modifiye Besiyeri-B’nin
Gorunumleri
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Tablo 8. Besiyerleri icerisinde Giinlere Gére Suslar Arasinda Ureme Siddet Skorlarinin Dagilimi

Kontrol Grup A Grup B Grup C Grup D
Izolat  H37RV p Izolat  H37RV p Izolat  H37RV p Izolat  H37RV p Izolat  H37RV p
9.Glin 0(0-1) 0(0-1) 0.003* 1(02 1(0-2 0668 1(0-1) 0(0-1) 0003 1(0-2 0(0-2 008 1(1-2) 1(0-2) 0.035
12.Gin  2(0-3) 2(0-3) 0958 1(0-3) 1(0-3) 0936 1(0-3) 1(0-3) 0.030° 2(1-3) 2(0-3) 0.007° 2(1-3) 2(0-3) 0.968
15.Gin 2(1-3) 2(1-3) 0.682 1(0-3) 2(0-3) 0.645 3(0-3) 1(0-3) 0.015% 2(1-3) 1(0-3) 0.006° 3(1-3) 2(0-3) 0.052
18.Gin  3(23) 3(2-3) 0682 2(1-3) 2(1-3) 0957 2(03) 1(03) 0135 2(1-3) 1(0-3) 0.004° 3(2-3) 2(0-3) <0.001
21.Gin 3(23) 3(23) 0682 2(1-3) 2(1-3) 0957 2(0-3) 1(0-3) 0081 2(1-3) 1(0-3) 0.010° 3(2-3) 2(0-3) <0.001

a Bonferroni Diizeltmesine gore bdlgeler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degil (p>0.002).

Tablo 9. Zamana Bagl Olarak Besiyerleri Arasinda Ureme Siddet Skorlarinin Dagilimi

Coklu Karsilastirma Sonuclar (p<0.001 ise gruplar arasindaki fark anlamli )
K-A K-B K-C K-D A-B A-C A-D B-C B-D C-D

Kontrol GrupA GrupB GrupC GrupD p?

9.Giin 0(-1) 1(0-2 1(0-1) 1(0-2) 1(1-2) <0.001 0,357 0,792 0,005 <0,001 0,511 0,068 0,011 0,011 0,002 0,509
12.Gdn 2(0-3) 1(0-3) 1(0-3) 2(1-3) 2(1-3) <0.001 0,099 0,874 0,014 0,057 0,136 <0,001 <0,001 0,009 0,040 0,571
15.Gdn 2(1-3) 1(0-3) 3(0-3) 2(1-3) 3(1-3) 0.003 0,008 0421 0,885 0,215 0,059 0,012 <0,001 0,509 0,042 0,167
18.Gin 3(2-3) 2(1-3) 2(0-3) 2(1-3) 3(2-3) <0.001 0,019 <0,001 0,021 0,459 0,215 0,962 0,002 0,198 <0,001 0,003
21.Gdn 3(23) 2(1-3) 2(0-3) 2(1-3) 3(2-3) <0.001 0,018 <0,001 0,020 0,454 0,258 0,967 0,002 0,241 <0,001 0,002

a Kruskal Wallis varyans testi
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Tablo 10. Besiyerleri ve suslar arasinda Greme skorlari grafigi

3 _
2
S
n 2
]
]
S
»
o
£ 14
o
)

0 B

izolat | H37RV| izolat |H37RV| izolat |H37RV| izolat |H37RV| izolat |H37RV
Kontrol Grup A Grup D
O 11.Gin B 14.Gin O 18.Gin O21.Giun W 24.Gln

Besiyerleri iginde suslarin Greme yogunluklarina baktigimiz
zaman 9. ve 12. glnler arasindaki Ureme yogunluklari Tablo 11’de
gOsterildigi  gibi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu
g6zlenmistir. Ldéwenstein-densen’de ve Elmal Modifiye Besiyeri-D
besiyerinde anlamli olarak artis olmustur. Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C ve
Havuclu Modifiye Besiyeri-B besiyerlerindeki artisin da anlamli oldugu
g6ralmagtar.

Yapilan Patatesli Modifiye Besiyeri -A, Havuglu Modifiye-B,
Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C, Elmali Modifiye Besiyeri -D ve Léwenstein-
Jensen besiyerinde Ureyen kolonilerden yapilan Ziehl-Neelsen ile boyama
yéntemi ile M. tuberculosis varhdi dogrulandi. Tum besiyerinden yapilan
subkiltlr sonucu pasajlarinda treme tekrar gérilmistar.

Bizim calismamizda kullandigimiz meyve ve sebzeler;
patates, havug, elma ve bezelye dinyanin her yerinde ve her mevsim
bulunan 6zel yetisme sartlari gerektirmeyen besin maddeleridir ve
maliyetleri ¢cok dugsuktdr, Hazirladigimiz Patatesli Modifiye Besiyeri-A,
Havuglu Modifiye Besiyeri-B, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C ve Elmali
Modifiye Besiyeri-D besiyerlerinin fiyatlari Léwenstein-dJensen’den daha
dUsiktdr.

Hazirladigimiz besiyerlerine baktigimiz zaman Léwenstein-
Jensen istatiksel olarak anlamli en pahalli besiyeri iken, Gremenin en
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erken basladigi ve en hizli olan Patatesli Modifiye Besiyeri-A besiyerinin
en ucuz besiyeri oldugu gérilmektedir.

5. TARTISMA

Tilberklloz binlerce yil 6ncesinden ginimize kadar ulagip
tlkemizdeki ve dinyadaki insanlarin, onlarin ailelerinin ve yasadiklar
toplumlarin hayatlarini  tibbi, sosyo-ekonomik ve kdiltirel agilardan
etkilemistir.

Tlberkllozun en énemli bulagsma yolu, akciger tiberkllozu
olan hastalarin balgam ile c¢ikardigi bakterilerin, saglikl kisiler tarafindan
solunum vyolu ile alinmasidir. Bu nedenle toplumu tlberkilozdan
korunmanin en 6nemli yolu tlberkiloz hastalarinin erken tanisi ve
tedavisinden geger.

Tlberkiloz hastaliginda son yillardaki en buyuk degisiklik
bakteriyolojik tani acisindan olmustur. Oncelikle, direkt mikroskopi ile
basilin gbsteriimesi, klinik bulgular ile uyum halinde tanida yeterli
g6rilmekte iken, 1950’li yillardan itibaren kadltir yéntemleri de dnem
kazanmaya baslamis, zamanla mikobakteriyoloji laboratuarlarinin,
hastaligin tani ve tedavisinin ydnlendiriimesinde énemli sorumluluklari
oldugu anlasiimigtir. Tlberklloz sUrveyansi salgin kontroll, hastalarin
tedavi uyumunun takibi ve egitim gibi konular yaninda, laboratuar
calismalari ve yapilmasi gerekenlere ¢ok dnemli bir bdlimU olusturmakta,
direkt tani yaninda, mutlaka kdltar ilag duyarhliklarinin ¢alisiimasi, ayrica
“M. tuberculosis kompleksi” taniminin en erken sekilde yapilmasinin
gerekli oldugu vurgulanmaktadir’.

Kultdr yapilmaksizin klinik 6rnegin yalnizca mikroskopta
incelenmesi, enfeksiyona karar vermek agisindan yeterli degildir. Bu
nedenle, etkenin tanimlanmasi, antitiberkiloz duyarlilik deneylerinin
uygulanmasi ve epidemiyolojik agidan incelenmesi icin, klinik érneklerin
mikobakterilerin Ureyebilecedi &zel ortamlara ekilmesi gerekmektedir.
Kullanilan Kkdltir ortamlardan biri Lowenstein-densen olmalidir. Kuiltir
yéntemleri, uzun yillardir tiberklloz tanisinda en guvenilir ydntem olarak
varhigini korumaktadir °'.

Son yillarda biyokimyadaki gelismeler bircok yeni ve hizl
molekdiler aragtirma ve tani yéntemlerinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu
arastirmalarin klinik mikrobiyolojide en 6nemli yansimalarindan biri ise,
molekuler tani yéntemlerini, kiltirde zor Uretilen veya hi¢ Uretilmeyen,
mikroskobik inceleme ile zor saptanan veya hi¢ saptanamayan enfeksiyon
etkenlerinin tanisinda kullaniimalaridir. Hizli kaltar sistemleri gelistiriimesi
ile bu siire ancak yariya indirilebilmistir®*. Bunlar icerisinde ézellikle PCR,
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kullanim kolayligi ve cesitli tani sistemlerine kolayca uygulanabilir olmasi
nedeniyle yaygin kullanim alani bulmustur. Bu incelemelerin yapilabilmesi,
zahmetli, uzun slre gerektiren, pahali jel elektroforez sistemleri ile
gerceklestirilebildiginden, c¢ok sayida 6rnegin islenip arastirildigi
laboratuarlarda kullanima girememistir. Molekuller teknikler ile birka¢ gin
icerisinde belirlenmesi, olanakli hale gelmistir. Ancak bu molekuler
ybntemler, uygulamadaki zorluklari nedeniyle, ginlik kullanima yaygin
olarak girememistir°.

Calismamizda M. tuberculosisin, hazirlanmasi kolay olan,
6zel laboratuar sartlari ve malzemeleri gerektirmeyen, herkes tarafindan
hazirlanabilecek, malzemelerinin temini kolay ve ucuz olan kultir ortamlari
hazirlamak amagclanmigtir. Gelistirdigimiz besiyerlerinin  uygunlugunun
belirlenmesi  icin  Léwenstein-Jensen  besiyeri  paralel  olarak
degerlendirmeye alinmistir.

Hazirladigimiz Patatesli Modifiye Besiyeri-A, Havuclu
Modifiye Besiyeri-B, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C, Elmali Modifiye
Besiyeri-D besiyerlerinde, az sayida M. tuberculosisin dahi bol miktarda
dremesinin saglanmasina yoénelik olarak calisilmistir. Hazirladigimiz
Patatesli Modifiye-A, Havuglu Modifiye-B, Bezelyeli Modifiye-C, Elmall
Modifiye-D olmak Gzere doért modifiye besiyerinde ve paralel olarak
calistigimiz Léwenstein- Jensen besiyerinde M. tuberculosis Uremesi
saglanmistir.

Yapilan Patatesli Modifiye-A, Havuglu Modifiye-B, Bezelyeli
Modifiye-C, Elmali Modifiye-D besiyerlerinde ve Ldwenstein-Jensen’de
dreyen kolonilerden yapilan Ziehl-Neelsen ile boyama yéntemi M.
tuberculosis varligi dogrulanmistir.

Rizman ve  arkadaslari®™;  mikobakterilerin  enerii
gereksinimlerini basit karbon kaynaklarindan sagladigini ve en kolay
kullanabildigi karbon kaynaginin gliserol, frikioz ve glikoz oldugunu
bildirmigler ve lipitlerin B-oksidasyonu icin kullandiklar asetil-CoA’larin
karbon kaynadi basit karbonhidratlardan geldigini belirtmislerdir>.
Calismamizda kullanilan Patatesli Modifiye Besiyeri-A, Havuclu Modifiye
Besiyeri-B, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C, Elmali Modifiye Besiyeri-D
besiyerlerinin tGreme yogunluklarina ve sirelerine baktigimiz zaman
dremenin en fazla oldugu sirasiyla Patatesli Modifiye-A besiyerinde
patatesin 100 graminda 21,2 g karbonhidrat, Elmali Modifiye-D
besiyerinde elmanin 100 graminda 14,5 g karbonhidrat ve Bezelyeli
Modifiye-C besiyerinde bezelyenin 100 graminda 14,4 g karbonhidrat
vardir. Besiyerlerindeki karbonhidrat miktarinin Gdremede anlamli bir fark
olusturdugu tespit edilmigtir. Besiyerlerindeki karbonhidrat yodunlugu ile
besiyerlerinin Greme yogunlugu ve siresi arasinda dogru oranti oldugu
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saptanmistir. Ureme yogunlugu az olan ve treme siiresi daha uzun olan
Havuglu Modifiye Besiyeri-B'de karbonhidrat miktari en dustktir. Havucun
100 g'da 9,7 g karbonhidrat vardir. Havuglu Modifiye Besiyeri-B ile
Léwenstein-densen’ in Ureme yogunlugu ve suresi agisindan aralarinda
anlamli bir fark gériilmemistir>>.

Maccabe ve Gould®®; saponinli, insan kanl ve agarli (SBA)
modifiye kUltlr besiyerinde M. tuberculosis izolasyonu yapmiglardir. M.
tuberculosis’ in izolasyonunda, kanl saponinli agari ve paralel olarak da
Léwenstein-densen  besiyerini  kullanmiglar.  SBA  besiyerinin -~ M.
tuberculosisin izolasyonunda Ldwenstein-dJensen’den daha basarili
oldugunu tespit etmiglerdir. Benzer bir ¢alismayi G.A. Dunlop ve B.D.
Lowe®? ayni besiyerini modifiye ederek yapmis ve beyaz saponinli kanli
agarli ve kahverengi saponinli kanli agarli besiyerlerini ve Léwenstein-
Jensen Dbesiyelerini  kullanmiglardir. M. tuberculosisin Léwenstein-
Jensen’deki Uremesini daha anlamli bulmuslardir. Biz de calismamizda 4
Modifiye Besiyeri ve paralel olarak Léwenstein-Jensen kullandik.

Patatesli Modifiye Besiyeri-A, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C
ve Elmali Modifiye Besiyeri-D’ de LoOwenstein-densen’e goére M.
tuberculosisin ¢ogalmasi istatiksel olarak anlamli derecede farkh bulduk.
Havuclu Modifiye Besiyeri-B ile Léwenstein-Jensen arasinda genel olarak
anlaml bir fark yoktur.

V. Bassaca — Sevilla®; Hindistan Cevizi Suyu ve Malasit
Yesilli Besiyerini (CEM) M. tuberculosis’ in ¢codalmasi icin kullanmislardir.
CEM ismini verdikleri besiyerini LOwenstein-Jensen ile paralel olarak
kullanmiglardir. CEM besiyerinde M. tuberculosisin tipik olarak Uremis
kolonilerini gérmaslerdir. M. tuberculosisin CEM besiyerinde Léwenstein-
Jensen’e gOre daha iyi Gredigini belirtmiglerdir. Maliyet hesaplamasinda da
daha ucuz oldugunu bildirmislerdir®®. Hindistan cevizi (ilkemizde ve
dinyanin bircok yerinde pahali bir Grlindir ve kurutulmamis meyve olarak
ulagilmasi ¢ok zordur. Sri Lanka ve Hindistan Avrupa’nin Hindistan cevizi
ihtiyacini kargilamaktadir. Tasima yollarinin uzunlugu Hindistan cevizi
fiyatlarini arttirmaktadir. Bizim c¢alismamizda kullandigimiz meyve ve
sebzeler; patates, havug, elma ve bezelye dinyanin her yerinde ve her
mevsim bulunan 6zel yetisme sartlari gerektirmeyen besin maddeleridir ve
maliyetleri ¢cok dusUktdr, Hazirladigimz Patatesli Modifiye Besiyeri-A,
Havuglu Modifiye Besiyeri-B, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C ve Elmali
Modifiye Besiyeri-D besiyerlerinin fiyatlari Léwenstein-dJensen’den daha
dUsaktdr.

Hazirladigimiz besiyerlerine baktigimiz zaman Léwenstein-
Jensen istatiksel olarak anlamli en pahalli besiyeri iken, Gremenin en
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erken basladigi ve en hizli olan Patatesli Modifiye Besiyeri-A besiyerinin
en ucuz besiyeri oldugu gérilmektedir.

Basaca-Sevilla®®; CEM besiyerinin M. tuberculosisin
codaltilabilmesi  icin  kullanilmasinin ~ uygun  oldudunu, ayrica
hazirlamasinin  kolay oldugunu ve teknik beceri gerektirmedigini
belirtmislerdir. Maurice ve ark.>® Kanli agar besiyerinin hazirlanmasinin
kolay oldugunu belirtmiglerdir. Hazirladigimiz Patatesli Modifiye Besiyeri-
A, Havucglu Modifiye Besiyeri-B, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C, Elmali
Modifiye Besiyeri-D besiyerlerinin hazirlanmasi igin de 6zel laboratuar
ortamlari, ¢cok &zel kimyasallar ve teknik beceri gerekmemekte ve
imkanlarin ¢ok kisith oldugu laboratuar ortamlarinda dahi hazirlanmasi
kolay olan modifiye besiyerleridir.

Basaca — Sevilla®®; CEM besiyeri ile yapmis oldugu
calismasinda M.tuberculosis H37Rv’nin koloni morfolojisinin degismemis
oldugunu, Dunlop®’; beyaz saponinli kanl agar ve kahverengi saponinli
kanl agarla yapmis oldugu calismasinda zeminin koyuluguna baglh olarak
cok klcuk olan kolonilerin ¢ok iyi secilemedigini belirtmiglerdir. Maurice ve
ark®®. Kanl agar besiyerinde M. tuberculosis kolonilerin 2. haftada tipik
seklini aldigini ancak daha éncesinde isik altinda iyi secilebildigini ve daha
gec dénemde de kolonilerin renginin koyulastigini belirtmislerdir.  Bizim
calismamizda; Patatesli Modifiye Besiyeri-A, Havuglu Modifiye Besiyeri-B,
Bezelyeli Modifiye Bersiyeri-C, Elmali Modifiye Besiyeri-D besiyerlerin de
koloni morfolojisi degismemis ve krem renginde, kuru ve R tipi koloniler
tespit edilmigtir.

Galismamizda kullanilan dért modifiye besiyerleri de M.
tuberculosis'in izolasyonu icin ideal besiyerleridir. Ozellikle Patatesli
Modifiye Besiyeri-A, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C ve Elmali Modifiye
Besiyeri-C'de 9.cu glUnde gérilen Ureme yogunlugu Léwenstein-
Jensen’den ve Havuglu Modifiye Besiyeri-B'den daha fazla gézlendigi igin
Mycobacterium yogunlugunun daha disik oldugu materyalde inokulum
icin hizh biyime baslangicini destekledigini sdyleyebiliriz.

Mycobacteriumun hizli  ve bol miktarda UGremesini
saglamasina, pigment olusumu ve Kkoloni morfolojisine dayanarak
izolatlarin identifikasyonunda &n fikir olusturabilen 4 tane modifiye besiyeri
elde etmis olduk.

Galismamizdaki amag¢; ucuz, hazirlamasi icin 6zel
malzemeler, kimyasallar, fiziksel ortamlar gerektirmeyen ve Kisisel
yetenege dayamayan basit modifiye besiyerileri hazirlayabilmek ve bu
hazirlanan degisik kombinasyondaki besiyerlerinde M. tuberculosis
¢ogalmasini saglamakti. Hazirladigimiz Patatesli Modifiye Besiyeri-A,
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Havuglu Modifiye Besiyeri-B, Bezelyeli Modifiye Besiyeri-C, Elmall
Modifiye Besiyeri-D'’de M. tuberculosis ¢ogdalmasini ve olusan tipik
koloniler saptadik.

6. SONUC

Besiyerlerinin formilasyonu arastirmalarinda temin edilebilen
maddeler ve disik maliyet 6n plana alinarak besiyeri modifikasyonlar
denenmistir. Calisma klasik kiltir yénteminde yaygin olarak kullanilan
Léwenstein-densen ve doért farkli besiyeri, Mycobacterium tuberculosisin
cabuk ve yodun Ureyebilmesine dayanarak, erken tani koyabilmek ve en
ekonomik olani saptamak amaciyla yapiimigtir.

Galismamizin  sonunda kullaniimakta olan besiyerlerine
alternatif olusturabilecek bu yeni modifiye besiyerlerinin dikkat ¢ekecek
Ozellikleri gézlemlendi. Modifiye besiyerlerinin dikkat ¢ceken 6zellikleri ise;
kisa slrede ve segcilebilir kolonilerin olusmasi ayni zamanda disuk
maliyetli olmalaridir. Modifiye besiyerleri ile ilgili bircok c¢alismanin
yapilabilecegdini de ortaya ¢cikmistir.
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7. OZET
Mycobacterium tuberculosis BESIYERLERININ

MODIFIKASYON CALISMASI

Tilberklloz, Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu,
en ¢ok morbidite ve mortaliteye yol acan bir hastaliktir. Diinyada yaklasik
iki milyar kisi enfektedir. Yilda dokuz milyon kisinin hastaliga yakalandigi
ve iki milyon kisinin éldtgu bilinmektedir.

M. tuberculosis yavas Ureyen bir bakteri oldugundan, tanida
kullanilan klasik kdltir ydntemlerine dayanan izolasyon ¢alismalarn 1-2 ay
sUrebilmektedir. Bu calismada; besiyerlerinin formllasyonu
arastirmalarinda kolay temin edilebilen maddeler ve disik maliyet 6n
plana alinarak besiyeri modifikasyonlari denenmistir.

Calismamizda elmali, bezelyeli, havuglu ve patatesli, dort
Modifiye besiyeri olusturuldu. Bu besiyerlerine ve Lowenstein Jensen
besiyerine M. tuberculosis H37Rv ve bir izolat sus ekimleri yapildi. Uger
glnde bir Greme incelendi. Bu besiyerlerinin hepsinde Mycobacterium’'un
basarili izolasyonu yapildi. Tium besiyerlerinde 9 ginde Ureme oldu,
patatesli besiyerinde tGreme daha yogundu.

Kullaniimakta olan besiyerlerine alternatif olusturabilecek bu
yeni Modifiye besiyerlerinin dikkat ¢ekecek o6zellikleri kisa siUrede ve
segilebilir kolonilerin  olugsmasi ayni zamanda da disik maliyetli
olmalaridir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Léwenstein-
Jensen, Modifiye Besiyerleri,
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8.SUMMARY

Modification Studies of Mediums used for the growth of

Mycobacterium tuberculosis.

Tuberculosis is a disease caused by Mycobacterium
tuberculosis that causes high morbidity and mortality. Approximately 2
billion people in the world is infected. Yearly, 9 million people get the
disease and 2 million people die from this disease.

Because M. tuberculosis is a slow growing bacteria, isolation
of the bacteria by the diagnostic methods that use classical mediums
needs 1-2 months. In this study, modifications of medium were tested
using supplies easily provided with low cost.

Four modified medium were prepared with apple, pea, carrot
and potatoes. M. tuberculosis H37Rv and one isolate were inoculated in
these four mediums and Lowenstein Jensen medium. Growth was
observed in every three days. M. tuberculosis were successfully isolated
from all these mediums. Growth was detected in 9 days in all the
mediums; in potatoe medium growth was more pronounced.

These new modified mediums with the characteristics of low

cost and early colony forming could be alternatives for the mediums
currently used.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, Ldwenstein-
Jensen, Modification Medium
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