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OZET

Tiiberkiiloz Tamisinda Kullanilan Real-Time ve in-House PCR Yéntemlerinin
Karsilastirilmasi

Amac: Diinya Saghk Orgiitii (DSO), TB tanis1 icin gelistirilen yeni PCR
yontemlerini test etmekte ve yliksek tanisal performans 6zelligi olanlar1 onaylayarak rutin
tanida kullanimlarini 6nermektedir. Ancak, bu tiir onayli yontemlerin pahali olusu onlarin
kisith kaynaklart olan bdlgelerde kullanimini azaltmaktadir. Bu c¢alismada, klinik
orneklerde Mycobacterium tuberculosis basil kompleksinin saptanmasinda bir in-house
PCR ve bir ticari real-time PCR Kitinin etkinliginin DSO tarafindan énerilen TB-PCR Kiti
ile karsilagtirilmas1 amag¢lanmustir.

Gere¢ ve Yontem: inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi TB Tam
Laboratuvari’na 01 Ocak 2018-31 Aralik 2022 tarihleri arasinda gonderilmis
orneklerden; klasik TB-tan1 testleri yapilmis ve DSO tarafindan &nerilen Xpert MTB/RIF
Ultra (Cepheid, USA) kitleri ile TB-PCR testi gergeklestirilerek sonuglari raporlanmis
toplam 242 klinik 6rnek c¢alismaya dahil edildi. In-house PCR yonteminde T11-T12
primerleri, ticari real-time PCR olarak Artus® M.tuberculosis RG-PCR Kkiti (Qiagen,
Almanya) kullanildi. Bu iki PCR yonteminin tanisal performans degerleri DSO-onayl
PCR yontemi ile karsilastirildi.

Bulgular: Calisilan 242 6rnegin 167’si TB-pozitif, 75’1 TB-negatif idi. Orneklerin
165’1 DSO-onayli PCR ile pozitif ve geri kalan 77’si negatif olarak saptandi. T11-T12 in-
house PCR’1n, DSO-onayl kit ile pozitif ve negatif 6rneklerdeki uyumu sirastyla %78.72
ve %96.10 olarak saptandi. Artus real-time PCR’1n DSO-onayl kit ile pozitif ve negatif
orneklerdeki uyumu sirastyla %87.23 ve %98.70 olarak bulundu. Calismada, in-house
PCR’1n duyarlig1 %71.25, 6zgiilligl %97.33; Artus real-time PCR’1n duyarliligi %74.25
ve Ozgilligi %99.40 olarak saptandi.

Tartisma: Elde edilen sonuglar, ¢alisilan her iki alternatif PCR yonteminin negatif
ornekleri saptamada DSO-onayli PCR kiti ile %93 ve iizerinde bir uyum gosterdigini;
ancak, pozitifleri saptamada 6rnekteki basil yiikiine bagli olarak bu uyumun %57 ila %87
arasinda degisebildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis basil kompleks (MTBK), Artus
M. tuberculosis RG, Xpert MTB/RIF Ultra, hsp65, T11-T12 DNA primeri, molekiiler

tani



ABSTRACT

The Comparison of the In-House and Real-Time PCR Methods Used in the
Diagnosis of Tuberculosis

Aim: The World Health Organization (WHO) tests new PCR methods developed
for TB diagnosis, approves some of them those with high diagnostic performance and
recommends their use in routine diagnosis. However, the high cost of such approved
methods reduces their use in areas with limited resources. This study aimed to compare
the effectiveness of an in-house PCR and a commercial real-time PCR kit in detecting
Mycobacterium tuberculosis bacillus complex in clinical samples with of the TB-PCR kit
recommended by WHO.

Materials and Methods: Among the samples sent to inénii University Turgut Ozal
Medical Center TB Diagnostic Laboratory between 01 January 2018 and 31 December 2022;
a total of 242 clinical samples, whose classical TB-diagnostic tests and TB-PCR tests were
performed with Xpert MTB/RIF Ultra (Cepheid, USA) kits recommended by WHO and
whose results were reported, were included in the study. T11-T12 primers were used in the
in-house PCR method, and Artus® M.tuberculosis RG-PCR kit (Qiagen, Germany) was used
as commercial real-time PCR. The diagnostic performance values of these two PCR methods
were compared with the WHO-approved PCR method.

Results: Of the 242 samples studied, 167 were TB-positive and 75 were TB-negative.
165 of the samples were detected as positive by WHO-approved PCR and the remaining 77
were negative. The concordance of T11-T12 in-house PCR with the WHO-approved kit in
positive and negative samples was determined as 78.72% and 96.10%, respectively. The
agreement between the Artus real-time PCR and the WHO-approved kit in positive and
negative samples was found to be 87.23% and 98.70%, orderly. In the study, the sensitivity
of in-house PCR was 71.25% and the specificity was 97.33%; The sensitivity of Artus real-
time PCR was found to be 74.25% and the specificity was 99.40%.

Discussion: The results obtained showed that both alternative PCR methods
studied showed 93% and above agreement with the WHO-approved PCR kit in detecting
negative samples; however, it has shown that agreement in detecting positives can range
from 57% to 87%, depending on the bacillary load in the sample.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis bacilli complex bacilli (MTBC), Artus M.
tuberculosis RG, Xpert MTB/RIF Ultra, hsp65, T11-T12 DNA primers, molecular diagnosis.
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1. GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis basil kompleks (MTBK) basta
olmak iizere bir grup mikobakteri tarafindan olusturulan kronik seyirli bir enfeksiyondur.
Basta akcigerler olmak lizere viicutta hemen hemen tiim organ ve dokular1 tutabilen
hastalik, onlenebilir ve tedavi edilebilir bir enfeksiyon olmasina ragmen giiniimiizde
halen &nemini koruyan bir halk sagligi problemi durumundadir (1). Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) verilerine gore Koronaviriis Hastalig1 2019 (COVID-19) pandemisine kadar tek
patojen kaynakli global 6liimlerin ilk sirasinda yer alan TB ile global niifusun 1/4°i ila
1/3’iiniin enfekte oldugu ve bu kisilerin %5-%10'unun hayatlar1 boyunca en az bir kez
aktif TB gegirdigi 6ngoriilmektedir. Sadece 2021'de 1.6 milyon kisinin TB’a bagl olarak
hayatim1 kaybettigi tahmin edilmektedir (2,3). Diinya Saglhk Orgiitii, her yil diinyada
yaklasik 3 milyon TB hastasinin teshis edilemedigi ve dolayisi ile de tedavi alamadiginm
bildirmis ve bu hastalar1 tespit etmek icin stratejiler uygulamaya koymustur.
Tiiberkiilozun etkin kontroliindeki en 6nemli basamak; hastaligin hizli ve etkin olarak
tanisinin yapilip, tedaviye hizla baglanmasi ve toplumda yayiliminin azaltilmasidir (2,3).

Tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda, aside-direngli boyama (ARB) ile hazirlanmis
boyali mikroskobik inceleme, kiiltiir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) rutin olarak
uygulanan yontemlerdir. Bunlardan kiiltiir, altin standart tani yontemi olup boyal
mikroskobik inceleme ile tiim hastalara rutin olarak uygulanmaktadir. Ancak, ARB
boyali mikroskopi yonteminin HIV+ hastalar, cocuklar ve akciger dis1 TB olgularindaki
duyarliligr diisiik olup aym1 zamanda basilin tiirii ve direng profili hakkinda veri
saglayamamaktadir (4,5,6). Kiiltiir yonteminde ise sonuglarin alinmasi haftalar
siirebilmekte dolayisiyla tan1 ve tedavi siirecinde gecikmeler yasanmaktadir. Dolayisi ile
hastaligin yaygiligi artip kontrolii zorlagsmaktadir. Tiim bu sinirliliklardan dolay1, PCR
gibi molekiiler yontemlerin birkag saat icinde sonuglanmasi ve 6rnekte az sayida olsa bile
basilin etkin olarak saptanmasi nedenleriyle TB tanisindaki dnemi gittik¢e artmaktadir
(5,6,7). Bu amagla bir¢ok Real-Time ve In-House TB-PCR yontemi gelistirilmis olup
bunlardan bazi kitler ayn1 anda hem basili ve hem de ilag direng genlerini saptayabilmeleri
nedeniyle yaygin bir klinik kullanima kavusmus ve DSO tarafindan klasik tam
algoritmasina eklenmistir (8,9,10). Tiiberkiillozun daha ¢ok gelismemis veya gelismekte
olan iilkelerde 6nemli bir saglik sorunu olarak sebat ediyor olmasi (6r.; diinyadaki TB

hastalarinin yaris1 Banglades, Cin, Hindistan, Endonezya, Nijerya, Pakistan, Filipinler ve

1



Giliney Afrika gibi iilkelerde bulunmaktadir) géz oniine alindiginda bu tiir etkili ancak
pahali ve yiiksek teknoloji gerektiren molekiiler yontemlerden bu gibi iilkelerin istifade
edebilmesini zorlastirmaktadir.

Kullanima giren hizli TB-PCR tam kitlerinin ¢alisilmasi i¢in mutlaka kendi 6zel
cihaz ve yazilimma gerek duyulmakta ve nitelikli, egitimli laboratuvar ¢alisanlarina
ihtiya¢ olmaktadir. Bu durum, maliyet hususunu arttiran bir diger 6zellik olmakla beraber
ayni zamanda TB gibi 6nemli bir halk sagligi sorununu iiretici firmanin cografi satis
politikalar1 ve servis-bakim yeterlilikleri igine hapsetmektedir. Yiiksek maliyet sorunu,
Ozellikle sinirli kaynaklari bulunan {ilkelerin saglik kurumlarinda bu tir testlerin
kullanimin1 zora sokmaktadir.

Diger taraftan, son yillardaki molekiiler mikrobiyolojik tani sistemlerinde hizli
gelismelere bagli olarak TB-PCR amaciyla tiretilmis bulunan Kit ve sarf malzemelerinin
kalitesi, tan1 kapasitesi ve tanisal performans degerleri arttirilarak bu piyasadaki rekabet
yiikselmistir. Dolayist ile etkin tani kitlerine daha ucuz olarak ulasim olanag artmis; tek
firma bagimli olmayan ve 6zel cihaz-yazilim gerektirmeyen bu tiir kitlere ulasim
kolaylasmistir. Ancak, bdylesi tan1 kitlerinin uzun yillardir kullanimda olan ve DSO
tarafindan onaylanmis kitlere gore tanisal etkinliklerinin ne diizeyde oldugu hakkinda
bagimsiz arastiricilar tarafindan tiretilmis veri oldukea kisith kalmastir.

Bu tezin amaci, ilimiz Tiberkiiloz Tam1 Laboratuvarinda islenmis ve usuliine
uygun olarak stoklanmig pozitif ve negatif hasta drneklerinde bir ticari Real-Time TB-

PCR Kkiti ile bir in-house TB-PCR yo6nteminin etkinliginin saptanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Tiiberkiiloz, insanlik tarihinin en eski bir enfeksiyon hastaligi olup giiniimiize
kadar toplumlarda 6nemli diizeyde mortalite ve morbiditeye neden olmus ve saglik
sistemlerine ciddi bir ekonomik yiike sebep olmustur. Tiibekiilozun insanlarin hayati
tizerine daha birgok benzersiz etkileri olmus; bir taraftan sosyal damgalama ve izolasyona
yol acarken diger taraftan sarki, siir ve nesir gibi edebi eserlerde kendine yer bulmustur.

Diinya iizerinde bin yillardir siiregelen varligi ve tiim cografi bolgelerdeki
yayginligi nedeniyle tarih boyunca gesitli isimlendirmelerle anilmistir. Farkl kiilttirlerde
olusturdugu klinigin yansimalari ile “Tiiketim hastalig1” (Consumption), “Beyaz 6liim”
(White death), “Beyaz veba” (White plague), “Oliimiin Kaptan1 (Captain of the Death),
“Phytisis”, “meslul” gibi isimlerle amlmistir. Ulkemizde “Teverriim”, “zaafiyet”,
“duman” olarak da adlandirilmissa da hassas, romantik ve sanatc1 kisilige sahip kisilerde
daha sik goriilmesi nedeniyle en sik “ince hastalik” olarak anilmistir (11,12,13).

Insanliga ait kayitlarda TB’a yapilan atiflar, MO 2700 Cin tibbi metinlerine, MO
1500 Hindistan'in Vedik yazilarina, MO 1300-400’deki Misir eserlerine ve Incil ve Eski
Ahit gibi dini kitaplara kadar uzanir. Hipokrat, Galen, Paraselsus gibi iinlii hekimlerin
eserlerinde TB belirtilerinin tanimlandig1 ve ¢esitli tedavilerin onerildigi goriilmektedir
(12,14). Fosil kalintilari, mumyalarin doku ve kemiklerdeki pott apsesi de dahil olmak
tizere TB graniilomlarina bagh olusan yapisal degisiklikler; Eski Misir, Kolomb 6ncesi
Amerika ve Neolitik Avrupanin paleopatolojik ¢aligmalarda  gdsterilmistir.
Tiiberkiilozun arkeolojik aragtirmalart en kapsamli olarak eski Misir mumyalarina
uygulanmistir. {lk ve en bilinen vaka bulgulari, ~MO 1200’1lii yillarda 2. Ramses
doneminde yasamis bir rahibin mumyalanmis kalintilarindaki vertebra tiiberkiilozuna
bagli morfolojik degisikliklere dayanir. Yine MO 700 yilinda on yasinda élen Peru’lu
cocuk Hacienda’nin mumyasinda da tiiberkiilozdan kaynaklanan Pott apsesi kalintilart
bulunmus ve M. tuberculosis’in ilk kez molekiiler olarak PCR ile tanimlanmasi bu
cocuktan alinan doku kullanilarak yapilmistir (15).

Orta cagda tiiberkiiloz Avrupada ¢ok yayilmis olup Sanayi Devrimi’yle birlikte
insanlarin kentlerde sagliksiz, fakir ve kalabalik kosullarda yasamasinin buna neden
oldugu anlagilmistir. On sekizinci ve 19. Yiizyillarda Avrupa niifusunun yaklagik
%70’inin vereme yakalanmis oldugu bilinmektedir. Fabrikalarda calisan geng, fakir,

gdemen niifusun birgogunun bu nedenle 6lmesi lizerine esi de ayni hastaliktan G6len
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edebiyat¢1 ve avukat DuBois "Verem, kapitalist toplumun insafsiz emek somiiriisii
nedeniyle 6demek zorunda oldugu kefarettir" diyerek TB ve insanlik tarihine gegecek
onemli bir yorumda bulunmustur. Diger taraftan, Ingiltere Krali VI Edward, Fransiz Krali
IX Charles, Moliere, Bronte, Anton Checov gibi bir¢ok {inlii isim de veremden 6lmiistiir
(11,16).

Orta ¢agin bilimsellikten uzak etkisi nedeniyle TB aragtirmalarinda deneysel
yaklasima gecis Ozellikle yavas olmustur. Diinyada farkli bolgelerde zaman iginde
epidemilerle seyretmis olan TB {izerinde en degerli c¢alismalar, 1700’lerin sonunda
yasamis olan Rene Laenec ve Gaspard Laurent Bayle tarafindan yapilmistir. Bu iki
aragtirmaci hastaligin klinigi ve patolojisi hakkinda 0 zamana kadar bilinenlere onemli
katki saglamiglardir. Steteskobu bulan Laenec akciger seslerinin daha net
degerlendirilmesi ile TB bulgularinda farkindalik saglamistir. Bayle ile patoloji ve otopsi
calismalar1 yapan Laenec tiiberkiil cesitlerini tanimlamis ve tedavi olasiligma dikkat
¢ekerek "Recherches sur la phthisie pulmonaire (Akciger tiiberkiilozu aragtirmasi)" adli
eseri yaymlamistir. Bayle tiiberkiillerin akciger disindaki organlarda da tespit
edilebilecegini ve miliyer tiiberkiilozu tanimlamigtir (12,17,18).

Hastaliga Tiiberkiiloz ismi verilmesi Johann Schonlein tarafindan 1839'da
olmustur (19). On dokuzuncu yiizyilin baslarinda TB’un etyopatogenezi ¢okga tartisilmis;
bulasarak yayildigi, herediter gegebilecegi veya bir kanser tiirii olabilecegi
diisiiniilmistiir. Tiiberkiilozun bulasict dogasi, askeri tip okulunda cerrah olan Jean-
Antoine Villemin tarafindan 1865'te; laboratuvar tavsanlarina, enfekte insan ve
sigirlardan alinan materyalleri asilamasi {izerine gosterilmistir (18,19). “Tiiberkiiloz
Uzerine Calismalar” adli eserinde bulgularmi agiklamasina ragmen degeri anlasilamayip
g6z ard1 edilmistir. Tiim bu tartigsmalar siirerken 1882'de, Robert Koch; geng yasta dlen
bir hastanin akcigerinden bakteriyi izole ederek hastaligin etkeninin yavas biiyiiyen
Mycobacterium tuberculosis oldugunu bildirmistir. Bulgularini "Die Atiologie der
Tuberkulose" (Tiiberkiilozun Etiyolojisi) adiyla yayimlamis ve 24 Mart 1882'de
Berlin'deki Alman Fizyoloji Dernegi'nin huzurunda sunmustur. Koch’un raporu 1884'te
genisletilerek arastiricinin gostermis oldugu bu basilin; Koch Postulati olarak bilinen
deneylerinin sonucunda, “Tiberkiiloz lezyonlarinda bulunan basillerin tiiberkiiloza
sadece eslik etmedigi, aksine ona neden oldugu sonucuna varmami sagliyor. Bu basiller
tiiberkiilozun gergcek ajanidir.” ciimlesi ile agiklamistir (19,20,21). Tiiberkiilozla ilgili
caligmalarina devam eden Koch, gliserol iizerinde basillerin biiylimesinden sonraki

stiziintiiden elde edilen old tiibekiilini tedavi amactyla kullanmistir. Sonrasinda hastalarda
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klinik tiiberkiilozun kotiilesmesi, advers reaksiyonlarin goriilmesi ve hastaligin tedavi
edilememesi ile sonuclanmistir. Bu kesfi takip eden yillarda, Clemens von Pirquet ve
Mantoux tiiberkiilin cilt testlerini 1907'de gelistirmis ve 3 yil sonra asemptomatik
cocuklarda gizli TB enfeksiyonunu gostermek i¢in kullanmiglardir (22). Florence Seibert,
1930’1ardan bugiine kadar kullandigimiz piirifiye protein tiirevini (PPD), Pensilvanya
Universitenin Phipps Enstitiisiinde gelistirmistir. Fransiz arastirmacilar olan Albert
Calmette ve Camile Guerin, Nocard isimli doktorlar, inck memesinden iirettigi bovin tipi
basili patates-gliserin-safrali vasatta 230 kez pasaj yaparak 1921 yilinda ilk TB asis1 alan
Bacillus-Calmette-Guerin’i (BCG) gelistirmislerdir (11,12,21). ilk asilama Paris'te
akciger tiiberkiilozu nedeniyle O6lmekte olan bir anneden dogan ve veremli bir
biiylikannenin bakimina verilen bir bebege yapilmistir. Basarili uygulamadan sonraki
yedi yilda Calmette'in cocuklar1 da dahil olmak iizere yiiz binden fazla ¢cocuk asilanmustir.
Ancak 1930°da Almanya’nin Lubeck kentinde agilanan 249 ¢ocuktan 73’ tiiberkiilozdan
Olmiustiir ve tarihe bir dram olarak kayitlara ge¢mistir. Sonradan yapilan arastirmada,
¢ocuk hastanesine gonderiler asiya viriilan basil karigtigi anlagilmistir (11,22).

Yillar boyunca bircok arastirmaci ve hekim tiiberkiilozu anlamaya calisirken
tedavi ¢abalar1 da devam etmistir. Cin, iran, Yunan tabletlerinde ve yazitlarda mantik dis
maddelerin (hayvan pisligi, idrar, sa¢ kili, domuz akcigeri...) TB tedavisinde
kullanilmaya calisildig1 goriilmektedir. Bu durum, insanligin bu hastalik karsisinda ne
kadar aciz kalmis oldugunun bir gostergesidir. Hipokrat; TB tedavisinde katran
kullanmis, Galinos keci siitli 6nermis, Celcus ise bir insan Oksiiriir ve balgam ¢ikarirsa
bir inek almali daga ¢ikip bu siitli igmeli demistir. Orta cag Avrupa’sinda tedavi amaciyla
hastalara miisil ilaci, lavman, fosforik asit, eter, karbonik asit, kalsiyum fosfat, afyon gibi
maddeler; hatta taze insan kani bile igirilmis, krallar insanlarin basina el siirerek onlari
tedavi etmeye ¢alismiglardir (11,17,21).

On dokuzuncu yiizyilda TB tedavisi i¢in temiz dag havasinin iyi geldigi fark edilip
yiiksek yerlere sanatoryumlar kurulmustur. Avrupa'da ilk sanatoryum 1854 yilinda
Almanya'da Brehmer tarafindan Slesia'daki Goebersdorf kdyiinde kurulmustur (17). X
1sininin 1895 yilinda rontgende kullanilmasindan sonra sanatoryumlar tani, tedavi ve
arastirma merkezleri haline gelmislerdir. Caglar boyunca birgok yontemle tedavi
edilmeye calisilan tiiberkiilozda torepatik pnomotoraksi da igeren cerrahi tedaviler de
yapilmustir (22,23).

Tiiberkiilozun modern tiptaki tedavi siireci 1943'te Jorgen Lehmann tarafindan

Para-amino salisilik asid (PAS) ile baglamistir. Bakteriostatik bir ilag olmasina karsin ilk
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bulgular hayal kiriklig1 olusturmustur. Ardindan 1944'te Albert Schatz, Elizabeth Bugie
ve Selman Waksman streptomycin’i tiiberkiiloza etkin ilk bakterisidal ajan olarak
duyurmuslardir. Ancak bu ilaglarin tekli tedavilerinde kisa siirede hastaligin tekrarlamasi
nedeniyle PAS ve streptomisin birlikte verilmeye baslanmistir. Modern tedavi 1952'de
isoniazid ve sikloserin, 1954°te pirazinamid, 1956’da etiyonamid, 1957'de rifamisin ve
1962°de etambutol eklenmesiyle sekillenmistir. Bin dokuz yiiz seksenli yillarin
baslarinda izoniazid ve rifampisin birlikte verildiginde tedavinin 9 aya indirilebilecegi,
PZA de eklendiginde tedavinin 6 aya kadar kisalabilecegi tespit edilmistir (22-24).
Giiniimiizde TB ile miicadelede DSO’niin éncii ¢alismalariyla bilinen ilaglarla daha kisa
ve etkin tedavi kiirleri, yeni ila¢ denmeleri ve as1 deneyleri hizla devam etmektedir.

Tiiberkiilozun Tiirk diinyasina etkileri bin yillar 6ncesine dayanir. Yakin tarihe
bakildiginda, Osmanli Imparatorlugunda 6zellikle on dokuzuncu yiizyilda hiikiim siiren,
bircok padisah, harem sakinleri ve sadrazamin tiiberkiilozdan 6ldigl bilinmektedir.
Ikinci Mahmud, 1. Abdiilmecid’in esi, Adile Sultan’mn kizi Hayriye Hanim Sultan
tiiberkiilozdan vefat etmislerdir. Istanbul niifusu yirminci yiizyilda 1,2 milyon kadarken
Oliimlerin yaklasik %16’sinin TB’dan kaynaklandigi bilinmektedir (11,25). Osmanl
imparatorlugunda tiiberkiilozun tedavisiyle ilgili bilimsel ¢abalar Robert Koch’un verem
basilini bulmasindan hemen sonraki yillarda II. Mahmut’la beraber artmistir. Veremlilere
0zel hastane yaptirilmis, hastane ve cezaevlerinde 6nlemler alinmasi saglanmais, tiikiiriik
hokkas1 verilmesi sart kosulmustur. Istanbul’da balgamda boyama ile Koch basili 1885
yilinda gosterilmistir. Ikinci Abdiilhamid’in istegi ile Cemiyet-i Tibbiye-i Sahane TB
caligmalarin1 artirmis ve toplulugun ¢ikardigi Gazette Médicale d'Orient’de TB’un
bulasict oldugu ve TB’den korunma yollar1 yayimlanmustir (26).

Tiirkiye Cumhuriyeti’nin ilk verem hastanesi Heybeliada Sanatoryumu, 1924°te
Cam Limani’na bakan tepede insa edilmistir. Veremle savasin kolektif ilk adim1 1918’de
sonralar1 isgalci devletler tarindan kapatilacak olan Veremle Miicadele Osmanli Cemiyeti
kurularak atilmistir. Dr. Behget Uz 6nderliginde 1923 yilinda Izmir Veremle Savas
Dernegi kurulmus, takip eden yillarda zamanla Istanbul, Denizli ve Ankara dernekleri
acilmistir. Tim dernekler 1948°de “Tiirkiye Ulusal Verem Savasi Dernekleri
Federasyonu” c¢atis1 altinda toplanmistir. Ankara’da Refik Saydam Hifzissihha
Enstitiisii’nde 1948 yilinda BCG asisi iiretilmeye baglanmistir (12,26,27).

Molekiiler yontemlerin gelismesi ile M. tuberculosis’in evrimsel tarihgesi
hakkinda da 6nemli veriler elde edilmistir. Tiiberkiiloz aragtirmalarinda antik DNA’nin

PCR ile tespitinden sonra bakteri hiicre duvar1 biyobelirtecleri, molekiiler tiplendirme,
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hedefli  zenginlestirme, shotgun sekanslama ve metagenomik analiz gibi
paleomikrobiyolojik gelismelerle, M. tuberculosis soylarmi ve genotiplerinin tarihi
degisimi tamimlamistir. Yasi Dbilinen kalintilardan M. tuberculosis soylarinin
tanimlanmasi, evrimsel degisim hizina iliskin varsayimlarda bulunmak ve soylarin ortaya
cikig tarihinin dogrudan hesaplanmasini saglamistir. Boylece tarihi, evrimi ve insanlik
tarihindeki birlikteligi hakkinda bir¢ok veri elde edilmistir. Sekil 2.1’de MTBK {iyeleri
arasindaki evrimsel iliski goriilmektedir (28,29,14).
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TDM: Tiiberkiiloz dig1 mikobakteri
Sekil 2.1. Se¢ilmis mikobakteriler ile Mycobacterium tuberculosis basil kompleksinin
(MTBK) iiyeleri arasindaki evrimsel iliski (14).

2.2. Epidemiyoloji

2.2.1. Diinyada Tiiberkiiloz

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan TB verileri zamanla gelistirilen ¢esitli
parametreler ve iilkeler tarafindan bildirilen olgu sayilarini da kullanilarak tahmini olgu
sayilari, insidans ve mortalite hizlar1 hesaplanarak olusturulmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2022 raporu, 215 iilke ve 6 bdlgeye ait veriler igerir. Bu rapora gore, 2021
yilinda 10,6 milyon kisinin TB hastas1 oldugu tahmin edilmektedir. Bunlarin 6 milyonu

erkek, 3,4 milyonu kadin ve 1,2 milyonu ¢ocuk hastalardir (1).



Tiiberkiiloz insidans1 diinya genelinde iilkeler arasinda degiskenlik
gostermektedir. 2021'de yiiksek gelirli iilkelerden olusan 47 iilkede; baslica Amerika
Kitasinda olmak iizere, Avrupa Bolgesi, Dogu Akdeniz ve Bati Pasifik bolgelerinde
birkag tilkede diisiik TB insidansi (yliz bin niifusta 10’dan az) gériilmektedir. Yiiksek TB
yiikii olan 30 iilkenin ¢ogunda yiiz bin niifusta 150-400 vaka ve Orta Afrika Cumhuriyeti,
Gabon, Lesotho, Filipinler ve Giiney Afrika'da 100.000 kisi basina 500'den fazla vaka

gorilmektedir. Sekil 2.2°de diinya geneli lilkelerde insidans oranlar1 gériilmektedir (1).
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Sekil 2.2. 2021 Yil1 Tahmini TB Insidans Oranlari (1)

Koronaviriis Hastalig1 2019 pandemisinin de etkisiyle 2019'a kiyasla 2020'de yeni
TB teshisi konulan ve resmi olarak bildirilen kisi sayisinda belirgin bir kiiresel diisiis
olmustur. Sekil 2.3’te gortldiigii gibi 2019-2020 arasinda 7,1 milyondan 5,8 milyona
%18'lik bir diisiisii takiben 2021'de bu say1 6,4 milyona ¢ikarak kismi bir toparlanma
olmustur. En ¢ok Hindistan, Cin, Endonezya ve Filipinler bu diisiise sebep olmustur
(30,31,32). Tuberkiiloz hastaligina yakalanan tahmini insan sayisi ile yeni teshis konulan
ve bildirilen kisi sayis1 arasindaki fark, 2019'a kiyasla hem 2020 hem de 2021'de artmis
ve tahminen yillik 4 milyonun {izerine ¢ikmistir. Sekil 2.4°te bu farkin yillar i¢indeki
degisimi goriilmektedir (1). Bu kiiresel ugurumun %75'inden Hindistan, Endonezya,
Filipinler, Pakistan, Nijerya, Cin, Giiney Afrika, Myanmar, Vietham ve Demokratik

Kongo Cumhuriyet sorumludur.



Tiiberkiiloz vaka tespiti ve raporlamasinda yaganan sikintilar hem hasta hem de
saglik hizmetleri kaynakli olmustur. Pandemiye bagli olarak saglik sisteminin hizmet
kapasitesinin azalmasi; sokaga cikma yasagi ve beraberinde hareket kisitlamalari
nedeniyle tedavi aramanin azalmasi; COVID-19’a yakalanma ve damgalanma konusunda
endiseler ve TB ile COVID-19 semptomlarindaki benzerliklere bagli olarak bu durumun
meydana gelmis oldugu bildirilmektedir (30,31,33). Diinyanin birgok sehrinde yapilan
pandemi donemi ¢alismalarda TB bildirim oranlarinda belirgin diisiis mevcuttur. Cin’de
2020 Ocak-Mayis arasindaki TB bildirimlerinin 6nceki yi1l ayn1 doneme nazaran %36
oraninda, Birlesik Kralliktaki ‘Tuberculosis in England: 2021’raporu verilerine gore
2019-2020 yillar1 arasinda bildirilen kisi sayisinda %12,6, Giiney Kore'de, yapilan
calismada 2020'de vaka bildirimlerinin 2019°a gére %24 oraninda ve lilkemizden yapilan
caligmada %21 oraninda vaka tespit hizinda diistis oldugu saptanmistir (33,34). Veriler
pandemi nedeniyle son yillarda TB tanis1 konulan vaka sayilarindaki azalmalara baglh
tedavi edilmemis TB sayisinin arttigi, bunun da TB Oliimlerinin artmasina ve

enfeksiyonun toplumda daha fazla bulagsmasina neden oldugunu gostermektedir (1).
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Sekil 2.3. Yeni TB teshis konan kisilerin vaka bildirimlerinde kiiresel durum, 2015—
2021 (32)

HIV pozitif tiiberkiilozlu 187 bin kisinin de i¢inde oldugu yaklasik 1,6 milyon kisi
2021 yilinda tiiberkiilozdan dlmiistiir. Iki bin yirmi yilina gore tiiberkiilozdan &liimler
%¢4,5 artarak son yirmi yilda ilk defa tiiberkiiloz siklig1 ve tiiberkiiloza baglh 6liimlerde
artis olmasina yol agmistir. Hindistan, 2021'de kiiresel TB 6liimlerinin %32'sindan tek
basina sorumlu olmakla beraber; bu tiir 6liimlerin %82'si DSO Afrika ve Giineydogu

Asya bolgelerinde meydana gelmistir. HIV negatif kiiresel TB oOliimlerinin %54'i



erkeklerde, %32'si kadinlarda ve %141 cocuklarda (<15 yas) meydana gelmistir
(1,30,31).
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*Yesil grafik: tiiberkiiloz hastalarinin yillara gore degisim grafigi
**Siyah grafik: Teshis ve rapor edilen vaka sayilarinin grafigi

Sekil 2.4. Yillara gore tiiberkiiloz hastalari; teshis ve rapor edilen vaka sayilarinin

degisimsel grafigi ve 2019-2020-2021 sayisal degerleri (1)

Coklu ilaca direncli TB (MDR), bir halk saglig1 krizi ve global saglik giivenligi
tehdidi olmaya devam etmektedir. Bu tiir suslarin insidans1 2021 yilinda 100 binde 5.7
olarak ongoriilmiis, rifampisin (Rif)-direngli MDR-TB (MDR-RR-TB) olan 450 bin
hastanin tahmini orani yeni vakalar arasinda %3,6; daha once tedavi edilenler arasinda
ise %18 olarak bildirilmistir (31). Iki bin yirmi birde ilaca direncli TB hastas1 olan her ii¢
kisiden sadece biri tedaviye erisebilmistir ki bu sorunda COVID-19 pandemisin énemli
bir etkisi olmustur (31).

Tiberkiilozun etkin tanisi, ila¢ direncinin saptanmasi ve zaman kaybetmeden
tedaviye baslamak i¢in DSO tarafindan 6nerilen laboratuvar tan1 yontemlerinin tiim
diinyada yaygimn olarak kullanilmasi gerekmektedir. iki bin yirmi bir yilinda diinya
capinda akciger TB teshisi konan 5,3 milyon kisiden sadece %63l bakteriyolojik olarak
dogrulanmis olup laboratuvar olanaklarinin yayginligina goére bu tani basarisi bolgelere
gore %56-%79 arasinda degismektedir (1). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 6nerilen hizli
molekiiler testlerden en az birinin dahi global olarak kullanim orani halen diisiik olup
2021'de yeni TB teshisi konan 6,4 milyon kisinin yalnizca %38'inde (2,5 milyon) ilk tani
testi olarak bu ydntemlerden faydalanilmistir. iki bin yirmi birde kiiresel diizlemde
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bakteriyolojik olarak dogrulanmig akciger TB'li hastalarin ancak %71'inde (2,4/3,4
milyon) rifampisin direnci test edilmistir (35). Diislik olan bu oranlarin yiikseltilmesi i¢in
DSO, TB tanisinda arastirma ve inovasyonun dnemine vurgu yapmakta ve iilkelere daha
fazla fon saglanmasi i¢in ¢agr1 yapmakta ve bu gibi ¢alismalar i¢in yilda ek 2 milyar ABD
dolarna ihtiya¢ duyuldugu tahmin edilmektedir. Diigiik ve orta gelirli iilkelerde TB
Onleme, tan1 ve tedavi hizmetlerine yapilan harcamalar, kiiresel olarak tahmin edilen
ihtiyacin ve BM kiiresel hedefinin ¢ok gerisinde kalmakta hatta son yillarda bir diisiis
trendi gostermektedir. Tiim diinyada bu rakam 2020-2021 yillarinda yalnizca toplam 5,4
milyar ABD dolar olmustur. Bu diizeydeki bir fon destegi, mevcut Kiiresel Plan (2018-
2022 yillart arasindaki donem i¢in) ve 2020 ve 2021'de gerekli olacagi Ongoriilen
miktarlarin; ayrica, BM tarafindan “Ust Diizey TB” konulu toplantida belirlenen kiiresel
hedefin yarisindan daha azdir (1).

COVID-19 pandemisi kiiresel saglik ve kalkinmadaki ilerlemeyi sekteye
ugratmakla beraber End-TB strateji, BM Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedef ve Donim
Noktalari’na ulasmada onemli olumsuzluklara sebep olmustur. End TB’de TB’den
oliimlerin mutlak sayisindaki azalma yiizdesi 2025 yilina kadar %75 hedeflenirken 2015-
2021 wyillar1 arasinda bunun yalnizca %5,9'una ulasmistir. Tiiberkiiloz insidansinda
azalma ytizdesi 2025 yil1 i¢in %350 olarak hedeflenirken 2015-2021 yillar1 arasinda sadece
%10 olarak hesaplanmistir. Birlesmis Milletler Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedefleri’ndeki
2018-2022 yillar1 i¢in 30 milyon kisiye dnleyici verem tedavisi baglanmasi hedeflenirken
2018-2021 yillar1 arasinda hedefin %42 si olan 12,5 milyon kisiye baslanabilmistir. Iki
bin on sekiz-2022 igin 40 milyon olarak hedeflenen tiim yaslardaki tedavi sayisi degerinin
ancak %66’s1 olan 26,3 milyona ulagilmistir. Hedeflerdeki yetersiz ilerlemelerle beraber
kiiresel olarak, yeni TB teshisi konan ve ulusal hiikiimetlere bildirilen kisilerin sayisi
2019'da 7,1 milyondan 2021'de 6,4 milyona gerilemistir. Global TB verilerinin
hedeflenen degerlerden belirgin geride olmasi global stratejilerin uygulanmasina 6nem
verilmesi, stratejilerin gozden gegirilerek eksikliklerin diizeltilmesi gerekliligini bir kez

daha gostermektedir (1,36).

2.2.2. Tiirkiye’de Tiiberkiiloz

Diinya Saglik Orgiitii’niin Kiiresel Tiiberkiiloz 2022 Raporunda, Tiirkiye nin 2021
yil1 tahmini insidans1 yiiz binde 18 ve TB 6liim orani yiiz binde 1,2°dir. Ayrica Tiirkiye
CID-TB agisindan yiiksek hastalik yiikiine sahip 30 iilke arasinda degildir. Raporda
Tiirkiye’de tahmini MDR/RR-TB insidansi yiiz binde 0,5’tir. Rifampisin-diren¢li MDR-
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TB ile TB vakalarmin tahmini oran1 dnceden tedavi gormiis olgularda %8 iken yeni
olgularda %2,4 olarak verilmistir. Tiirkiye’de bildirilen toplam vaka sayis1 2021 yilinda
9047 olup 2020 yilina gére artmustir. Sekil 2.5°te Tiirkiye’de 2017-2022 arasinda yillik
bildirilen yeni veya niiks TB olan hasta sayilar1 gériilmektedir (37). Iki bin yirmi bir
yilinda bildirilen 9047 vakanin %78’1 bakteriyolojik olarak dogrulanmis, %3,5°1 teshis
aninda hizli tani1 araglar ile test edilmistir. Rifampisin direnci i¢in test edilen
bakteriyolojik olarak dogrulanmis TB vakalarinin ylizdesi yeni vakalarda %88 iken tedavi
edilmis vakalarda %79°dur. Iki bin yirmi bir yilinda 129 hasta ila¢ direncli TB tanisi
almistir. Ekstrapulmoner TB orani %27 olarak verilmis; hastalarin %80’inin HIV durumu
biliniyor olarak tespit edilmis ve bu toplam 80 (%1,2) HIV (+) TB hastas1 oldugu
bildirilmistir. Tiirkiye’nin 2020 yilinda kaydedilen olgularda tedavi bagaris1 %81 ve niiks
hari¢ daha 6nce tedavi edilmis olgularda %47°dir. iki bin on dokuzda ikinci basamak
tedaviye baslayan MDR/RR-TB vakalarinda tedavi basari orant ise 46%’dir.
Bakteriyolojik olarak dogrulanmis TB vakalarinin ev temaslist olan ¢ocuklarin (<5 yas)

tamaminda koruma tedavisi baglanmistir (38,39).

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
0

11821 11576 11247

9792
8830 9047

2017 2018 2019 2020 2021 2022

Sekil 2.5. Tiirkiye’de yilda bildirilen yeni veya niiks TB olan kisi sayis1, 2017- 2022
(37)

Tiirkiye’de verem savas raporu 2020’ye gore 2019 yili igerisinde 1.114 kurumda
266.794 kisinin rontgen taramasi yapilmis, saptanan 7.359 siipheli TB vakasi ileri tetkike
alinarak 104’tine TB tanis1 konulmustur. Verem savas dispanseri birimlerinde yapilan
tani ¢aligmalariin kisa 6zeti Sekil 2.6’da goriilmektedir. Sadece 2018 yilinda 130.255
temasli muayenesi (hasta basina 11,1 kisi) yapilarak 36.960 kisiye (hasta basina 3,1 kisi)
koruyucu tedavi baslanmustir. Iki bin on dokuz yilinda dispanserlerde kayit altina alinan

hastalarin %98,5’inin tedavilerinde DGT uygulanmustir (40,41).
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Sekil 2.6. VSD Birimlerinde Yapilan Tan1 Calismalarinin Yillara Gore Degisimi, 2005-
2019 (41)

Iki bin on sekiz yilinda toplam 11.786 TB hastas1 verem savas dispanseri (VSD)
kayitlarina girmis ve TB insidansi 14,6’dan yiiz binde 14,1’e gerilemistir. Tiirkiye’de TB
insidans hiz1 2005 yilinda yiiz binde 29,4’dan yillar i¢inde giderek azalarak 2017 yilinda
yiiz binde 14,1’¢ gerilemistir. Sekil 2.7°de Tiirkiye’de yillara gore TB insidans hizindaki
degisiklikler izlenmektedir (40,41). Iki bin on sekiz yilinda tespit edilen hastalarin %57,5
erkek ve %42,5 kadindan olusmaktadir. Olgu hiz1 65 ve iizeri yag grubunda en yiiksek
diizeyde (yiiz binde 30,7) olmakla beraber cinsiyet agisindan bakildiginda erkeklerde yiiz
binde 16,5 ve kadinlarda 12,3’tiir. iki bin on sekiz yilindaki toplam kayitl hastalarm
1278’1 yabanci iilke dogumlu olup siklik sirastyla %85,3’i Asya, %7,5’1 Avrupa, %7,0’si
Afrika ve %0,2’s1 Amerika kitas1 dogumludur. Hastalarin %60,4’i akciger tutulumu,
%y5,3’1i hem akciger hem de ekstrapulmoner tutulum gostermistir. Akciger dis1 en sik
%28,8 oraninda ekstratorasik lenf bezlerinde tutulum tespit edilmis olup plevra ve

intratorasik lenf bezleri bunu takip etmektedir (40,41).
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Iki bin on sekiz yilinda akciger TB tanisi alan 7.738 hastanin %90,5’ine yayma
mikroskopisi (%57,8’1 pozitif), %86,8’ine kiiltiir (%80°1 pozitif) yapilmigtir. Kiiltiir testi
pozitif olarak sonuglanan hastalarm yiizde 95,8’ine IDT yapilmistir ve bu hastalarda
toplam diren¢ oranm1 %19,2 olup CID-TB orami yeni olgularda %2,6, énceden tedavi
gormiis olgularda %9,9 ‘dur (41).

Iki bin on yedi yilinda VSD’lere kayitli 11979 TB hastasinda kadinlarda biraz daha
fazla olarak %384,6 (yeni olgularda %85,7, onceden tedavi gormiis olgularda %71,1
oraninda basarili olarak tespit edilmistir. Tiim olgularda 6liim orani ise %7,0 olarak
saptanmustir (32,40,41,42,43).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore Tiirkiye’de End-TB strateji hedeflerinden
olan TB oliimlerinde 2020'ye kadar %35 azalma olmasi iken 2015-2021 arasinda %87 lik
art1s s6z konusudur. Ikinci bir hedef olan TB insidansinda 2020 yilina kadar %20 azalma

olmasi istenirken 2015-2021 arasinda %3,8’lik gerileme mevcuttur (44).

2.2.3. Diinyada ve Tiirkiye’de Tiiberkiiloz Kontrol Onlemleri

Tiiberkiiloz yoksul ve gelismekte olan tilkelerin bir sorunu gibi goriinse de diinya
genelinde enfeksiyona bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri olmaya devam
etmektedir. Yiiz yillar boyunca insan niifusunun artmasi ile TB insidansi artis gostermis
ve 20. yiizyilin baglarina kadar bu artis trendi devam etmistir. Antibiyotiklerin kesfi ile

insanlik TB yayilimina kars1 ilk kez etkili bir basar1 saglamis ve hastalik global olarak
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kontrol altina alinmaya baglanmistir. Ayrica, hastaligin gelisim dinamikleri hakkindaki
bilginin artmasi, uygun dnleyici uygulamalar yayginlagsmasi ve insanlarin yasam ve refah
diizeylerinin iyilesmesi hastaligin insidansinin azaltilmasina 6nemli katki saglamstir.
Diger taraftan, yillar icinde bir¢ok epidemiyolojik ve sosyal olaylar TB’un yayginligi
arttiric1 yonde yeni baskilar olusturmustur. Diinya Saglik Orgiitii bunlar1, HIV epidemisi,
tedaviye direngli tiirlerin yayilmasi, gogler, savaslar, ekonomik yetersizlikler, TB kontrol
programlarindaki aksakliklar ve son olarak da COVID-19 salgin1 gibi nedenler olarak
siralamaktadir (36).

Diinya Saglik Orgiitii, 1993 yilinda ilk kez bir hastalik i¢in acil durum ilan etmis
ve TB i¢in dogrudan gozetimli tedavi stratejisini yaymlanmustir (45,46). Akabinde 2006-
2015 yillar1 arasinda Stop TB stratejisi gelistirmis ve kiiresel tehdidin devam etmesi
nedeniyle bu stratejiyi giincelleyerek 2014 yilinda End-TB programini gelistirmistir.
Mayis 2014'te DSO'ye iiye olan tiim iilkeler bu strateji ve iliskili hedefleri, doniim
noktalarini, destek ve ilkelerini benimsemis ve bu hususlarin iilke diizeyinde uyarlanmasi
gerektigi ilkesini kabul etmislerdir. Bu stratejiler hasta merkezli bakim ve koruma, cesur
politika ve destek sistemleri, arastirmalarin yogunlastirilmasi ve yenilik bilesenlerinden
olusur. Ayrica TB insidansi, TB’ye bagli 6liim ve TB hastalar1 ile ailelerinin kars1 karsiya
kaldig1 yikici maliyetleri sifirlama planlarini iceren 2015 ile 2035 yillar1 arasindaki
degismelerin takip edildigi kiiresel kilometre taslari ve hedefleri igermektedir. Tablo 1°de
End-TB stratejilerinin doniim noktalar1 ve hedefleri gosterilmistir. Bu hedef diizeyleri ile
beraber End-TB’nin uygulanmasini kiiresel ve ulusal diizeyde izlemek igin yeni ve niiks
TB hastalarinin yiizdesi, latent TB enfeksiyonu tedavisi kapsami, temasli inceleme

kapsami gibi 10 gostergede belirlenmistir (47,48).

Tablo 2.1. DSO End-TB hedef ve kilometre taslar1 (47)

Parametreler Kilometre Taslar: Hedefler
(2015 yilindaki degere gore hesaplanan) 2020 2025 2030 2035

Tiiberkiiloz 6liimlerinin mutlak sayisindaki

. . 35 75 90 95
azalma yiizdesi
Tiiberkiiloz insidans hizindaki azalma
yiizdesi (yilda yiizbin niifus basina yeni 20 50 80 90
vaka)
Tiiberkiilozdan etkilenen hanelerin 0 0 0 0

katastrofik maliyetlerle karsilagsma yilizdesi
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Iki bin on bes yili Eyliil aymnda Birlesmis Milletler (BM) iiye devletleri
“Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedeflerini” (SKH) benimsemislerdir. Bu hedefler arasinda
dogrudan veya dolayl olarak tiiberkiiloz yiikiinii azaltmaya yonelik hedefler 6nemli yer
tutar. "Herkes Icin Her Yasta Saghkli Yasam Saglamak ve Genel lyilik Halini
Desteklemek™ baslikli {igiincli hedefinin bilesenlerinden biri 2030 yilina kadar TB
epidemisinin bitirilmesi hedefine yoneliktir (36,49). Diinya Saglik Orgiitii, 2017'de
diizenlenen Kiiresel Bakanlar Konferansi'nda TB’a son verilmesine iliskin Moskova
Deklarasyonu’nu  yayinlayarak ortaklara End-TB stratejisinin  uygulanmasini
hizlandirmak i¢in ¢agrida bulunmus ve bu amaca uygun taahhiitler gelistirilmistir.
Bunlardan bazilar;; SKH yanitin1 ilerletmek, yeterli ve siirdiiriilebilir finansman
saglamak, bilim, arastirma ve yenilik arayisi ve c¢ok sektorlii sorumluluk cergevesi
gelistirmektir. iki bin on sekizde BM Genel Kurulu, TB konulu ilk iist diizey toplantisinda
taahhiitleri yeniden teyit edilmis ve kiiresel hedefe yonelik yeni taahhiitler eklenmistir.
Agustos 2020'de Diinya Saglik Asamblesi tarafindan “TB Arastirma ve Inovasyon igin
Kiiresel Strateji” kabul edilmistir (36,47).

Diinya Saglik Orgiitii, 1990’larin ortalarindan bu yana TB vakalarinin ve
sonuglariin rutin kayit ve raporlanmasina iliskin standart bir yaklagim saglamis ve tiim
iiye devletlerle bolgeler bu standartlara gdre DSO’ye ulusal veri bildiriminde
bulunmaktadirlar. Orgiitiin kiiresel rehberligi, TB’la ilgili ulusal arastirmalara da standart
bir yaklagim saglamistir. Ayrica DSO 1997'den beri TB salgininin kiiresel, bolgesel ve
iilke genelindeki durumu ve teshis ve tedavisinde kaydedilen ilerlemeleri de iceren
verileri yillik “Global TB Raporu’nda” yayimlamaktadir (31).

Tiiberkiilozun 6nlenmesinde ve durdurulmasina yonelik politikalarin belirlenmesi,
gelistirilmesi ve takibinde, ulusal ve global verilerin énemi biiyiiktiir. Ulkemizde veremle
miicadelede modern cabalar 19. Yiizyilin sonlarinda baslamistir. “Umumi Hifzissthha
Kanunu” 1930 yilinda ¢ikarilarak verem bildirimi zorunlu hale getirilmistir. Sonraki
yillarda kanunlardaki yeniliklerle Saglik Bakanligmma bagli Verem Savas Daire
Baskanlig1 olusturulurmustur. ki bin on bir ve 2017 yillarindaki kanun hiikmiindeki
kararnamelerle Saglik Bakanligi ve bagli kuruluslarin teskilat yapisinda degisiklige
gidilmesi sonucunda son olarak Tiiberkiiloz Dairesi Bagkanligi, calismalarim1i Halk
Saglig Genel Miidiirliigii’ne bagl olarak yerine getirmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
“Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi” (DGTS), lilkemizde 2006 yilinda uygulanmaya
girmis ve bu kapsamda dispanserlere kayith hastalarin verileri bireysel olarak toplanip

raporlanmaya baslanmistir. Tiiberkiiloz ile miicadele, yenilik¢i politikalar 1s18inda
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uluslararasi kurum ve kuruluslarla birlikte alinan ulusallagtirilmig kararlarla yiiriitiilerek

gelismeye devam etmistir. Ulkemizde “Veremsiz Bir Tiirkiye” hedefine ulasmak igin

Ulusal Tiiberkiiloz Kontrol Program1 (UTKP) uygulanmaktadir. Tiiberkiiloz kontroliinde

Halk Saglig1 Genel Miidiirliigline bagl Tiiberkiiloz Dairesi Baskanligi merkezi birimdir

ve Sekil 2.8’de iilkemizdeki TB hizmetleri yap1 semasi goriilmektedir (9,50,51).

Ulkemizde TB tani1 ve tedavisi VSD’de iicretsiz olarak yapilmaktadir. TB

hastalarinin yikicit maliyetlerden korumak amaciyla Aile ve Sosyal Hizmetler Bakanlig1

tarafindan nakdi yardim yapilmaktadir (47,50).
SAGLIK BAKANLIGI

Halk Sagisfis Genel Midirlogn
|

Genel Midor Yardirmecis:
1
I 1
Mikrobiyoloji Referans
Tisberkilor Dairesi Bagkansf mhﬁﬁulm Laboratuyarlan ve Biyolajik Urdnber
DB
Siwil Toglurm Kurwuglar
* Verem Savas Dernekleri I_ Ulusal Toberkiloz Referans
La baratusan
* Uzrnanlik Dernekleri
* pMeslek Orgiitieri
1
il saglik Mibdoriogs
1
I | 1
Halk Sagligi Hizmetleri Kamu Hastameleri Sagirk Hizmetleri
Bagkan Hizmetleri Bagkanbifi Bagkanlgi
Tiiberkaloz il ! -
Koordinatri ve Saha .
Daneyman: Hastame Hizrmetheri Birimi Ol Hastameler Birimi
— Saph
mh! sirkmi L::-: tuva Ouzel Hastanel
ra n astaneler
H’L _ (Bolge oz Hastaneler ve e
Bulagici Hastaliklar Birimi diberkii
El | It Laboratuvarian Laboratuvarlan
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I':.Il_;'e Saplik IM_BHI Tarama Ekibi Laboratusarlar
Dermek Mobil Tarema Araghan
Topham Sagiig
Merkezi

Werem Savag Dispansereri

l_ Dernek Verem Sovas
Diispearnserleri

Sekil 2.8. Tiirkiye’de tiiberkiiloz hizmetleri yapilanmas1 (50).

17



2.3. Taksonomi

Mikobakteri cinsi, ilk olarak 1896'da Lehmann ve Neumann tarafindan, esas
olarak Mycobacterium tuberculosis tipi susun 6zelliklerine dayanarak adlandirilmis (52).
Prokaryot aleminin, Actinomycetota subesinin, Actinomycetes siifinin, Mycobacteriales
takiminin, Mycobacteriaceae ailesinde yer alir ve igerisinde 250’den fazla tiir barindirir

(53,54). Tablo 2.2°de taksonomik siniflamasi goriilmektedir.

Tablo 2.2. Taksonomik siniflandirma (53)

Sube Actinomycetota 10

Sinif Actinomycetes 21

Takim Mycobacteriales 8

Aile Mycobacteriaceae 8

Cins Mycobacterium 266

Mikobakteriler, insan ve hayvanlarda patojenik potansiyellere sahip besiyerinde
farkli treme hizi, koloni morfolojisi ve pigment Ozellikleri gibi cesitli iireme
dinamiklerine sahip bakteri grubudur (55). Mikobakteriler diger bakterilerle
karsilastirildiginda yavas gogalirlar. Ureme paternlerine gore baslica yavas ve hizli
ureyenler olarak siniflandirilirlar. Hizli tireyenlerde gozle goriiliir biiylime i¢in en az bes
giinliik inkiibasyon gerekirken yavas iireyenlerde daha uzun siire (haftalar) gerekir (52).
Mikobakteri cinsi igindeki tiirler arasi iligkiler 6ncelikle 16S rRNA gen dizileri analizi ve
fenotipik o6zelliklerine dayandirilmis sonrasinda 16S-23S ara dizileri ve c¢esitli referans
genler kullanilarak arastirilmalar genisletilmistir. Ilk olarak 1950°de Tablo 2.3te goriilen
Runyon tarafindan M. tuberculosis ve M. bovis disindaki mikobakteriler kati
besiyerindeki iireme hizi, koloni morfolojileri ve pigment 6zelliklerine gore 4 grupta

siiflandirilmistir (56).
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Tablo 2.3. Runyon Siniflamasi (56)

| Yavas Karanlikta renksiz, M. kansasii
1s1kta pigmentli R M. marinum
(Fotokromojenler) M. simiae
I Yavas Karanlikta ve 1s1kta M. scrofulaceum
pigmentli R/S M. gordonae
(Skotokromojenler) M. szulgai
11 Yavas M. avium
M. intracellulare
Karanlikta ve 1sikta .
. . M. xenopi
pigmentsiz R/S
) M. terrae
(nonfotokromojenler)
M.malmoense
M. ulcerans
v Hizli . . M. fortiutum
Pigmentli veya M. berearinum
pigmentsiz Genellikle S - Pered

M.abscessus
M. chelonae

Mikobakteri cins i¢indeki 16S rRNA gen sekans benzerlikleri %94,3’lin
tizerindedir. Tirler arasindaki delesyonlar ve referans genleri de igeren filogenetik
analizler, yavas biiyliyen tiim mikobakterilerin tek bir mikobakteriye ait olarak hizla
biiyliyen mikobakterilerden ortaya cikan evrimsel daldan ayrilan dogal boliinmeyi
dogrulamistir (57). Bu 06zellik, insanlar1 enfekte etme yetenekleriyle iliskilidir ve bu
nedenle tiim kat1 patojenler ve ¢ogu firsat¢1 patojen, yavag lireyen mikobakteriler ile
yakinlik gosterir (58,59).

Mikobakteri cinsi kat1 patojen, potansiyel veya firsat¢1 patojen ve patojenik
olmayan saprofit tiirler icerir. Mikobakteriler, hastalik potansiyeleri ve in vitro lireme
hizlarindaki temel farkliliklara dayali Mycobacterium tuberculosis kompleksine (MTBK)
ait olanlar, Mycobacterium leprae, Mycobacterium ulcerans ve tiiberkiiloz dis
mikobakteriler (TDM) olarak dort ana gruba ayrilabilirler. Mycobacterium tuberculosis
kompleks igerisinde M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis bacille Calmette-Guérin (BCG),
M. caprae, M. africanum, M. pinnipedii, M. microti, M. orygis, M. mungi, M. dassie
bacillus, M. chimpanzee bacillus ve M. canettii basilleri yer alir (55,60,61,62). Genom
dizileme teknolojilerindeki gelismelere paralel olarak yapilan kapsamli karsilastirmali

filogenetik analizler, mikobakteri tiirlerinin birbirleri ile iliskilerinin arastirilmasina 11k
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tutmus ve mikobakteri ailesinin siniflamada yenilikler olusturmustur (63). Sekil 2.9°da
bu analize dayali Mycobacterium cinsinin tim genom filogenisinin ayrintilari
goriilmektedir. Bu kapsamli analizlerin sonuglarina dayanarak Mycobacterium i¢inde, en
yiiksek benzerlik oranlartyla beraber ‘“Tuberculosis-Simiae", "Terrae", “Triviale”,
“Fortuitum-Vaccae” ve “Abscessus-Chelonae” bes farklt monofiletik soyun varligini
desteklemektedir. Bu kusaklardan "Abscessus-Chelonae”, en derin dallanma soyunu

olusturur ve hizli biiyiiyen diger bir tiir olan "Fortuitum-Vaccae" ise monofiletik bir grup
olusturmaz (64).

Complex/group B M. tuberculosis NCBI/new

] Noassignment Il M. avium ‘ ' [ Available in NCBI
= M. smegmatis [ M. terrae “‘ "ll [ Newly sequenced
M. fortuitum

- M. abscessus ‘ l[ GFOWth I’ate
) = [ Rapid
[ M. simiae ~‘ > '

\\ )

H

# ORFs
—1 2000

/) \ _
3250 B
4500 Type strain ' ' ' ” s N?gé‘:ffgéi -

5750 [ Type strain Genome length “‘ 0.69
7000 [ ] Non type strain

g- Complex/Group
O  NCBi/New
[y

Type Strain

tg

Sekil 2.9. Mycobacterium cinsinin tim genom filogenisi (64)

Gupta ve arkadaslarinin 2018'de 150 tiir iizerinde yapiklar1 c¢alismalariyla
Mycobacterium cinsi bes klada karsilik gelen bes cinse bolmiistiir (63). Cinsleri,

”Mycobacterium (“Tuberculosis-Simiae”), Mycolicibacterium gen. nov. (“Terrae”),
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Mycolicibacter gen. nov.(“Triviale’), Mycolicibacillus gen. nov. (“Fortuitum-Vaccae”)
ve Mycobacteroides gen. nov. (“Abscessus-Chelonae™) olarak isimlendirilmistir. Eski
Mcycobacterium cinsinden 107 tiir ¢ikarilarak yeni tiirler dahil edilmistir. Buna gore
major insan patojenlerinin tlimii Mycobacterium cinsi i¢inde yer alirken, cevresel
mikobakteri tiirleri Mycolicibacterium cinsi, ¢ogu patojen olmayan nadiren hastalik
etkeni olan tiirler ise Mycolicibacter ve Mycolicibacillus cinsi iginde yer alir.
Mycobacteroides cinsinin ise bir kisim {yeleri akciger, yumusak doku ve deri
enfeksiyonlarina sebep oldugu bilinmekle beraber yasami tehdit eden patojenler olarak
kabul edilmezler. Yeni siniflandirma ile yeni Mycobacterium cinsinin iiyeleri olan ana
insan ve hayvan patojen tiirler daha az klinik 6neme sahip veya patojen olmayan tiim
diger tiirlerden ayirir (63).

Tiir grubu bir¢cok 6nemli zorunlu ve firsat¢i patojen igerdiginden, tiirlerin herhangi
bir sekilde yeniden adlandirilmasinin, “Nomen Periculosum” kuralinda 6zetlendigi gibi
klinik tedavide karisikliga neden olmamasi dénemlidir. Onerilen smiflama ile klinikle
kavram kargasasi olugmasi, bir¢ok otomatize cihazin kiitiiphanelerinde giincellemeler
gerektirmesi gibi sikintilar ortaya ¢ikmistir. Meehan C. ve arkadaslarinin yaptigi cins
ayrimi sinirlarini 16S rRNA gen benzerligi, amino asit kimlik indeksi, ortalama niikleotit
kimligi, hizalama fraksiyonu ve korunmus proteinlerin yiizdesi ile tekrar degerlendiren
calismada orijinal cins etiketinin, bu gruptaki tiim tiirlere yeniden uygulanmasini ve
Onerilen bes cinsin potansiyel olarak alt cins karmasik adlar1 olarak kullanilmasini

onermislerdir (65).

2.4. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Actinomycetales takimina ait Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsi Mycobacterium
cinsidir. Bakterilerin bu cins igerisinde siniflandirilmasinda asit-alkole direngli olmalar1
ve hiicre duvarlarinda mikolik asit bulundurmalari etkilidir. Ince ve uzun, 0.2-0.6 pm x
1-10 pm boyunda, hareketsiz, katalaz pozitif, sporsuz ve zorunlu aerob bakterilerdir. Bazi
tiirlerin mikroaerofilik kosullara da uyum saglayabildikleri gosterilmistir (66). Kapsiil,
flagel veya migelleri bulunmaz. Diger bakterilerin aksine, tiiberkiiloz basilleri yavas ve
gii¢ iirerler. Ortalama replikasyon zamani 15-20 saattir. Uretilebilmeleri igin son derece
zenginlestirilmis, sentetik veya yar1 sentetik, kat1 veya sivi bazli besiyerlerine gereksinim
duyarlar ve %5-8 CO; varligi tiremelerini hizlandirabilir. Tam yumurta, patates unu,
gliserol ve cesitli tuzlar iceren besi yerinde tirerler. Malasit yesili ve kristal viyole gibi

anilin boyalar1 kullanilarak kontaminant bakterilerin liremesini engelledigi goriilmiis ve
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zamanla gelistirilerek agar bazli sivi ve kati besi yerleri olusturulmustur. Biyotin, katalaz,
albiimin, kazein hidrolizat1 ile zenginlestirilmis besiyerleri ve antimikrobiyal ve
antifungal eklenerek daha secici besi yerleri iiretilmistir. Optimal {ireme 1silan tiirler
arasinda degismekle beraber 37C° (28-42), pH 6.5-6.8’de en iyi iirerler. Koloni
morfolojileri tiire gore degiskendir, S tipi veya R tipi fotokromojen, skotokromojen veya

nonkromojen koloni olustururlar ve bu durum siniflamanin temelini olusturur (55,58,66).

2.4.1. Mikobakteri Hiicre Duvar1 Yapisi

Hiicre duvar yapilar1 diger bakterilerden farkli 6zellikte olup daha kompleks
yapiya sahiptir. En i¢ tabakada plazma membrani yer alir. Temel yapu, tipik olarak gram
pozitif bakterilerdeki gibi peptidoglikan i¢cermekle beraber hiicre duvarinin omurgasini
fosfodiester kovalent baglarla birbirlerine bagli peptidoglikan- arabinogalaktan- mikolik
asit tabakalar1 olusturur. Hiicre duvar yapimindan sorumlu proteinler, transport
proteinleri ve mikolik asit katmanindan pasif gegisten sorumlu porinlerde hiicre
duvarinda yer alir. En dista ise serbest lipitlerden olusan bir dis katman bulunur.
Mikobakterilerde plazma membranina tutunup hiicre duvarmin disina kadar uzanan,
konak ile patojen arasindaki etkilesimde ve mikobakterilerin sinyal iletiminde dnemli rol
oynayan fosfatidil-myo-inositol mannozidler, lipomannan ve lipoarabinomannan gibi
baz1 glikolipitler bulunur (67,68,69). Sekil 2.10°da mikobakterilerin hiicre duvar yapilari

ayrintili olarak goriilmektedir.

Kompleks Lipoarabinomannanin
serbest lipitler Porin mannan kismi
Agil glikolipitler / /
‘ \ / /
\\\ ! /‘ f
S Y \ / Lipoarabinomannanin
Sl [« S0 arabinan kismi

' AR %
: . ™ :

. - § i
Mikolik asitler __——%V‘L mET Pentaarabinosil
i i ! motif

i

L v JUEEIL
T IR
! [ i i

il i 1331 34
{

3
131

$ ‘

3 ‘. /
{] Liﬁlii o
£1id ¢t i
et | ARty
alaktan Jn{ “r'.‘/;- d} %:\j ?k =
\ ; ;i 3 % ) : . lipomannan kismi
’Jp r}r—\ cc‘.' 3‘ .’
e i —__‘J'(t NI (!{ ;“,“ ”)oé—_ Arabinan
iy \\\\\\\\\\\\\\\\\’\\

]

-fl‘na. .-l.\-.al llill\-lll‘A‘ll-l. l.ll zzzzzz

Lipoarabinomannanin

Peptidoglikan

ma membrani

\
Fosfotidilinozitol Transmembran Plazma membrani ile
mannozidler proteinleri iligkill proteinler

Sekil 2.10. Mikobakterilerin Hiicre Duvar Yapilari (69)
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Mikobakterilerin lipidden zengin hiicre duvar yapisi bakteriyi kompleman
etkisiyle gerceklesen osmotik lizisten, makrofaj igindeki oksidatif fagositozdan, asit,
alkol, agir metaller ve antimikrobiyal ila¢ gibi fiziksel stres faktorlerinden korur.
Laboratuvarda rutin olarak kullanilan gram boyalar ile yiiksek lipid igirigine baglh
hidrofobik etkiden dolay1 boyanmazlar. Ayrica asit-alkol ile yapilan dekolorizasyonda da
boyay1 kolay birakmazlar. Bu 6zelliklerinden dolay: aside direngli bakteriler olarak da
adlandirilirlar. Boyanin fenol iginde eritilmesi ve 1sitilmasi gibi yontemler kullanan

Ehrlich- Ziehl-Neelsen (EZN) ve Kinyoun teknikleri ile boyanirlar (70).

2.4.2. Genom Yapisi

Gilinlimiizde yeni molekiiler mikrobiyolojik teknikler ve ¢alismalarla bakterilerin
yapisal, fizyolojik, biyokimyasal, antijenik, genetik ve metabolizma 6zellikleri hakkinda
daha detayl bilgilere ulasilmistir. Boylece tiirler arasi iliski ve hastalik patogenizi gibi
konular daha da aydinlanirken ayni zamanda karmasiklasmigtir. Mycobacterium
tuberculosis (H37Rv,CDC1551), M. bovis (AF21.22/97) ve M. lepra gibi 6nemli patojen
tiirlerde dahil birgok tiiriin tim genom analizi (WGS) yapilmistir (70,71). Mikobakteriler
DNA’larinda yiiksek (%62-70) G+C oranini olmasi nedeniyle stabil bir genoma
sahiptirler. Mikobakteriyel genom Escherichia coli ve Bacillus subtilus gibi hizli {ireyen
bakterilerin genomundan daha kiiciiktiir. Tiirler arasinda degismekle beraber yavas
tireyenlerde genom daha kisadir (58,71). Mikobakterilerde tanimlanan bazi tiirlerde
genomun biiylik kisminin (%59) replikasyonla ilgili, kalan bdlgenin %30’unun lipid
metabolizmast ile ilgili, %10 kadarminsa hiicre duvar sentez ve immun sistemden
sorumlu proteinleri kodlayan genleri igerdigi tespit edilmistir. Ayrica noncoding diziler,
insertion dizileri (IS) ve mikobakterieler i¢in 6zel olan mikobakteri tekrarlayan {initeleri
(MIRU) kodlayan gen bolgeleri tespit edilmistir. Mikobakterilerde enerji liretim ve
kullanimini1 saglayan genlerin biiyiilk kismi gram negatif bakteri olan E. coli ve

pseudomonas’larla benzerlik gostermektedir (70,71).

2.5. Viriilans, Patogenez ve Klinik

Bilinen en basarili insan patojenlerinden biri olmasina karsin, M. tuberculosis’in
viriilansinda rol oynadigi bilinen endo veya ekzotoksinleri yoktur. Kord faktor (Trehaloz
glikolipidler) ve siilfatidler gibi hiicre duvarinda bulunan bazi protein, lipid ve
polisakkarit yapilarin ve salgisal bazi proteinlerin viriilanstan sorumlu olabilecegi ortaya

konabilmistir. Bugiin artik hastalifin patolojisinin altinda yatan nedenin daha ¢ok
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konagin bakteriyel antijenlere karsi olusturdugu abartili hiicre aracili immiin ve
inflamatuar yanit sonucunda olustugu bilinmektedir (55,72). Mikobakterilerin antijenik
komponentlerinin karakterizasyonu klonlama teknolojileri, dizi analizleri sayesinde hiz
kazanmis yeni proteomik yaklagimlarin gelistirilmesi, patogenezde rolii olan immiin
antijenlerin aragtiritlmasini saglamistir. Trehaloz dimikolat dimikoserosatlar, siilfolipid-1,
fenolik glikolipid, mikolik asit, pentaasil trehaloz, fitioserol, mannosilath
lipoarabinomannan (LAM) protein olmayan viriilans faktorlerinden bazilaridir. Sekil
2.11°de M. tuberculosis’in protein yapili virtilans faktorleri ve bunlarin etkili olduklar
immiinolojik yapilar 6zetlenmistir (73).

Mikobakteriyel lipopolisakkaritler bakterilerin hiicre i¢ine alinmasinda,
makrofajlarin enfekte edilmesinde, fagozomun engellenmesinde ve anti-inflamatuar
yanitta 6nemli rolleri alirlar. Protein yapili olan viriilans faktorleri Toll-like reseptor 2
(TLR2) aktivitesinde, sitokin tiretiminde degisiklige sebep olurken bazilari otofaji ve
fagozom fonksiyonunda degisikliklerle iliskilidir.

Mycobacterium tuberculosis kiiltiirde tirediginde kiiltiir ortamina birgok farkli
antijen salinmaktadir. Filtreden gegebilen bu antijenlere “culture filtrate protein” (CFP)
ad1 verilir. Bunlarin birgogu bakteri genomunun RD1 lokusunda kodlanir ki bu lokus
BCG susunda ve tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerde bulunmamaktadir. CFP-10 (10-kDa
culture filtrate protein) ve Esat-6 (6-kDa early secretory antigenic target), antijen 85

kompleksi (Ag85) as1 ve tani i¢in kullanilan protein yapilardan bazilaridir (72,73,74).
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Sekil 2.11. M. tuberculosis'in protein viriilans faktorleri ve etkili olduklari

immiinolojik yapilar (73).

Tiiberkiiloz viicudumuzda cesitli organlarda enfeksiyon olusturabilmesine ragmen
biiyiik cogunlukla akcigerleri tutar. Enfeksiyon, genellikle inhalasyon ile alinan iginde 1-
3 basil igceren damlacik ¢ekirdeginin alveollere ulagsmasiyla baglar. Balgam yaymasi
pozitif olan akciger ve larinks tiiberkiilozlu hastalar en bulastiric1 olanlardir. Hastalarla
uzun siireli yakin temasi olan kisilere bulagma riski fazladir. Cocuklarda, diyabet
hastalarinda, HIV+ kisilerde hastalifa yakalanma riski yiiksektir. Yas, beslenme
aligkanliklari, kronik hastaliklar, immiin baskilama olusturan hastaliklar ve tibbi
durumlar, sigara/alkol kullanimi, sosyoekonomik diizey ve ¢evresel faktorler bulasta ve
hastalik niiksiinde 6nemli etkiye sahiptir. Basilin akcigerde enfeksiyon olusturup
olusturmamasi; bakterinin viriilansina, inhale edilen basil sayisina ve konak immiin
sistemi ile iliskisine baghidir (72,73,74,75). Basil yayan TB hastasi ile temasta
olusabilecek klinik durumlar Sekil 2.12’da 6zetlenmistir (7).

Yayma-pozitif hasta ile temash tiiberkiilin deri testi (TDT) negatif kisilerin
%30’unda klinik ve radyolojik bulgu olmadan deri testi pozitif hale gelir. Primer
enfeksiyon sonrasi bu kisilerin %5’inde ilk bes yil iginde erken hastalik gelisimi
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olmaktadir. Enfekte olup hastalik olusmayan %95°1ik kisimda ise latent enfeksiyon olusur

ve bunlarinda %5 inde herhangi bir zamanda sekonder tiiberkiiloz gelisir.

Ekzojen veni
enfeksiyon
Primer veya \
i progresif primer
Enfeksivon hastalik Hastahk
yok %5 (Reakm;sz:’n}
Bulastinia TB 0~
hastasa ile 4 Enfeksiyon 4 Latent enfeksiyon Hastahk gelismez
karsilasma 2595 %90

Sekil 2.12. TB Enfeksiyonu ve Hastalik durumu

Basil solunum yoluyla viicudumuza girdiginde birka¢ senaryo ile karsilanir.
Alveollerde giiglii bir konak yanit1 ile herhangi bir lezyon olusturmadan makrofajlar
tarafindan yok edilebilir. Klinik olarak olusturdugu durumlardan sirasiyla asagida
verilmigtir.

Primer Tiiberkiiloz: Basil alveollere ulastiginda savunma mekanizmasindan kurtularak
akciger parankiminde subplevral enfeksiyona sebep olur. Baslangicta ¢ogalip immun
yanitla birkag milimetre ¢apinda kiiciikk kazadz lezyonlar olusur ve primer enfeksiyon
gelisir. Yakin mesafedeki hiler lenf bezinde graniilomatdz inflamasyonun eslik etmesiyle
Ranke kompleksi (primer kompleks) meydana gelir. Bu silirece primer infeksiyon
denilmektedir. Konak immiin cevabi yeterli ise hastalik olusmaz. Yetersiz kalirsa
yayilarak primer TB hastaligi meydana gelir. Basil yok edilemeyip bu odaklarda yillarca
canliligini koruyarak sessiz (dormant) kalabilir (76,77).

Miliyer Tiiberkiiloz: Tiiberkiiloz lezyonu i¢erisindeki ve ¢evresindeki kan damarlarinin
hasar1 sonucu basillerin erken hematojen yayilimi ile immun sistemi zayif kisilerde
primer infeksiyonun komplikasyonu olarak goriilebilir. Baslangigtaki miliyer tutulum
vakalarin %3'linden azinda goriiliir. En sik 2-3 yas alt1 ¢ocuklarda goriilmekle birlikte
eriskinlerde de gortilebilir. En sik dalak, karaciger, akcigerler tutulumu ile olup kemik
iligi, bobrekler, santral sinir sistemi, bobrekiistii bezi ve periton gibi tiim sistemleri
tutulabilir (76).

Latent TB Enfeksiyonu (LTBE): Aktif TB hastaligi olmaksizin -yani TB semptomlari,
klinik, laboratuvar ya da radyoloji bulgular1 olmadan- MTBK basiline karsi persistan

immiin yanit varligi durumudur (77). Bagisikligin zayifladigi (kronik bobrek yetmezligi,
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malnutrisyon, tedavi almakta olan onkoloji hastalari, primer ve sekonder immun
yetmezlik hastalari, immiin baskilayici tedavi alma vb) durumlarda aktif TB gelisme riski
belirgin diizeyde artar ve TB’un yayilmasi agisindan bu tiir hastalar ¢ok énemlidir.

Tiiberkiiloz enfeksiyonunun tiiberkiiloz hastaligina doniismesini artiran durumlar
asagida o6zetlenmistir (7,78).

Yiiksek Risk

e  HIV enfeksiyonu olan kisiler

e 0-2 yas araligindaki temasl ¢ocuklar

e TNF alfa inhibitorleri kullanan hastalar

e Hemodiyaliz yapilan kronik bébrek yetmezligi

e  Organ ve kok hiicre transplantasyonu yapilanlar

e Son 2 yilda gelisen yeni TB enfeksiyon

Orta-Diisiik Derecede Risk

e 3-5ile 10-15 yas araliginda temas Oykiisii olan ¢ocuklar

e Silikoz

e Bir aydan uzun siireli (>15mg prednizon) sistemik steroid tedavisi alanlar

e  Viicut kitle indeksi < 20 olanlar

e Alkol, sigara (glinde 1 paket) bagimlilig1

e Diabetes mellitus

e Inhale steroid tedavisi kullananlar
Endojen Reaktivasyon: Primer enfeksiyonda olusan odaklarda latent halde kalan
basillerin hayatin herhangi bir doneminde aktif hale ge¢gmeleri ile olusan hastalig ifade
eder (7).
Ekzojen Reinfeksiyon: Daha once primer enfeksiyon ge¢irmis konagmn aktif
tiiberkiilozlu bir hastadan yeniden viriilan MTBK ile enfekte olmasini tanimlar (68).

Tiiberkiiloza karst immun yanitta dogal ve kazanilmig bagisiklik rol alir.
Bakterinin akcigerler alveollerine ulasmasiyla dogal bagisiklik hiicreleri tarafindan
taninan MTBK gesitli sitokin ve kemokinler salinimina neden olur. Basil makrofajlar
tarafindan fagosite edilerek lizozomla birlesip fagozom olusumu saglanir. Basil
tarafindan salgilanan ESAT-6, CFP-10, SecA 1/2 proteinleri ve protein kinaz G
fagozomal olgunlagsmasini engeller. ESAT-6 makrofajlarin IL-6, IL-12 ve TNF-a iireten
enflamatuvar 6zellikli fenotipe doniismesini uyarir (79,80). Daha sonra IL-10 iiretimini

uyaran fenotipe doniisiimii indiikleyip kendine uygun ortam saglayarak ¢ogalir. Bu denge
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sayesinde yillarca sessiz kalir ve latent enfeksiyon olusur. Aktive T lenfositlerin
enfeksiyon bolgesine hareketi sonucu; bu bolgede makrofajlar, T-lenfositleri, dendritik
hiicreler, fibroblastlar, endotelial hiicrelerin birikimi ile graniilom olusumu gergeklesir.
Mikobakteriyel enfeksiyona direng, graniilomatéz yanitin biiyiikliigiinti belirler. Bazi
hastaliklarda; 6r, HIV pozitifligi, Diabetes mellitus gibi durumlarda yetersiz graniilom
yanit1 gozlenir ve enfeksiyon daha yaygin sekilde gelisim gosterir. Timor nekroz faktor-
alfa graniilom olusumunda etkili olan bir diger pro-inflamatuar sitokindir. Romatoid artrit
tedavisinde kullanilan anti-TNF antikorlar latent TB’un alevlenmesine sebep olabilmesi
nedeniyle tedavi 6ncesi bu tiir hastalarin iyi degerlendirilmesi gerekir.

Mycobacterium tuberculosis’e karsi gelistirilen tek lisansli as1 olan; BCG asis1
1927 yilindan itibaren uygulanmaktadir (7,80). Asmin gelistirilmesi 13 yil kadar
stirmiistiir. Stop TB Ortakliginin TB'yi Bitirmek i¢in Kiiresel Plani, 2025 yilina kadar
yeni bir TB asisiin kullanima sunulmasi hedefini belirlemistir ve bu baglamda DSO
onciiliigiinde 16 as1 aday: farkli faz agsamalarinda degerlendirilmeye devam etmektedir
(81). Giinlimiizde enfeksiyonu, hastalig1 ve niiksiinii 6nlemeye yonelik ¢ok sayida asi
gelistirme caligmalar1 devam etmekte olup bunlardan bazilar faz III asamasina gelmistir.
M72/AS01E (Protein/adjuvan alt birim asis1), rBCG (tiim hiicreli M. bovis), GamTBvac
(protein/adjuvan alt birim asis1), MTBVAC (canli, genetik olarak zayiflatilmis MTB),
VPM1002 (canli rBCG), MIP (tam hiicreli M. indicus pranii) faz ¢alismalar1 devam eden
baz1 agilardir. Ayrica viral vektor, mRNA, protein adjuvan subunit, zayiflatilmis farkl
veya ayni mikobakteri tiirlerini igeren ¢caligmalarda mevcuttur. Tiim bu ¢alismalarin umut

vaat ediyorsa da tek as1 halen BCG’dir (82).
2.6. Tiiberkiiloz Tanisi

2.6.1. Klinik Tam

Tiiberkiiloz enfeksiyonu MTBK basilleri tarafindan ¢ogunlukla akcigeri hedef
alan (pulmoner TB) ancak lenfatikler ve kan dolasimi yolu ile yayilarak diger sistemleri
de (ekstrapulmoner TB) tutabilen bir enfeksiyon hastaligidir. Enfekte olanlarin yaklasik
%5-10"u yasamlar1 boyunca, ¢ogu ilk enfeksiyondan sonraki ilk bes yil i¢cinde olmak
tizere TB hastaligina yakalanir. Yapilan ¢aligmalarda tiiberkiilozlu biriyle temas ettikten
sonra aktif hastalik gelistiren kisilerin yaklagik %75'"inin bunu indeks hastanin tiiberkiiloz
tanisindan sonraki bir yil i¢inde; %97'sinin ise iki yil icinde gelistigi gosterilmistir

(83,84). Akciger TB enfeksiyonunun gelisimi fagositoz, hiicre i¢i gogalma, enfeksiyonun
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gizli faz1 ve aktif akciger enfeksiyonu seklinde gergeklesir. Bir¢ok degiskenin etkisiyle
spontan iyilesme, hastalik, gizli enfeksiyon (latent TB), reaktivasyon veya reenfeksiyon
gibi farkl klinik durumlara dogru ilerler.

Tiiberkiiloz tanis1 klinik siiphe ile baslar ve kapsamli bir yaklagim gerektirir.
Hastanin Oykiisii, sikayetleri, fizik inceleme bulgulari, akciger grafisi, deri testleri,
mikrobiyolojik tan1 birlikte degerlendirilmelidir. iki haftadan uzun siiren 6ksiiriik, kan
tiikkiirme, nefes darlidi, ates, gece terlemesi, halsizlik, gogiis veya yan agrisi, istahsizlik,
zayiflama (kilo kaybi1), cocuklarda kilo alamama olan hastalarda TB’dan siiphelenmek
gerekir. Yakinmalarin ¢ogunlukla hafif baslayarak yavas ilerlemesi, kliniginin bir¢ok
hastalikla benzerlik gdstermesi gibi nedenlerle hastalarin doktora bagvurusu gecikir ve
tanida gecikmeler yasanir. Yakin ve uzun siireli temast olan kisilere bulagsma riski fazla
olmasi nedeniyle Oykiide hasta kisilerle temasinin sorgulanmasi da 6nemlidir. Aile
bireyleri, ayn1 evi paylasan arkadaglar ve isyeri arkadaglar1 dikkatle sorgulanmalidir
(83,84).

Akcigerler, TB’un hem hastaya ana giris yolu ve hem de viicuda ve diger kisilere
yayilmasinda kaynak gorevi goriir. Akcigerlerde ya primer enfeksiyon ya da latent TB
aktivasyonuna bagli olarak klinik tablo olusur. Ilk karsilasmada basil yiiklii damlacik
¢ekirdeklerinin enfeksiyonu ile akcigerin gogunlukla periferinde lokalize bir enfeksiyon
olusur. Bu sirada hafif ates ve halsizlik gelisir ve bazen diger asir1 duyarhilik belirtileri
gortliir. Hastalarin ¢ogunda siire¢ lokal ve sistemik savunma mekanizmalariyla kontrol
altina alinir. Primer pulmoner odak genellikle subplevral oldugundan, plevral bosluga
rliptiir, eflizyonlu tiiberkiiloz plorezi gelisimi ve bulgularina da rastlanabilir. Hiler lenf
diigiimlerine yayilma ile biiyiime, merkezinde kazedz nekroz ve kalsifikasyon olusur.
Primer enfeksiyon siklikla klinik olarak 6nemsizdir ve taninmaz. Semptom ve bulgular
primer ve sekonder enfeksiyonda degisen siklikta goriilmekle beraber en sik ates
goriilmektedir (76). Ates genellikle 6gleden sonra gelisir ve uykuda terleme eslik edebilir.
Halsizlik, sinirlilik, olagandis1 yorgunluk, bas agris1 ve kilo kayb1 gibi diger toksemi
belirtileri ve hemoptizi, okstiriik, balgam ve gogiis agrist mevcut olabilir. Bu bulgularin
varlig1 ve yoklugu tanida dnemlidir. Diinya Saglik Orgiitii, genel popiilasyonda ve yiiksek
riskli gruplarda (HIV+ kisiler haric) TB hastaligi tarama algoritmalarinda klinik
semptomlarin varhigina yer vermistir (85). Herhangi bir oksiiriigiin TB hastaliginin
saptanmasinda duyarlilifinin %51 oldugunu tahmin edilmesine ragmen olduke¢a yiiksek
bir ozgiilliige (%88) sahiptir. Taranan popiilasyondaki TB dis1 hastaliklarin ve diger

durumlarin yayginligina bagh olarak bu durum bize TB hastalig1 olmayan ¢ogu kisinin
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oksiirmedigini diisiindiiriir. Iki haftadan uzun siiren oksiiriik i¢in ise duyarlilik %42,
ozgilliikk ise %94 oldugu tahmin edilmektedir. Herhangi bir TB semptomu (6ksiiriik,
hemoptizi, ates, gece terlemeleri, kilo kaybi) i¢in taramanin tahmini duyarliligi %71,
tahmini dzgiilliigii ise %64 tiir (86). Ayrica DSO, TB énleyici tedavi vermeden 6ncede
hastalig1 ekarte etmek i¢in semptomlarin yokluguna yonelik taramanin kullaniminm
onermektedir. Bes yas ve iizeri HIV-negatif ev temaslilar1 ve diger klinik risk gruplari,
herhangi bir siire oksiiriiglin, hemoptizi, ates, gece terlemesi, kilo kaybi, goglis agrisi,
nefes darlig1 veya yorgunluk olmamasi %73'lik bir duyarlilikla ve %99'luk negatif
prediktif degerle tanida 6nemlidir (83,87). On yas ve {izerindeki HIV’li hastalar i¢in
standart dort belirti taramanin uygulanmasi onerilmektedir. Tiiberkiiloz semptomlarinin
olmamasi ve anormal gogiis radyografik bulgularinin olmamasi, 6nleyici tedaviden 6nce
>5 yasindaki HIV negatif ev temaslilar1 ve diger risk gruplar1 arasinda aktif tiiberkiiloz
hastaligini ekarte etmek i¢in kullanilabilir (78).

Fizik muayene hastaligin tanisinda ve ayirici tanida ihmal edilmemelidir. Akciger
tiiberkiilozunda oskiiltasyonda lokalize raller, Oksiiriik sonrasi raller, konsolidasyon
varliginda brongiyal sesler duyulabilir, plevral siviya bagli seslerde azalma ya da
solunumla degisen plevral siirtiinme sesleri duyulabilir. Hepatosplenomegali nadiren
goriilebilir. Ilerlemis hastalikta comak parmak, genel durumda bozulma, kaseksi
goriilebilir. Ekstrapulmoner tiiberkiilozda ilgili organ tutulumuna ait bulgular izlenir (7).
Oksiiriik ve akciger seslerini algilayan ve izleyen birkag yeni yapay zeka tabanli arag
(Hyfe, Docturnal, ResApp Health, Salcit Technologies) gelistirilmis olup oksiiriigi TB
icin daha nesnel olarak Olgiilebilir bir biyobelirte¢ haline getirerek TB taramasi, tan1 ve
tedavi izlemede kullanima sunmustur (82,88).

Belirgin bir klinik durumun gézlenmedigi LTBE’de 6zellikli gruplar belirleyerek
tedavi etmek tiiberkiilozla miicadelenin onemli bir bilesenidir. Tiiberkiiloz basili ile
karsilasmis herkese koruyucu tedavi vermek pratikle bagdagsmaz ve gereksizdir. Bu
nedenle sadece bu tedaviden yarar gorecekler test edilmelidir. Diinya Saglhk Orgiitii
koruyucu tedaviyi bakteriyolojik olarak kanitlanmis akciger TB’lu hastalarm ev ici
temaslilari, HIV ile enfekte hastalar ve klinik olarak risk grubundaki kisilere
onermektedir (78,83). Latent tiiberkiiloz tanisinda altin standart bir test olmamakla
birlikte, TDT ve interferon gama salmim testi (IGST) bu amagla kullanilir. Molekiiler
mikrobiyolojideki gelismeler daha spesifik biyobelirteglerin tespitine olanak saglamis
buna paralel olarak daha hassas testlerin gelistirilmesi miimkiin olmustur. ESAT-6 ve

CFP-10 antijenleri kullanilarak spesifik MTBK antijenlerine dayali daha yeni antijen
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bazli deri testleri (TBDT) gelistirilmistir. Tiiberkiiloz basiline karsi gelismis hiicresel
bagisiklik yanitini Slgen bu testler aktif TB ve LTBE’de de pozitif oldugundan iki durum
arasindaki ayrimi yapamazlar. Ayrica TDT ve IGST’de pozitif sonug, tek basma aktif
hastaliga ilerleme riskinin giivenilir bir gostergesi degildir (7,77,89). Diinya Saglik
Orgiitii bu testlerin her ii¢ grubunu da TB tanist igin kullanimini &nermistir. Fakat
IGRA'lar ve TST’nin diisiik ve orta gelirli lilkelerde pulmoner veya ekstrapulmoner TB
tanis1 veya aktif tiiberkiiloz oldugundan siiphelenilen yetiskinlerin (HIV+ kisiler dahil)
tanisal tetkikleri kullanilmamasini 6nermektedir (89).

Tiiberkiilin Deri Testi (TDT)

Tiiberkiiloz enfeksiyonun dolayli yoldan gosteren bir cilt testidir. Daha once
enfeksiyona bagli duyarli hale gelen T hiicrelerinin intradermal uygulanan PPD
antijenlerine kars1 gec tip asirt duyarlilik reaksiyonu olusturmasi ilkesine dayanir.
Mantoux tarafindan kullanilan PPD 1960'larda MTBK’den tiiretilen standartlagtirilmis
bir saflastirilmis protein (PPD-S) ile degistirilmistir. PPD-S, MTBK’e 6zgii olanlarin yan1
sira TDM ve BCG'de bulunan antijen karisimi igerir. Bu nedenle, yanlis pozitif
reaksiyonlar TDM enfeksiyonlarinda ve BCG asis1 olanlarda goriilebilir. PPD-S’in 0,1
mg/0,1ml dozda 6n kol i¢ yiizeye intradermal uygulama sonrasi olusan reaksiyon 5-6
saatte baslar ve 48-72 saatte maksimuma ulasir. Kolda olusan endurasyon isaretlenip mm
cinsinden Olgiilerek not edilir (90). Degerlendirirken baz alinacak degerler BCG asili ve
asisizlarda farklidir. Yalanci pozitif durumlar oldugu gibi aktif tiiberkiiloz hastalarinda
%25’e varan oranlarda yalanci negatif gézlenebilir. Miliyer tutulum, tiiberkiiloz menenjit,
malniitrisyon gibi test edilen kisiye ait faktorler; kullanilan tiiberkiiline ait faktorler,
uygulamaya ait yontemlerden kaynakli yalanci negatiflik gortilebilir.

Tiiberkiiloz Antijenine Dayah Deri Testleri (TBDT)

Tiiberkiiloz basiline 6zgii antijenlerden olan ESAT6 ve CFP10’yi kullanarak TB
enfeksiyonunun tespitinde hiicre aracili immiinolojik yaniti 6lgmek ic¢in deri testleri
gelistirilmistir. Yapilan ¢alismalarda kanitlar, bu testlerin IGRA'ya benzer 6zgiilliik ve
hassasiyette oldugunu gostermektedir ve TDT ile karsilastirildiginda ¢ocuk, ergen ve
HIV+ kisilerde daha giivenilir sonuglar saglayabilecegi gosterilmistir. Ayrica TDT'ye
benzer bir gilivenlik profiline sahip oldugu, uygun maliyetli, kabul edilebilir ve
uygulanabilir oldugunu gosterilmistir. Ozellikle 6nceden BCG asilama &ykiisii olan
popiilasyonlarda 6zgiilliik, IGR A'ninkine benzer ve TST'ninkinden daha iyi bulunmustur.
Diinya Saglik Orgiitii, Cy-Tb (Serum Institute of India, India), Diaskintest® (Generium,
Russian Federation) ve C-TST ( ESAT6-CFP10 test, Anhui Zhifei Longcom, China) bu
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testlerin LBTE tanisinda kullanilmasin1 6nermektedir (86,89). Tiim testlerde TDT de
oldugu gibi intradermal antijen enjeksiyonu yapilarak olusacak endurasyon 48-72 saat
sonra milimetre cinsinden okunur.

Interferon Gama Salimim Testleri (IGST)

Hastanin kani1 (tam kan), M. tuberculosis'e 6zgii antijenlere maruz birakilarak gece
boyunca inkiibasyon sirasinda dolagan lenfositler tarafindan salinan interferon-gamayi
ELISA ile veya IFN-y (Interferon-gamma) iireten T-lenfosit sayisint ELISPOT yontemi
ile 6l¢en in vitro kan testleridir. QuantiFERON-TB Gold (ESAT-6 ve CFP-10) ve daha
yeni sirim QuantiFERON-TB Gold In-Tube (ESAT-6, CFP-10 ve TB7.7) ile
enfeksiyonu kapmig bir bireyin T hiicrelerinin yeniden uyarilmasi ile olusacak yanitta
salgilanan IFN-y dl¢iiliir. T-Spot testte ise ESAT-6 ve CFP-10 ile stimiilasyondan sonra
IFN-y iireten periferik mononiikleer hiicrelerin sayisi dlgiiliir. In vitro olan bu testlerin
laboratuvar altyapist ve nitelikli personel gerektirmeleri ve pahali olmalar
dezavantalarindandir. Deri testinden farkli olarak, IGRA'lar 6nceki BCG asilamasindan
veya TDM enfeksiyonundan (M. kansasii , M. szulgai ve M. Marinum harig)
etkilenmezler.

Tiiberkiiloz oldugu varsayilan bireylerde aktif TB'yi saptamada IGRA'larin hem
duyarlilig1 hem de 6zgiilligl yetersizdir. Ayrica bu testler pulmoner ve ekstrapulmoner
TB'nin geleneksel mikrobiyolojik teshisinin yerine kullanilamazlar (83,87). Diinya Saglik
Orgiitii, TB teshisi icin IGRA'larin kullanimina iliskin &nerilerde bulunmus ve giiniimiize
kadar QIAGEN QuantiFERON®-TB Gold (QFT-G), QIAGEN QuantiFERON-TB Gold
In-Tube (QFT-GIT), Oxford Immunotec T-SPOT®.TB (T-Spot), Beijing Wantai’s TB-
IGRA ve QIAGEN QuantiFERON-TB Gold Plus sistemlerinin kullanimini énermistir
(83,87).

2.6.2. Radyolojik Tam

Dogru bir radyolojik degerlendirme i¢in ¢ekilen filmin uygun teknikle dogru
kalitede, derin inspirasyonda goriintiilenmis olmast gereklidir. Bulgular primer ya da
sekonder TB’da degismekle beraber akciger tiiberkiilozunda hemen daima radyolojik
bulguya rastlanir. Nadiren akciger filmi normal goriiniimdedir. Ranke kompleksi olarak
adlandirilan parankimde bir lezyon ile drene olunan lenf bezinde Kkalsifikasyon
goriilebilir. Anormal boyutta hilus ve mediastende lenf bezi, konsolidasyon, atelektazi,
plorezi, kavitasyon, fibrozis ve hacim kaybi goriilebilecek bulgular arasindadir. Sekonder

TB’da en sik iist lob apikal, posterior ve alt lob apikal segment tutulumuna bagli bulgular
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goriilmekle beraber higbir radyolojik goriintli tiiberkiiloza spesifik degildir (76,91).
Akciger grafilerinin, aktif TB tanisinda duyarlilig1 %70-80 arasinda, 6zgiilliigii ise %60-
70 arasinda degismektedir (7). Tiberkiiloz tanisinda en biiyiik sorun filmi okuyanlar
arasindaki farkli yorumlardir. Diinya Saglik Orgiitii, bu gibi sikintilarin azaltilmasi i¢in
tan1 ve taramada dijital goglis radyografilerinde TB taramasi yapmak icin yapay zeka
kullanan Dijital Gogiis Radyografisi i¢in bilgisayar destekli tespit (CAD) yazilim iiriini
(CADATB v6, Delft Imaging, Netherlands; Lunit INSIGHT CXR (TB algorithm v4.9.0),
Lunit, Republic of Korea; gXR v2, qure.ai, India) kullanimina onay vermistir (88). Bu
yazilimiin tanisal dogrulugu ve genel performansinin hem tarama hem de triyaj
baglamlarinda bakteriyolojik olarak dogrulanmig TB'yi tanimlama becerileri agisindan
insan tarafindan dijital grafi yorumlanmasina benzer oldugu bulunmustur (92).
Tiiberkiiloz taramasinin 6nerildigi poptilasyonlarda 15 yas ve iistii bireyler arasinda, TB
hastalig1 i¢in tarama ve triyaj amactyla dijital gégiis rontgenlerini yorumlamak i¢in insan

okuyucularm yerine CAD kullanilabilir (93).

2.6.3. Mikrobiyolojik Tani

Tiiberkiiloz hastaligi tanisinda klinik, radyolojik bulgular ve deri testlerinden
yararlanilmakla beraber hastaligin enfeksiy6z ajan kaynakli olmasi nedeniyle kesin tanisi
mikrobiyolojik olarak konulur. Giiniimiizde molekiiler tekniklerin ilerlemesine paralel
daha hizli ve dogru tan1 miimkiin olmakta 6zellikle az ve orta gelirli iilkelerde testlere
ulagimin c¢esitli nedenlerle kisitli olmasi dolayisiyla tanida konvansiyonel yontemler
halen 6nemini korumaktadir. Mikrobiyolojik tanida kullanilan yontemler arasinda
mikroskobik inceleme, kiiltiir, serolojik ve molekiiler testler yer alir. Klinik olarak
stiphelenilen hastadan uygun klinik Ornegin kaliteli ve dikkatli sekilde alinarak
laboratuvara ulastirilmas1 gerekir. Ornek tipi enfeksiyonun yeri ve tiiriine gore
degismekle birlikte, tanida en sik kullanilan 6rnekler arasinda balgam, bronkoalveolar
lavaj s1vis1 (BAL), mide aclik sivisi, apse, biyopsi doku pargalari, idrar ve BOS yer alir.
Balgam ve steril olmayan bolge 6rnekleri N-asetil-L-sistein + sodyum hidroksit (NaOH)
ile dekontaminasyon, homojenizasyon ve konsantrasyon islemlerine tabi tutularak
kiiltiirde yanlis tiremeler onlenerek basil yakalama sansi artirilir (94,95).

Mikroskobik Inceleme

Tiiberkiiloz tanisinda klinik 6rneklerin mikroskopik olarak incelemesi en hizli,
ucuz ve kolay uygulanabilen bir yontemdir. Bu yoniiyle tanida diisiik ve orta gelir diizeyi

olan iilkelerde daha belirgin olarak énemini korumaktadir. Diinya Saglik Orgiitii, 2022
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raporunda 2021 yilinda yayma mikroskopisi kullanilarak insanlarin iigte ikisine TB
teshisi konmustur. Farkli tiirde boyama yontemleri ve mikroskoplar kullanilmaktadir. Bu
amagla, karbol fuksin boyama (EZN, Kinyoun y6ntemi) ve florokrom boyama (Auramin
O, Auramine-rhodamine) yontemleri mevcuttur. Hiicre duvar yapilarindaki lipid
oranlarinin fazla olmasindan kaynaklanan aside direngli boyanabilmelerinden
yaralanarak gelistirilmis olan EZN boyama en sik kullanilanidir. Mikroskobik incelemede
basilin gosterilebilmesi i¢in klinik 6rnekte 5000-10.000 CFU/mL konsantrasyonda
bakteriyi bulunmasi gerekmektedir. Genel olarak karbol fuksin boyali mikroskopi, %46-
78 duyarliliga sahiptir. Numunenin kaynagina ve dahil olan mikobakterilere bagli olarak
Ozgillik neredeyse %95’in istiindedir. Ayrica hastadaki basil yiikii, bulastiricilik ve
tedavi takibi hakkinda yorum yapabilmemizi de saglar. Sonuglanmasi igin 6rnekte basil
miktarinin ¢ok olmast ve duyarliliginin diisiik olmasi, tiir diizeyinde tanimlama
yapilamamasi ve bakterinin canlilig1 hakkinda fikir vermemesi gibi dezavantajlart vardir
(96). Sekil 2.13’te EZN yontemiyle boyanmis preperatta basilin mikroskopik goriintiisii
izlenmektedir. Hasta sonucunun raporlanmasinda Ornekte alanda goriilen basil
yogunlugunun derecelendirilmesine bagl 1+, 2+, 3+, 4+ gibi ifadeler yer alir. Tablo
2.4’te farkli mikroskopi ve boyama tiirlerinin degerlendirilen alan ve basil sayisina gore
sonug¢ yorumlari yer almaktadir. Negatif 6rnek diyebilmek i¢in 151k mikroskobu ile x1000
biiyiitmede en az 300 alan degerlendirilmesi gerekmektedir.

Florasan boyamada Auramin O, Auramine-rhodamine gibi boyalar kullanilarak
floresan mikroskobunda sarimsi-turuncu renkte floresan veren basiller goriiliir. Boylece
daha diisiik biiyiitmelerde ile daha kisa zamanda daha genis preperet alani taranabilir.
Light emitting diodes (LED) temelli mikroskoplarin gelistirilmesiyle mikroskopik
degerlendirmelerde alternatif olusmustur (7,88,94). Ulkemizde yapilan bir calismada TB
tanisinda LED floresan mikroskobunun duyarliligi EZN’ye gore %12.7 fazla oldugu ve
%69 daha fazla zaman tasarrufu sagladigi bulunmustur (97). Diinya Saglik Orgiitii,
floresan mikroskop kullanan laboratuvarlarda LED mikroskoplarin kullanimina
gecilmesini ve konvansiyonel 151k mikroskobuna alternatif olarak LED mikroskobunun

asamali olarak devreye sokulmasini 6nermektedir (98).
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Tablo 2.4. Yaymalarin Farkli Mikroskopi ve Boyama Tiirlerine Gore Sonu¢ Yorumlari
(7)

Taranan alanda goriilen ARB sayis1

Karbol fuksin boyama  Florokrom boyama

X1000 biiytitme X250 biiyiitme X400 biiyiitme
Negatif 0 0 0
Siipheli 1-2 adet / 300 alanda 1-2 adet/ 30 alanda  1-2 adet/ 70 alanda
+1 1-9 adet / 100 alanda 1-9 adet/ 10 alanda  2-18 adet / 50 alanda
+2 1-9 adet / 10 alanda 1-9 adet / 1 alanda 4-36 adet / 10 alanda
+3 1-9 adet / 1 alanda 10-90 adet / 1 alanda  4-36 adet / 1 alanda
+4 > 9 adet / 1 alanda >90 adet /1 alanda ~ >36 adet/ 1 alanda

e i i

Sekil 2.13. ARB boyali M. Tuberculosis basil 1s1k mikroskopi 1000 x biiyiitme

gorunumu

Kiiltiir

Tiiberkiiloz tanisinda halen 6nemini koruyan ve altin standart yontem olan kiiltiir;
hasta takibini degerlendirmek, tedaviyi onaylamak, mikobakteriyel tiir tayini ve IDT
yapmak i¢in kullanilir. Klinik 6érnekte mililitrede en az on basil bulunmasi izolasyon i¢in
yeterlidir. Duyarlilik ve 6zgiilliigii yiiksek olmasina ragmen sonuglanmasi i¢in uzun siire
gecmesi dezavantaj olusturur. Geleneksel kiiltiir yonteminde ilk sonucun alinmasi
genellikle iki haftadan fazla siirer ve bu da tedaviyi geciktirir ve diger olas1 hastalik
tanilarina odaklanmaya neden olabilmektedir.

Giliniimiizde kat1 ve sivi besiyerleri kiiltiirde kullanilmaktadir. Kat1 besi yerleri

agar (Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11) ve yumurta bazli (Lowenstein-Jensen;
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LJ, Petragani, American Trudeau Society ve Ogawa) olabilirler. En sik kullanilan kati
besiyeri LJ olup Middlebrook 7H9 ve 7H12 siv1 besiyerleri arasindadir.

Kat1 besiyeri kiiltiiriiniin uzun slirmesi nedeniyle basilin daha erken tespit
edilebilmesini saglayan otomatize ve yar1 otomatize siv1 kiiltlir sistemleri gelistirilmistir
(99). Diinya Saglik Orgiitii 2007 yilinda, TB'un tanimlanmasi ve IDT testi i¢in s1v1 kiiltiir
sistemini onaylamistir (100). BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube-960
(MGIT-960; BD Biosciences, Sparks, MD), BACTEC900MB (BD Biosciences, Sparks,
MD), VersaTREK (ESP Culture System II; Trek Diagnostics, USA), MB/BacT ALERT
3D (BioM¢érieux, NC) gibi ticari sistemler bulunmaktadir. Kiiltiir i¢in kat1 besiyerlerinde
4-5 haftada, sivi besiyerlerinde 2-4 haftada ve otomatize sistemlerde ise 5-8 giinde tireme
saptanabilmektedir (83,99,101).

MGIT960 sistemi modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri bulunan tiiplerin
kullanildig1 bir sistemdir. Kiiltiir tiiplerinin inkiibasyonu cihaz i¢inde yer alir ve lireme
kontrolii otomatik olarak yapilir. Tiipiin tabaninda silikona gomiilii oksijene bilesik
durumda olan floresan veren indikator olan rutenyum metal kompleksi yer almaktadir.
Mikobakterinin tiremesi durumunda oksijen kullanimina bagli indikatér silikon tabakaya
gonderilen ultraviyole 1sinina karsi floresans 1s1ma meydana gelir. Isima sistem tarafindan
otomatik olarak floresans miktar1 tireme indeksi olarak degerlendirilerek tireme bildirilir
(99,101,102,103).

BacT/Alert 3D sisteminde MB7H9 sivi besiyeri kullanilmaktadir. Kiiltiir
siselerinin dip kisminda mikobakteriyel iiremeye bagli olusan metabolik ¢oziinmiis CO2
degisime ve bunun sonucunda degisen pH’ya duyarl renk degisikligine duyarl sensor
bulunmaktadir. Kolorimetrik sensorlii bilgisayar destekli kapali bir sistemden olusur
(104). Pozitif iireme olmasi halinde sensoriin rengi koyu yesilden sariya donmektedir.

VersaTREK (ESP Culture System II) sistemi; akciger dokusunu taklit ederek
iiremeyi artiran siinger parcalari igceren Middlebrook 7H9 sivi besiyeri kullanan bir
sistemdir. Bilgisayar destekli olan sistem mikobakterilerin iiremesi sonucu besiyerinde

olusan gaz basincindaki degisikligi lger (96,105).

2.6.4. Molekiiler Tam Testleri

Molekiiler biyoteknolojik gelismelerle TB’la miicadelede tani, tedavi, takip,
tarama ve Onleme asamalarinda 151k tutacak nitelikte ilerlemeler kaydedilmistir. Bunlar
arasinda, ozellikle 6zgiilliik agisindan tiiberkiilin deri testlerinden daha iyi performans

gosteren, rekombinant antijenlerine dayali deri testleri; yeni nesil yanal akish LAM
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testleri; direngli TB'yi dogrudan balgam &rneklerinden saptamak icin amplifikasyona
dayali hedeflenen yeni nesil dizileme (NGS) testleri; IDT igin broth mikrodiliisyon
yontemleri; TB enfeksiyonu i¢cin IGRA'lar ve dijital gogiis radyografilerinde TB taramasi
yapmak i¢in yapay zeka ve bilgisayar destekli tespit (CAD) yazilim iirlinleri sayilabilir.

Medikal piyasada ¢ok sayida niikleik asit amplifikasyon testi (NAAT) mevcuttur
olup bu iirlinler otomatik, diisiik ile orta diizeyde karmasikliga sahip ve hem TB'yi hem
de cesitli TB ilag direncini saptayabilirler. Diinya Saglik Orgiitii, 10 yildan uzun siiredir
hizli molekiiler tan1 yontemlerini klinik 6rnekten tani ve ilag direncinin belirlenmesinde
kullanimin1 dnermistir. Diinya Saghk Orgiitii tarafindan 6nerilen hizli molekiiler test
2020'de yeni tani alan 5,8 milyon kisinin 1,9 milyonuna (%33) ilk tani testi olarak
kullanilmigtir. Bu deger 2019 yilina gore %28°lik bir artis gosterse de testlerin kullanimi
halen istenilen ve yeterli diizeyde degildir (106). Tiiberkiiloz igin DSO tarafindan
onaylanan ve Onerilen testler Sekil 2.14, Tablo 2.5 ve Tablo 2.6°da 6zetlenmistir (8).

Ayrica DSO, ARB yayma incelemeleri icin balgam konsantrasyonu ve
dekontaminasyon yontemlerini; rifampisin direncinin hizli tespiti i¢in faj plak yontemi;
hizl1 kiiltiir ve IDT igin ince tabaka agar yontemlerini incelemis Ve énerilen kullanimlari
destekleyecek kanitlarin yetersiz olmasi nedeniyle 6nermemistir. Tiiberkiiloz i¢in ticari
serodiagnostik testler ve tiim ortamlarda aktif TB'yi tespit etmek i¢in IGRA'larin diisiik
ve orta gelirli ortamlarda kullanilmamasini 6nerilmistir (8).

Tiiberkiiloz tanisinda molekiiler yontemler klinik ornekten tani konulmasi, tiir

tanimlamasi, ilag direncinin saptanmasi ve genotiplendirme amaci ile kullanilirlar.
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Sekil 2.14. Tiiberkiiloz i¢in baslangig testleri olarak DSO tarafindan &nerilen hizli teshis
test platformlar1 (107), 2022
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Tablo 2.5. TB ve ilag direnci tanis1 i¢in DSO tarafindan 6nerilen ydntemlerin dzeti (8).

Pulmoner ve ekstrapulmoner TB siiphesinde ilk tani testi olarak kullanilan geleneksel testler

TB tam1 veya tedaviyi izlemek i¢cin MTBK e Ziehl- Neelsen boyamal1 geleneksel
saptamaya yonelik ARB yayma mikroskopisi 151k mikroskobu

o Geleneksel floresan mikroskopisi

e LED floresan mikroskopisi

TB tan1 veya tedaviyi izlemek veya IDT igin e Kati besi yeri: Lowenstein—Jensen;
MTBK'yi izole etmek i¢in kiiltiir testleri Middlebrook 7H10 veya 7H11
e Siv1 besi yeri: 6rnegin BACTEC-TB,
MGIT-960 TB, VersaTrek-TB

Pulmoner TB siipheli kisilerde ilag direng tespiti olmadan MTBK tespit etmek i¢in ilk tan testi
olarak kullanilan hizli testler

MTBK tespiti igin NAAT e Loopamp MTBK kit
e Fluorotype MTB yontemi
HIV+ TB i¢in hizli antijen tespit testi e LF-LAM yontemi: Ornegin Alere

DetermineTM, Urine TB LAM Ag

Pulmoner TB siipheli kisilerde MTBK ve rifampisine direnci saptamak i¢in ilk tan1 testi olarak
kullanilan hizli molekiiler testler

aNAAT, MTBK'yi ve RIF'e direnci saptamak e Xpert® MTB/RIF

i¢in e Xpert MTB/RIF Ultra
e Truenat® MTB, MTB Plus and MTB-
RIF Dx

Pulmoner TB siipheli kisilerde MTBK ve rifampisin ile izoniyazid direncini saptamak i¢in ilk
tani testi olarak kullanilan hizli molekiiler testler

MTBK ve RIF ile INH direncini saptamak e RealTime MTB ve MTB RIF/INH
icin MC-aNAAT e BD MAX MDR-TB

e FluoroType® MTB ve MTBDR

e Cobas® MTB ve MTB-RIF/INH

Anti-TB ilaglara direnci saptamak i¢in kullanilan geleneksel tani testleri

Fenotipik IDT (dolayli yontem) e Kat1 besi yeri: Lowenstein—Jensen;
Middlebrook 7H10 veya 7H11
e Sivi besi yeri: BACTEC™, MGIT™
960 TB Sistemi

Bakteriyolojik olarak dogrulanmis akciger TB'si olan kisilerde anti-TB ilaglara direnci
saptamak i¢in kullanilan hizli molekiiler testler

FL-LPA: INH ve RIF direncini saptamak i¢in e GenoType® MTBDRplus
ters hibridizasyon test e NTM+MDRTB kit

SL-LPA: florakinolon ve amikasine direnci e GenoType MTBDRs| test
saptamak i¢in ters hibridizasyon test

LC-aNAAT: INH ve ikinci basamak anti-TB e Xpert MTB/XDR test
ilaglara (florakinolon, etionamid ve amikasin)
direnci saptamak i¢in test
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HC-rNAAT: Pirazinamid direncini saptamak o
i¢in test
Direncli TB arastirmalarinda direncle iliskili mutasyonlari tespit etmek i¢in yeni nesil dizileme
(NGS)
TB enfeksiyonunu tespit etmek i¢in immiinolojik testler
o Tiiberkiilin deri testi (TDT)
Interferon-gamma salimm testi (IGRA) e T-SPOT.TB, Oxford Immunotec, UK
e Quanti FERON-TB Gold Plus (QFT-
Plus), Qiagen, USA

FL-LPA: birinci nesil LPA, HC-rNAAT: yiiksek karmagikliktaki ters hibridizasyon NAAT; IDT: ilag
duyarlilik testi, LPA: prob hibridizasyon yontemi, LC-aNAAT: diisiik karmasikliga sahip otomatik NAAT;
LF-LAM: Yanal akigli idrar lipoarabinomannan tahlili, MC-aNAAT: orta karmasiklikta otomatik NAAT,

Genoscholar™ PZA-TB |1 test

NAAT: niikleik asit amplifikasyon testi, SL-LPA: ikinci nesil LPA

Tablo 2.6. DSO tarafindan onaylanan teknolojiler (81,8).

TB ve/veya ila¢ direncinin molekiiler
tespiti
e Xpert MTB/RIF, Xpert MTB/RIF
Ultra, Cepheid, USA
o Xpert MTB/XDR kartus, Cepheid,
USA
e GenoType® MTBDRplus,
Lifescience/Bruker, Germany
e GenoType® MTBDRSI,
Lifescience/Bruker, Germany
¢ Genoscholar™ NTM+MDRTB II;
Nipro, Japan
e TB LAMP, Eiken, Japan
e Truenat MTB, MTB Plus and MTB-
RIF Dx, Molbio Diagnostics, India
e FluoroType MTB ve MTBDR, Hain
Lifescience, Germany
e Abbott RealTime MTB ve MTB

Hain

Hain

RIF/INH
on m2000sp and m2000rt systems,
Abbott, USA

« BD Max MDR-TB, Becton

Dickinson, USA
e Roche cobas® MTB and MTB-

RIF/INH on Cobas 6800/880
systems, Roche Diagnostics,
Switzerland

e Genoscholar PZA TB II, Nipro,
Japan

Kiiltiir tabanh teknolojiler
Ticari siv1 kiiltiir, IDT sistemleri ve hizli
tiirlesme

Mikroskopi
Isik ve 151k yayan diyot mikroskopisi (tani
ve tedavi takibi)

Biyobelirtec tabanh tahliller
Determine TB-LAM Ag, Abbott, USA

TB enfeksiyonu icin interferon gama
salimm testleri (IGRA'lar)
e T-SPOT.TB, Oxford Immunotec,
UK
e Quanti FERON-TB Gold Plus
(QFT-Plus), Qiagen, USA

Dijital gogiis radyografisi icin bilgisayar
destekli tespit (CAD)
e CADATB v6, Delft Imaging,
Netherlands
e Lunit INSIGHT CXR (TB
algorithm v4.9.0), Lunit, Republic
of Korea
e gXR V2, qure.ai, India
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Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri

Tiiberkiilozun tanisinda kullanilan NAA testleri 6rnekten veya kiiltiirden basil
tespiti i¢in IS6110, IS1081, rpoB, hsp65, devR, mpb64, 16SrRNA,16S-23S rDNA ITS,
sdaA gibi gen bolgelerinin ¢ogaltilarak tespit edilmesi temeline dayanir (108). Bu testler
icerisinde laboratuvar kosullarinda tasarlanan polimeraz zincir reaksiyonu (in-house
PCR) ilk gelistirilen yontemdir. Bu testler daha da gelistirilerek gercek zamanli PCR,
izotermal ¢ogaltma yontemleri ve prob hibridizasyon yontemi gibi teknikleri kullanan,
standardize, tekrarlanabilirlik orami yiiksek, otomasyon sistemine sahip bircok ticari
NAAT’ler fdiretilmistir. Birgogu es zamanli olarak ilag direng genlerine de
bakabilmektedirler.

Molekiiler yontemler tanida hizl, 6zgiilliik ve duyarliliklarinin yiiksek olmasina
ragmen canlt ve 6l basil ayrim1 yapamazlar ve 6rnek kalitesi, tipi, basil yiikii, dagilimi
ve kullanilan yontemin ozelligi sonuglar tizerine etkilidir. Ayrica bir¢ok ornek tipi
inhibitér maddeler icerdigi i¢cin yanlhs negatif sonuclar almabilmektedir. Ulkemizde
molekiiler testlerin kullanim endikasyonu, maliyet hususlari da géz 6niinde tutularak HIV
ile iligkili TB siipheli hastalar ve apse, beyin omurilik s1vis1 gibi zor elde edilen 6rneklerde
klinik tan1y1 desteklemek amaci ile sinirlandirilmustir (7). Bununla beraber DSO, TB tani
ve direncinin belirlenmesinde yayma sonucundan bagimsiz olarak pulmoner TB siipheli
hastalarin tamaminda molekiiler testleri ilk tani testi olarak ve sonuglarin 48 saat i¢inde
klinisyene bildirilmesini dnermistir (109). Diinya Saglik Orgiitii, bu testleri yiiksek tani
dogruluguna sahip, TB'un ve rifampisin ile izoniyazid direncinin saptanmasi i¢in orta
karmagiklikta; otomatik NAAT'ler (Xpert MTB/RIF, Xpert MTB/RIF ultra, Xpert
MTB/XDR, Truenat), izoniazid ve ikinci basamak anti-TB ajanlara direncin saptanmasi
icin diistik karmasikliktaki otomatik NAAT'ler ( Abbott Real Time MTB, Abbott Real
Time MTB RIF/INH, BD MAX MDRTB, Cobas MTB, Cobas MTB-RIF/INH,
FlouroType MTBDR, FlouroType MTB), Pirazinamide direncin tespiti igin yiiksek
karmasiklik hibridizasyon bazli NAAT'ler ( GenoType MTBDRplus V1/V2, GenoType
MTBDRsl, Genoscholar NTM+MDRTB 1l ve Genoscholar PZA-TB 1) olarak ii¢ grupta
siiflandirmistir (87).

Xpert MTB/RIF, Xpert MTB/RIF ultra ve Xpert MTB/XDR

Xpert MTB/RIF testi 6rnegin dogrudan veya islenmis olarak kartus icerisine
yerlestirilmesiyle gergeklesen bir dizi reaksiyona dayanir. iki saatten daha kisa bir siirede
MTBK'y1 ve RIF direnciyle iliskili mutasyonlarin tespiti i¢in GeneXpert platformunda

yar1 nested real-time PCR yontemiyle calisan otomatik bir testtir. Reaksiyonun kartus
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icinde gerg¢eklesmesi sonucunda kontaminasyon riski minimaldir. Ayrica testte balgami
stvilagtirmak i¢in kullanilan ornek reaktifi tiiberkiilosidal 6zelliktedir ve biyogiivenlik
konusundaki endiseleri biiyiik 6l¢iide ortadan kaldirir. Ancak Xpert MTB/RIF, kesintisiz
ve diizenli elektrik gilic kaynagi, sicaklik kontrolii ve cihazin modiillerinin yillik
kalibrasyonunu gerektirir. Xpert Ultra, Xpert MTB/RIF ile ayni cihazi kullanan tani
hassasiyeti ve duyarliligi artirilis yeni versiyonudur. Reaksiyon tiip voliimii 25 pL.’den 50
uL’ye artirtlmis, hedeflenen gen bolgelerine ¢cok kopyali iki yeni gen bolgesi olan IS6110
ve IS1081eklenmis, tam nested yontemine gecilerek gelistirilmis reaktifler ve enzimler
eklenmistir. Ayrica daha hizli termal dongiide sahiptir ve yanlis diren¢ sonucunu
engellemek i¢in analiz esik dongiisii (Ct) yerine erime 1s1s1 (Tm) analizi kullanir. Xpert
MTB/RIF i¢in 114 cfu/ml olan tespit sinirina Ultra i¢in 16 cfu/ml dir (87,108,110). Bes
binin istiinde 6rnegin degerlendirildigi 19 farkli ¢alismay1 iceren bir meta analizde
Xpert'in TB tanisinda toplu duyarliligi ve 6zgiilliigi sirasiyla 0,69 (%95 GA: 0,57-0,78)
ve 0,99 (%95 GA: 0,98-0,99) olarak tespit edilmis; Ultramin TB tanisinda toplu
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii sirasiyla 0,84 (%95 GA: 0,76-0,90) ve 0,97 (%95 GA: 0,96-0,98)
oldugu goriilmiistiir (111). Diinya Saghk Orgiitii, ¢ocuklarda Xpert Ultra‘nm digk1
kullanimini saglamak i¢in ve diski numunesi hazirlamay1 standart hale getirmek igin
Optimize Edilmis Siikroz Yiizdiirme yontemini 6nermistir (112). Xpert MTB/XDR test,
Xpert MTB/RIF ve Xpert MTB/RIF Ultra'min c¢alisildigi alti rengi algilayabilen
GeneXpert cihazinda gergeklestirilen ve farkli olarak 10 rengi algilayan bir GeneXpert
cihaz1 gerektirir. Xpert MTB/XDR test INH, florakinolonlar, etionamid ve ikinci
basamak enjekte edilebilir ilaglara (amikasin, kanamisin ve kapreomisin) karsi direnci
tespit etmek amaciyla GeneXpert cihazi icin tasarlanmis bir kartus kullanir. izoniazid igin
inhA promoter, katG, fabG1, oxyR-ahpC intergenik bolge; etionamid i¢in inhA promoter;
florokinolon i¢in gyrA ve gyrB; amikasin ve kanamisin ig¢in rrs, eis promoter;
kapreomisin igin rrs gen bdlgelerini hedef alir. Islenmemis balgam drneginde 136 cfu/ml
koloni ve balgam sedimenti i¢in 86 CFU/mL tespit sinirina sahiptir (87,110).

Truenat

Truenat MTB ve MTB Plus testleri, bir saatten kisa siirede dogrudan balgam
orneklerinden MTBK tespitini yar1 kantitatif, ¢ip bazli ve gercek zamanli mikro PCR
kullanarak tespit eder. Tasmabilir bir cihaza sahiptir. Pozitif bir sonug¢ elde edilirse,
ekstrakte edilmis DNA'nin bir kismi Truenat MTB-RIF Dx duyarlilik testinde ayrica
calisilir (87,108).
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Abbott Real-Time MTB, Abbott Real-Time MTB RIF/INH

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan orta karmasikliktaki otomatik NAAT sinifina
dahil edilen testler MTBK’y1 tespit etmek IS6110 genini ve pab gen bolgesini hedef
alirlar. Rifampisin direnci igin rpoB gen mutasyonlari tespit eden sekiz boya etiketli
floresan prob ve INH direnci igin katG ve inhA genlerini tespit eden dort floresan prob
kullanir. Test yaklasik olarak on bir saat i¢inde sonuglanir. Test m2000 platformunda,
otomatik DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan m2000sp cihazinda ve ger¢ek zamanli PCR
gergeklestirmek i¢in m2000rt iizerinde gerceklestirilir. Kiiltiir ve fenotipik IDT ile
karsilastirildiginda TB ve ilaca direngli TB (DR-TB) tanisi i¢in iyi performans gosterir
(87, 89,110).

BD MAX MDR-TB

Diinya Saglik Orgiitii’niin orta karmasikliktaki otomatik NAAT smifina dahil
edilen multipleks ger¢ek-zamanli PCR yontemi kullanan test MTBK ve hem RIF hem de
INH direncini tespit eder. Basilin tespiti i¢in, IS6110 ve IS1081'in yan1 sira tek kopya
devR bolgelerini hedefler. Rifampisin direnci i¢in, rpoB geni 507-533 bolgesini; INH
direng tespiti igin hem inhA promoter bolgesini hem de katG geninin 315 kodonunu hedef
alir. BD Max platformunda DNA’nin otomatik ekstrakte edilerek gergeklesen PCR testi
yaklasik 4 saat igerisinde cihaz tarafindan otomatik olarak sonuglanip dijital raporlanir.
Test i¢in basil tespit smir1 0,5 CFU/mL, RIF/INH tespiti i¢in ise 6 CFU/mL’dir
(87,89,108).

Cobas MTB, Cobas MTB-RIF/INH

Diinya Saglik Orgiitii testleri orta karmasikliktaki otomatik NAAT sinifina dahil
etmektedir. Cobas MTB testi, MTBK tespiti i¢in 16S rRNA'y1 hem de esx genlerini tespit
eder. Rifampisin direnci i¢in rpoB geni, INH direnci i¢in inhA promoter bolgesi ve katG
genini hedef alir. Testler, ger¢cek zamanli PCR i¢in DNA'y1 otomatik olarak ¢ikaran cobas
6800/8800 sistemleri iizerinde yaklasik 3-3,5 saat icinde sonuglanir. Testin balgam veya
BAL orneklerindeki basil tespit sinir1 7,6-8,8 CFU/mL, RIF direnci igin 94-182 CFU/mL;
INH direnci i¢in 12,6 CFU/mL-27,5 CFU/mL’dir (87,89,108).

FlouroType MTB (VER 1.0), FlouroType MTBDR (VER 2.0)

Bu testlerden MTBK tespiti i¢in IS6110’u, RIF direnci i¢in rpoB genini ve INH
direnci i¢in inhA promoteri ve katG genini hedefler. DNA ekstraksiyonu manuel veya
otomatik olarak yapilabilmekteyken, amplifikasyon ve saptama i¢in Bruker-Hain

Diagnostics FluoroCycler 12 ve FluoroCycler XT cihazlarin1 kullanir. Manuel DNA
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ekstraksiyonu sonrasinda basil tespit sinir1 FluoroType MTB’de 15 CFU/mL, FluoroType
MTBDR i¢in 9 CFU/mL, RIF/INH direnci tespiti igin ise 14 CFU/mL’dir (87, 89,108).

GenoType MTBDRplus ve GenoType MTBDRsl

Ters hibridizasyon ve multipleks PCR yontemlerini kullanan ilag direncini de
tespit eden DNA serit bazli bir test ailesidir. DNA amplifikasyon {iriinleri, mutasyonlari
hedef alan problara (MUT problari) baglanip ya da baglanmamasina gore degerlendirilir.
Tiiberkiiloz ilag direnci tanisinda kullanilan testlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri %90’ 1n
iizerindedir. Diinya Saglik Orgiitii GenoType MTBDRplus’1 yayma pozitif balgam 6rnegi
veya kiiltiir pozitif MTBK izolatina sahip kisiler i¢in, RIF ve INH direncini tespit etmek
amactyla fenotipik IDT yerine ilk test olarak; GenoType MTBDRsI’yi ise MDR/RR-
TB'si dogrulanmis hastalarda, florakinolon ve amikasin direnci igin fenotipik IDT yerine
baslangic testi olarak onermektedir (87,89). GenoType MTBDRplus, rifampisin direnci
icin rpoB problarini, izoniazid direnci igin katG problarini ve inhA promoter problarini
kullanir. GenoType MTBDRs] ise gyrA, rrs gen bolgeleri ve gyrB ise eis promoter
bolgelerini tespit eder (87).

DNA Dizileme Sistemleri

Tim genom dizileme (WGS) ve yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri ilaca
direngli TB tanisinda hizli ve giivenilir yontemlerdir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
2018 yilinda kullanimi ile ilgili ayrintili kilavuz yaymlanmistir (113). Tam gen
dizilemede kiiltiirden calisilirken NGS direk 6rnekten calisilabilir. Yeni nesil dizileme
testlerinden ilki olan Deeplex® Myc-TB (GenoScreen, Fransa) MTBK suslarinda 48
saatten kisa siirede dogrudan klinik numuneden tiir diizeyinde tanimlama, genotipleme ve
antibiyotik direncini (15 anti-TB ilaca kars1) ayn1 anda belirleyebilir. Deeplex® Myc-TB,
%?3'e kadar TB heterodirencini tespit eder ve ayrica 100'den fazla mikobakteriyel tiiriin
(TDM) yani sira TB soylarin1 ve spoligotiplerini de tanimlar (114). Benzer sekilde
gelistirilen NGS temelli testler (TBseq® (ShengTing, Biotech), Next Gen-
RDST(Phoenix, ABD), DeepChek-TB RpoB/InhA, NanoTB (Oxford, Biiyiik Britanya
Birlesik Krallig1 ve Kuzey Irlanda) mevcuttur (108,114).

Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) Testi

Diinya Saglik Orgiitii, ticari bir molekiiler test olan Loopamp™ (Eiken Chemical
Company, Japonya) MTBK tespit kitini dnermekle beraber giinlimiizde birgok baska
ticari preparat degerlendirme ve analiz asamasindadir. Dongii aracili izotermal
amplifikasyon (LAMP) reaksiyonu temeline dayanan UV 15181 altinda g¢iplak gozle

okunabilen manuel bir testtir. TB-LAMP olarak adlandirilan bu testin sonug¢lanmasi
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yaklasik bir saat kadar siirer. Testte 6nce numune hazirlama asamasinda bakteriler,
inaktivasyon ve parg¢alanma i¢in 1s1l isleme tabi tutularak DNA ekstraksiyonunu yapilir.
Amplifikasyon asamasinda hedef genin alt1 bolgesine tamamlayici olan dort tip primerle
izotermal amplifikasyon 67 °C'de bir 1sitma blogunda gergeklestirilir. Son asamada ise
cift zincir DNA boyasi igeren test UV 15181 altinda ¢iplak gozle degerlendirilir. Diinya
Saglik Orgiitii, bu testi TB ile uyumlu belirti ve semptomlar1 olan eriskinlerde akciger
TB'sini teshis etmek i¢in balgam yayma mikroskobu yerine 6nermektedir. TB-LAMP,
Ozellikle akciger TB'si ile uyumlu belirti ve semptomlar1 olan eriskinlerde balgam
yaymasi negatif numunelerin daha fazla test edilmesi gerektiginde ve smear mikroskobu
i¢in bir takip testi olarak kullanilabilmektedir (87,115).

Yanal Akis Idrar Lipoarabinomannan Testi

Idrarda lipoarabinomannan (LAM) antijeninin saptanmasina dayali testler, TB i¢in
hasta basi test uygulamasi olarak ortaya ¢ikmistir. Su anda birgok test Kiti, ticari olarak
sunulmakla beraber DSO*niin mevcut olan analiz ve degerlendirmeleri devam etmektedir.
Test asamasinda olan iiriner LAM testlerinin hassasiyeti halen yetersizdir ve bu nedenle
TB icin genel teshis testleri olarak kullanima uygun degildir. Bununla birlikte, HIV ile
ko-enfekte olan hastalarda TB teshisi i¢in gelistirilmis hassasiyete sahiptirler. HIV+
hastalarda yatan hastalarda 6liim oranim1 %15 oraninda azaltirken, TB tedavisine bagh
ayakta tedavi goren hastalarin sayisinda artis saglar. Diisiik CD4 + TH hiicre sayis1 olan
HIV+ hastalarinda duyarlilik daha da fazladir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan onaylanan
ilk ve tek hizli hasta bas1 TB tani testi, Alere TB-LAM Ag (Abbott, USA) testi olup
idrarda TB hastalig1 sirasinda metabolik olarak aktif veya dejenere olan bakteri
hiicrelerinden salinan mikobakteriyel hiicre duvarlarinda bulunan bir lipopolisakkarit
antijen olan Lipoarabinomannan’t (LAM) saptar. AlereLAM, teste 60 pL idrar
uygulanarak ve oda sicakliginda 25 dakika beklendikten sonra strip iizerinde olusan

bantlar degerlendirilir (87).
2.7. Tiiberkiilozda Tedavi

2.7.1. Koruyucu Tedavi (Tiiberkiiloz Enfeksiyon Tedavisi)

Tiiberkiiloz tedavisinde enfeksiyon mu hastalik m1 ayrim1 yapildiktan sonra karar
verilmelidir. Tiiberkiiloz hastaligt olan birine TB 0nleyici tedavi (kemoproflaksi)
onermek, hastalifin iyilesmesini geciktirebilir ve ila¢ direncinin ortaya c¢ikmasini

kolaylastirabilir. Bu nedenle, kemoproflaksiye baslamadan 6nce TB hastaligin1 diglamak
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kritik adimlardan biridir. Tiiberkiiloz kemoprofilaksi, TB hastaliginin gelisimini 6nlemek
icin kanitlanmis ve etkili bir miidahaledir ve tedavi almayan kisilerle karsilastirildiginda
bu riski yaklasik %60-90 oraninda azaltir (116).

Diinya Saglik Orgiitii, TB &nleyici tedaviyi enfeksiyondan TB hastaligina ilerleme
riski yiiksek olan (HIV ile yasayan insanlar, silikozis hastalari, anti-TNF tedavisine
baslayan veya bu tedaviye hazirlanan hastalar, diyaliz tedavisi géren hastalar ve organ
veya hematolojik nakil i¢in hazirlanan hastalar) ve TB hastaligina maruz kalma olasilig1
yiiksek olan kisilere (bakteriyolojik olarak dogrulanmis TB'si olan kisilerin ev igi
temaslari, mahkumlar, saglik calisanlari, yiiksek TB yiikii olan iilkelerden yeni gelen
gocmenler, evsizler ve uyusturucu kullanan kisiler gibi kurumsal veya kalabalik
ortamlarda yasayan veya c¢alisan kisiler) 6nermektedir (116). Latent enfeksiyon tedavi
rejimleri {ilkemizde; giinliik INH ile 6 ya da 9 ay, giinliik RIF ile 4 ay, giinliik INH ve
RIF ile 3 ay, haftalik INH ve rifapentin ile 3 ay alternatiflerinden olusur. Diinya Saglik
Orgiitii bunlara ek olarak 1 aylik giinliik INH ve rifapentin rejimini de alternatif olarak
onermektedir. On iki yas ve alt1 cocuklar i¢in uygun doza iliskin veri eksikligi nedeniyle
bu onerisi igin 13 yas ve iistii hastalar da simirlamasini getirmektedir (83). Izoniazid ve
rifampisin iceren rejimler her yastan bireyde kullanilabilmekle beraber rifapentinin 2 yas
altinda kullanimina iliskin uygun dozu ve giivenligi hakkinda yeterli veri olmamasi
nedeniyle 3 aylik izoniazid ve rifapentin rejiminin yalnizca iki yas ve tlizerindeki
¢ocuklarda kullanilmasi 6nerilmektedir (7,83).

En yaygin kullanilan rejim INH ile 6 aylik tedavidir. HIV+ hastalarda yapilan
caligmalarda genel TB riskini %33 ve TDT pozitif olan kisilerde onleyici etkinligin %64'e
kadar ulastig1 gosterilmistir (117). Bununla birlikte RIF ile kombine daha kisa siireli
tedavi rejimlerinde hasta uyumunun daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Koruyucu tedavi
seciminde, uygun formiilasyonlarin mevcudiyetine ve yas, giivenlik, ilag-ilag
etkilesimleri ve baglilik hususlar1 dikkate alinarak tercih yapilmalidir.

Ulkemizde ¢ok ilaca direngli TB ile temasli olan bagisikligi baskilanmis veya HIV
pozitiflere, 0-5 yas araliginda olan ¢ocuklara, yiiksek riskli veya LTBE varliginda 5 yas
ve {istiindeki kisilere kemoproflaksi baglama endikasyonu vardir. Diinya Saglik Orgiitii,
cok ilaca direngli TB kaynak hasta ve hastanin ila¢ direng paternini belirleyerek
temaslilarinin IGRA veya TST kullanarak TB enfeksiyonunun belirlenmesini ve
koruyucu tedavi verilmesini 6nermektedir (83). Coklu ila¢ direngli TB temaslilarinda
etkili koruyucu tedavi rejimi hakkinda randomize kontrollii ¢caligma olmamakla beraber

kaynak hastanin IDT’si dikkate almir. Kinolon duyarli olmasi durumunda,
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moksifloksasin ya da levofloksasin 9 ay veya kinolon + etambutol tedavisi dnerilmektedir
(7,117,118). Bu hastalarin tedavi verilip verilmedigine bakilmaksizin, 2 yil boyunca
Klinik takibi yapilmali ve tiiberkiilozu diisiindiiren herhangi bir bulgu veya semptom
varhiginda arastirilarak gerektiginde kiiratif rejimlere baglanmalidir.

Tekrarlanan kemoprofilaksi rejimlerinin faydasina dair bugiine kadar hi¢bir kanit
yoktur. Bununla birlikte DSO TB bulasma oraninin yiiksek oldugu ortamlarda, HIV +
kisilerde bilinmeyen veya pozitif bir LTB enfeksiyon testi olan ve aktif TB hastaligina
sahip olma olasilig1 diisiik olan yetiskinler ve ergenler i¢in en az 36 aylik giinliik izoniazid

onleyici tedavi almasini dnermektedir (83).

2.7.2. Tiiberkiiloz Hastalig1 Tedavisi

Tiiberkiiloza kars1 etkili ilaglarin bulunmasindan sonra ¢esitli tedavi rejimleri ve
stratejileri gelistirilmistir. Ulkemizde TB tedavisinde dogrudan gézetimli tedavi (DGT)
uygulanmakta olup kisa siireli standart tedavi rejimlerinin diizenli ve yeterli siire
kullaniminin saglanmasi ilkesine dayanir. Boylece erken bakterisidal aktivite, sterilize
edici aktivite ve diren¢ gelisimini Onleyici aktivite saglanmis olur. Tiiberkiiloz
hastaliginin tedavisi hastaligin yayginligi, tutulan organ ¢esitliligi, eslik eden hastalik
varlii, daha once tedavi alip almamasi, direng varli§i ve c¢ocuk-erigkin hasta gibi
durumlarda farklilik gostermektedir. Tiiberkiiloz hastasi olgu tanimi yapildiktan sonra
uygun tedavi rejimi baslanir. Tedavi rejimleri baslangic ve idame olmak {izere iki
donemden olusur. Baslangic donemi hizli ¢ogalan basillerin temizlendigi donem olup
bakterisidal ve diren¢ gelisimini 6nleyici aktivite s6z konusudur. Bu donemde dort temel
ilag kullanilir ve siklikla 2 ay siirer. Tedavinin bu donemde birakilmasiyla basarisizlik
goriilebildigi gibi ilag direnci de gelisebilir. Idame déneminde araliklarla aktivasyon
gosteren, cogalan basillerin sterilizasyonu gerceklestirilir. Genellikle 4 ay siirmekle
beraber on aya kadar uzatilabilir. Tedavinin bu donemde birakilmasiyla tekrar basil ortaya
ciktiginda genellikle basil ilaglara duyarl olur (7).

Ulkemizde tedaviye baslamadan once her hastadan kiiltiir ve IDT yapilmasi
onerilir. Tedavi basarisizliginda rejim degisikligi ve rejim belirleme IDT énem kazanur.
Baslangigta IDT yapilip yapilmadigina bakilmaksizin bir hastada 3. aydan sonrasinda
tekrar kiiltiirde {ireme olursa, mutlaka yeni bir IDT yapilmas: dnerilir. Takip dis1 kalip
donen ve niiks olgularda tedavi basarisinin diisiik olmasi nedeniyle, bu grup hastalara
tedavi dncesi hizli molekiiler yontemlerle RiF ya da INH + RIF duyarlilig1 veya kiiltiir ve
fenotipik IDT ¢alisilmas1 &nerilmistir (7,119). Molekiiler olarak RIF direnci tespit
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edilirse, birinci ve ikinci segenek TB ilaglarina IDT yapilmasi gerekirken, fenotipik
olarak RIF direnci saptanirsa pirazinamide ve ikinci secenek TB ilaglarina IDT yapilir
(7).

flaca duyarli TB tedavisi i¢in 6 aylik tedavi rejiminde dért birinci basamak TB
ilaci, yani izoniazid (H), rifampisin (R), etambutol (E) ve pirazinamid (Z) onerilir ve
hastalarin yaklasik %85'inde basarili bir tedavi sonucu ile sonuglanir. Bu rejimde 2 ay
HRZE ve 4 ay HR tedavileri uygun dozda, araliksiz ve DGT ile baslanir. Yeni olgularda
ikinci ayin sonunda balgam yaymasinda ARB negatif ise idame tedaviye gegilir. Yayma
pozitif ise tedavi ayni ilaglarla bir ay uzatilir. Ek bir aylik tedaviden sonra ARB negatif
ise idameye gegilir (118,119,120).

Son yillarda daha etkili, daha giivenli ilag¢larin ve daha kisa tedavi rejimlerinin
belirlenmesinde énemli ilerlemeler kaydedilmistir. Diinya Saglik Orgiitii ilaca duyarh
akciger TB tanili 12 yas ve daha biiyiik hastalarda 4 aylik izoniazid, rifapentin (P),
moksifloksasin (M) ve pirazinamid (2HPMZ/2HPM) rejimi 6nermektedir (119,121).

HIV+ TB hastalarinin, HIV-negatif hastalarla en az ayni siire boyunca tiiberkiiloz
tedavisi almalari Onerilir. Ayrica HIV+ hastalarda, CD4+TH hiicre sayisina
bakilmaksizin, TB tedavisine basladiktan sonraki iki hafta icinde miimkiin olan en kisa
slirede antiretroviral tedavi baglanmalidir (7,119).

Ilag yan etki gelismesi, hastada ilag intolerans1 varligi, IDT sonuglarinda direng
varliginin goriilmesi, ek hastalik varlifinda ilag etkilesiminin olmasi veya kullanilmakta
olan rejimdeki ilaglarin temininde zorluklar nedeniyle rejim degisikligine gidilebilir. Eger
rifampisin kullanilamazsa yerine yerine rifabutin kullanilabilir. Genel durumu
bozuklugu, ilerlemis hastalik, TB menenjit hastalig1, agir hemoptizi, kontrolsiiz diyabet,
kronik bobrek, karaciger hastaligi gibi ek hastalik varlig1 ve ilaca bagli alerji, hepatit gibi

yan etkileri olan olgular hastaneye yatirilarak tedavi edilmelidir (122).

2.7.3. Cocuklarda Tedavi

Cocukluklarda TB hastalig1 eriskinlerden fakli olarak primer enfeksiyonun bir
komplikasyonu olarak gelisir ve daha az sayida basil iceren kapali kazedz lezyonlardan
olusur. Basil yiikiiniin daha az olmasindan dolay1 ¢ocukluk ¢agi TB’de sekonder ilag
direng gelisimi daha azdir ve bagh olarak tedavi basarisizligi daha nadirdir. Ozel ilag
formiilasyonlarimin olmamasina bagli doz sikintis1 yasanmasi, ilag¢ tatlarinin ¢ocuklara
yonelik olmamasi tedavide gli¢liik yaratsa da ¢cocuk hastalar erigkinlere gére TB ilaglarini

daha iyi tolere ederler ve ilag yan etkileri daha az goriilmektedir (123). Akciger ve agir
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olmayan akciger dis1 TB’da baslangigta INH, R ve Z igeren 3’lii tedavi cocuklarda yeterli
olmakla beraber farkli rehberlerde degisik goriisler bildirilmistir. Amerikan Pediatri
Akademisi INH direncinin yliksek oldugu bolgelerde cocuklara 4’lii ampirik TB tedavisi
uygulanmasini 6nermektedir (124). Amerikan Toraks Dernegi eriskin tipi TB (iist lob
infiltrasyonlu, kaviteli, balgamli 6ksiirtik varligi) bulgulari olan, INH direng varlig1 klinik
ve epidemiyolojik olarak yiliksek olan hastalara 4 ilagla tedavi 6nermektedir (125). Diinya
Saglik Orgiitii de 2010 yilindaki gocukluk ¢ag1 TB tedavisi ile ilgili giincellemesinde
yayma pozitif TB, yaygin parankim infiltrasyonu olan yayma negatif TB ve ciddi akciger
dist TB hastalarinin yaninda, izoniyazid direnci yiiksek yerlerde yasayanlarda ve/veya
HIV endemik olan bdlgelerde baslangigta 4 ilagla tedaviyi onermektedir. Diinya Saglik
Orgiitii, streptomisini cocuklarda hicbir tedavi rejiminde birinci segenek olarak
onermemektedir (7,116,118,123).

Ug ay-16 yas arasindaki siddetli olmayan TB'lu, yani CID/RR-TB siiphesi veya
kaniti olmayan, hastalarda 4 aylik bir tedavi rejimi (2HRZ(E)/2HR) kullanilmasini
onermektedir (119).

Cocuklarda MDR/RR-TB tedavisinde bedakuilin, linezolid ve florokinolonlar
kullanilmig olmasina ragmen, pretomanidin kullanimina iliskin veri yoktur. Bedaquiline
artik DSO tarafindan yetiskinlerde ve her yastan ¢ocuklarda CID/RR-TB tedavisi i¢in
onerilmektedir. Bedaquiline, 18 aylik uzun rejimler yerine 14 yas altindaki uygun
MDR/RR-TB hastalar1 igin tercih edilen tedavi olan 9 aylik tamamen oral rejimin bir
bileseni olarak énermektedir (126). Bununla beraber DSO 6 yasim altindaki MDR/RR-TB
oldugu dogrulanmis, ikinci basamak TB ilaglar ile tedaviye maruz kalmamis uygun
hastalarda 9-12 aylik siire ile uygulanan bedakuilin igeren tamamen oral bir tedavi rejimi
onermektedir (127). Ayn zamanda DSO 14 yas ve iistii MDR/RR-TB'li hastalarda 9 aylik
veya daha uzun (18 aylik) rejimler yerine bedakilin, pretomanid, linezolid ve
moksifloksasinden (BPaLM) olusan 6 aylik bir tedavi rejiminin kullanilmasini
onermektedir (126,127). Diinya Saglik Orgiitii, TB endikasyonu ile onay alan farkl1 bir
sinif TB ilac1 olan delamanid’i eriskin ve her yas grubu ¢ocuklarda CID/RR-TB tedavisi
igin 6nermektedir (128).

2.7.4. Direncli Hastalarda Tedavi

Ilag direnci giderek yayginlasan ve tiiberkiilozun tedavi basarisini etkileyen biiyiik
bir problemdir. Bu sebeple DSO, tiim TB hastalar1 i¢in uygun tedaviye baslamadan dnce

TB hastaligim1 ve birkac¢ anti-TB ajanina olan direnci saptamak i¢in ilk test olarak
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onaylanmis hizli molekiiler testin kullanilmasin1 énermektedir. Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan TB ilk tani testi olarak onerilen hizli molekiiler testlerin hemen hemen hepsi
RIF direncini belirlemekte ve hatta NAAT lar rifampisin ve izoniazid direncine birlikte
bakabilmektedir. Rifampisin, izoniazid ve florokinolonlar i¢in hizli molekiiler testler
yaygin olarak mevcut olup etambutol, bedaquiline, klofazimin, linezolid, pretomanid ve
delamanid i¢in mevcut degildir. Rifampisin i¢in IDT tiim vakalar i¢in zorunludur. Eger
RIF direnci saptanirsa florokinolonlar igin IDT zorunludur. Rifampisin direnci
saptanmazsa, Hr-TB'yi tedavi edecek rejimin kullanilmasi gerekip gerekmedigine karar
vermek i¢in INH direng profili i¢in hizli molekiiler test yapilmasi 6nerilir (120).
Direngli tiiberkiiloz tedavisinde onceleri 20 ay kadar uzun siiren tedavi rejimleri
kullanilirken yeni ¢aligmalarla bu siire uygun hastalarda 6 aya kadar kisalmistir. Bununla
beraber Onerilen rejimlerde kullanilan ilaglar i¢in direng¢ profilinin bilinmesi tedavi
basarisinin artirilmasinda giderek daha kritik hal almaktadir. Direngli TB tedavisi
baslanirken ilag direng profili, daha 6nce TB ilaglarina maruz kalma ve hasta oykiisii,
yakin temasta bulunanlarin ilaca direng profili, yas, akciger TB hastaliginin agirligi,
akciger dist TB lezyonlarinin lokalizasyonu ve eslik eden hastalik g6z oOniinde
bulundurulmalidir. Diinya Saglik Orgiitii, MDR/RR-TB veya pre-XDR olan kanitlanmus
pulmoner TB veya ekstrapulmoner TB (osteoartikiiler TB, miliyer TB ve TB menenjit
disindaki) hastalarinda florokinolon duyarlt oldugu kanitlandigi veya varsayildigi
durumlarda tamamen oral ila¢ tedavisinden olusan 6 aylik rejim onermektedir. Ayrica
hastalarin hamile olmamasi, emzirmemesi, HIV durumuna bakilmaksizin 14 yas ve iistii
olmasi gerekmektedir. Bedakuilin (B), pretomanid (Pa), linezolid (L) ve moksifloksasin
(M) ilaglarindan olusan BPaLLM rejimi hastada florokinolon direnci varsa mofsifloksasin
atlanilarak BPaL olarak devam edilebilir. BPaLM rejimi 14 yas altindaki, hamile ve
emzirten anneler igin uygun degildir. Diinya Saglik Orgiitii, bu hastalar ve florokinolon
direnci dislanmis MDR/RR-TB hastalar1 i¢in 9 aylik tiim oral ilaglardan olusan rejimi
onermektedir. Bu rejime gore 6 ay bedakuilin (B) ile birlikte baglanan ve 4 ay sonundaki
hastanin balgam yaymasi degerlendirmesine bagli olarak 4 veya 6 ay siire ile kullanilmasi
gereken levofloksasin (Lfx) veya moksifloksasin (Mfx), klofazimin(Cfz), etambutol (E)
ve pirazinamid (Z), yiiksek doz izoniazid (Hh), etambutol(E) tedavileri ile baslanir.
Etionamid (E) 2 aylik linezolid ile degistirilebilir. Sonrasinda 5 ay siire ile Lfx veya Mfx,
Cfz, E ve Z ile tedavi tamamlanir. Mevcut tedavilerin disinda tedavi cevapsizligi ve daha
genis ilag¢ direng profillerine sahip hasta tedavilerinde en az 18 aylik siire ile uygulanan

bireysellestirilmis rejimler mevcuttur (120,129).
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3. GEREC VE YONTEM

Inénii  Universitesi Tip Fakiiltesi, Turgut Ozal Tip Merkezi Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan Malatya Ili Tiiberkiiloz Tan1 Laboratuvarinda 01
Ocak 2018 ile 31 Aralik 2022 tarihleri arasinda 6rnek tipine bagli olarak dekontamine ve
homojenize edilerek islenmis, usuliine uygun olarak stoklanmis ve molekiiler tan1 testleri
DSO tarafindan &nerilen PCR Kkitleri ile galisilmis 160°1 pozitif ve 82’si negatif olarak
raporlanmis 242 adet numune bu calisma kapsamina dahil edilmistir. Numunelerin
tamami, ARB mikroskopik inceleme, TB kiiltiir ve PCR testleri rutin klinik tani
kapsaminda yapilmis ve sonuglari raporlanmis 6rneklerden olusmaktadir.

Eksi 20 °C’de saklanan numuneler stoktan cikarilarak tamami icin DNA
ekstraksiyonlart yapildiktan sonra Artus® M. tuberculosis RG Real-Time PCR Kkiti ve
T11-T12 primerleri kullanilarak In-Hause PCR yontemi ile calisildi. Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan onerilen PCR kiti (Xpert MTB/RIF Ultra) kiti sonuglar1 referans
almarak iki farkli PCR testi sonuglart karsilastirildi. Ornekler, pulmoner ve ekstra
pulmoner 6rnekler olarak siiflandirildi.

Bu calisma Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigi Kurulunun
Saglik Bilimleri Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 26-04-2022 tarih
ve 2022/3446 sayil1 onaytyla yiiriitiilmistiir.

3.1. Dekontaminasyon Homojenizasyon ve Konsantrasyon Islemi

Laboratuvar kabulii yapilan klinik 6rneklerden steril viicut 6rnekleri dekontamine
edilmeden; balgam, BAL, trakeal aspirat, aglik mide suyu ve apse sivist gibi steril
olmayan veya steril sartlarda alinmayan 6rnekler ise homojenizasyon, dekontaminasyon
ve konsantrasyon islemine alindi. Klinik 6rnekler, 50ml’lik konik tabanli-vidal kapakl
falkon tiiplerinde toplandi. Idrar 6rnekleri ve steril kabul edilen drnekler icin santrifiij
sonrasi dipte kalan pellet kismi islemler igin kullanildi. Doku biyopsi ornekleri steril
kosullarda parcalara ayrilarak kullanildi.

Orneklerin kabuliinii takiben pulmoner ve ekstrapulmener &rnekler (kan ve BOS
ornekleri haric) islenene kadar 2-8 °C de bekletildi. Ornekler biyogiivenlik kabin simif
II’de calisildi. Orneklerin dekontaminasyon ve homojenizasyonu NALC-%4NaOH
yontemi ile hazir ticari kit (TDC kiti, RTA Laboratuvarlari, Kocaeli) kullanilarak
gerceklestirildi. Ornekler, iginde 5-10 ml N-asetil-L-sistein ve cam boncuklar bulunan 50
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ml’lik kapakli Falkon tiipiine aktarildi. Uzerine sodyum hidroksit-trisodyum sitrat
¢ozeltisi 1:1 oraninda eklendi. Kapagi sikica kapatildiktan sonra 5—20 sn vortekslenerek
homojenizasyon saglandi. Oda sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra tizerine 50 ml
tamamlanacak sekilde fosfat tamponu eklendi. Ornekler 16 °C de 3800 devir/dakika hizda
20 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan yaklasik 30-40 ml siipernatant dikkatlice
dezenfektan iceren kaba bosaltildi. Pellet vorteksle karigtirarak siispansiyon haline
getirilerek ortalama 0,1 ml’lik bir kismi lam iizerine, 0,20 ml’lik kism1 kati kiiltiire,
ImP’lik kismu s1vi kiiltiire ve 2 mI’lik kismi ise molekiiler ¢alisma i¢in steril ependorf tiipe
ayrildi. Ayrica stok olusturmak {izere islenmis 6rnek 2 ml ependorf tiipe alind1. Kisa siire
2-8 °C’de bekletildikten sonra pozitif 6rnek stoklar1 -20 °C de saklandi. Calisma alan1 ve
ekipman 1/ 10 oraninda sulandirilmis sodyum hipoklorit (camasir suyu) soliisyonu ile

temizlendi.

3.2. Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) Boyama ve Degerlendirme

Kabin igerisinde kurumaya birakilan lamlar boya yapilacak evyenin iizerine
dizildi. Uzerine tiim lam1 kaplayacak sekilde karbolfuksin dékiildii. Buhar ¢ikana kadar
aralikli olarak; kuruma ve kaynamaya izin vermeden alttan 3-5 dakika 1sitild1.
Soguduktan sonra distile suyla yikandi. Lamin iizerine %3 liik asit alkol dokiilerek renk
akmayana kadar dekolorize edildi. Su ile yikanan preparat zit boya olan metilen mavisi
ile 20-30 sn boyanarak tekrar su ile yikandi. Lamlarin alt kisimlari kurutma kagidi
yardimuyla silinerek tamamen kurumak iizere birakildi. Her boyamada negatif kontrol E.
coli ve pozitif kontrol M. tuberculosis boyamaya dahil edildi.

Boyali preparatlar, immersiyon yagi damlatildiktan sonra 100’lik biiyilitmede
incelendi. Pozitif boyamalarda mikobakteriler mavi zeminde parlak pembe, diger
mikroorganizmalar mavi olarak boyali olarak goriildii. Basil varligi en az 300 objektif
alan1 taranarak arastirildi. Balgam orneklerindeki basil yiikii, Tablo 2.4.’te yer alan

kriterler gozetilerek tayin edilip raporlandi.

3.3. Lowenstein- Jensen kati Kiiltiir yontemi

Calismamizda LJ kati (RTA Laboratuvarlari, Tiirkiye) besiyeri kullanildi.
Islenmis 6rneklerden 0,2 ml almarak ekim yapildi. Ornekler hafif dik-yatik bir sekilde
35+2°C’de kapagi kapali sekilde bir gece birakildiktan sonra kapagi gevsetilerek 24 saat
etiivde tutuldu ve sekiz hafta boyunca besiyerleri haftada birka¢ giin arayla gozle

degerlendirilerek liremenin olup-olmadig1 incelendi.
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3.4. Versa TREK/ESP Kiiltiir Sistem IT

Uretici firma talimatlar1 dogrultusunda, VersaTREK Myco s1v1 kiiltiir siselerinin
kapaklari alkolle dezenfekte edildi. inokiilasyon ncesi siselere 1ml VersaTREK™ Myco
Growth Supplement (Myco GS) ve 0,5ml VersaTREK™ Myco PVNA (Polymyxin B,
Vancomycin, Nalidixic Acid, Amphotericin B) eklendi. islenmis 6rnekten 1 ml inokiile
edilerek hastalar tam otomatize Versa TREK/ESP Kiiltiir Sistem II (TREK Diagnostic
Systems,US) cihazina konnektér yardimiyla yerlestirildi ve sekiz haftalik inkiibasyona
alindi. Bu siire¢ i¢inde pozitif bulgu veren 6rnek siseleri, anti-mikobakteriyel duyarlilik
testi ve tiplendirme islemine alindi. Calisilan kiiltiir yontemiyle MTBK ve TDM lerde
tiretilebildigi i¢in pozitif sinyal veren besiyeri sisesi, vortekslendikten sonra igerisinden
0,1 ml 6rnek alinarak BIOLINE TB Ag MPT64 Rapid (Standard Diagnostics, Kore) kart
testine damlatildi. On bes dakika beklendikten sonra tek ¢izgi gézlemleniyorsa basil
TDM, eger ¢ift cizgiyse MTBK olarak degerlendirildi. Sekiz haftalik inkiibasyon
sonucunda herhangi bir pozitif bulgu vermeyen siseler negatif olarak cihazdan ¢ikarildi

ve ARB boyama ile negatif sise dogrulandi.

3.5. GeneXpert MTB / RIF Ultra Real-Time PCR Yo6ntemi

GeneXpert MTB/RIF Ultra testi, GeneXpert® cihaz1 kullanilarak iiretici
talimatlarina gore yapildi. Konsantrasyon, homojenizasyon ve dekontaminasyon ile
islenen numuneler oda 1sisina getirildi. Bos falkon tiipiine 2.1ml Sample Reagent ve
0,7ml islenmis ornek eklenerek siispanse edildi ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Numuneler, inkiibasyon sirasinda iki kez vorteksle hafifce karistirildi ve ardindan
test kartusuna 2,1 ml kopiik olusumu engellenerek aktarildi. Sonuglar otomatik cihazdan

okunarak elde edildi.

3.6. DNA ekstraksiyonu

Ornek tiiriine uygun olarak homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon
islemi uygulanmis ve -20°C saklanmis olan numuneler biyogiivenlik sinif Il kabine alind1
ve oda 1sisina gelmesi beklendi. Daha sonra birka¢ saniye vortekslenip yeniden
homojenize edildi. Bulastiricilik riskini ortadan kaldirmak ve DNA eldesini
kolaylastirmak i¢in izolasyon Oncesi 1sitma islemine tabi tutularak basil hiicre duvarinin
hasarlandirilmas1 saglandi. islenmis 6rnekten 500ul alnarak vidali 2ml lik ependorf
tiipiine alind1. Uzerine 200ul G2 buffer ve 50ul lizozim (20mg/ml, SigmaAldrich, ABD)
eklenerek kisa vortex yapildi ve karisim 37°C de 1 saat inkiibe edildi. Takibinde 30ul

52



Proteinase K (600 mAU/ml) eklenerek 56°C 1 saat bekletildi. Son olarak 95°C’de 15
dakika bekletilip sogumaya birakildi. Daha sonra kapaklari agilarak silika bazli manyetik
parcacik teknolojisiyle ¢alisan QIAsymphony SP (Qiagen, Almanya) otomatize izolasyon
cihazina yerlestirildi. DSP Virus/pathogen Midi Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak
basilin DNA’s1 otomatize olarak elde edildi ve PCR islemi i¢in kullanilana kadar -20°C

saklandi.

3.7. Artus® MTB-RG Kkiti ile PCR ¢calismasi

Gercek zamanli PCR igin Artus MTB-RG PCR Kiti -20 °C’deki sogutucudan
cikarilarak oda 1sisina gelmesi saglandi. Her kullanimdan dnce tiim reaktiflerin tamamen
¢oziinmesi icin beklendi, hizl1 vorteksleme ile karistirild ve kisa siire santrifiij edildi. ik
seferde 64 adet 6rnek, 2 adet pozitif ve 1 adet negatif kontrol 6rnegine ait PCR tiipii
onceden 2—8°C'de bekletilmis soguk bloga yerlestirildi. PCR karisim hazirlamak igin her
hasta icin RG Master’dan 13ul, RG Mg-SO4’dan 2ul ve RG IC’den 2l olarak toplam
voliim hesaplandi. Sogutma blogu tizerindeki 0,1 ml’lik PCR tiiplerine her bir tiipe 15 pl
olacak sekilde master mix dagitilarak her bir tiipe hasta 6rneklerinden elde edilen DNA
solisyonundan 10ul eklendi. Pozitif kontrol olarak kantitasyon standartlar1 M.
tuberculosis RG QS-2 ve 3’ten 10ul ve negatif kontrol olarak 10ul su (PCR sinifi dH20)
kullanildi. PCR tiiplerini kapatilarak kilitleme halkas ile birlikte Rotor-Gene Q (Qiagen,
Almanya) real-time PCR cihazinin rotorunun iistiine yerlestirildi ve amplifikasyon iglemi
baslatildi. Program bitiminde sonucglar yorumlanirken i¢ kontrol floresan i1simalari
degerlendirildi. i¢ kontroller beklenen 1s1may1 yapmus ise; floresans kanali Cycling Green
icinde bir sinyal saptanmigsa pozitif, Cycling Green iginde sinyal saptanmamis ayni
zamanda Cycling Yellow kanalinda dahili kontrolden bir sinyal belirdi ise negatif kabul
edildi.

3.8. In-House PCR Cahisilmasi

3.8.1. Mikobakteriler Spesifik Hsp65 Bolgesinin PCR ile Cogaltiimasi

Bu amagla mikobakterilerin ortak 65 kDa’luk 1s1 sok proteinini (Heat Shock
Protein 65; HSP65) kodlayan gen bolgesi hedef olarak segildi. Hasta &rneklerine ait
ekstrakte DNA &rnekleri -20 °C’den ¢ikarildi ve oda 1sma gelinceye kadar bekletildi.
Daha sonra hedef bolgeye spesifik TB11 (5’-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3”)
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ve TB12 (5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3’) primerleri ile Tablo 3.1°de

gosterilen soliisyonlar kullanilarak PCR miksi olusturuldu.

Tablo 3.1. In-House PCR isleminde kullanilan maddelerin miktar ve konsantrasyonu

Soliisyon

Distile su

PCR buffer (10x)

MgCl; (25mM)

dNTP (10 mM)

Primer 1 (TB11, 10 pmo/ul)

Primer 2 (TB12, 10 pmo/pl)

Taq polimeraz (5U/ul)

Ornek DNA

Toplam

Sogutma blogu lizerinde 2 ml’lik tiiplerde TB11 2,5ul, TB 12 2,5ul, 10X PCR
buffer 5 pl, MgCl, 3 ul, dNTP 1pul, H20 30,75ul ve Taq polimeraz 0,25 ul toplamda her

bir ornek ic¢in karigim 45 pl olacak sekilde ornek sayisinin ¢arpimi kadar hazirlandi.

Ornek numaralar1 yazilmis 0,2 ml’lik ependorf tiiplere dagitildi. Uzerlerine ekstraksiyon

islemi sonrasi elde edilen DNA’lardan 5 pl eklendi. Optimizasyon ¢aligmas1 yapilarak

uygun sartlarda bantlarin net goriintiilenmesi saglayan Tablo 3.2°de gosterilen kosullarda

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) 1s1 dongii

cthazinda amplifikasyon gergeklestirildi.

Tablo 3.2. Hsp65 gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu igin reaksiyon sartlar

Reaksiyon Asamalari Is1 (0C) Siire (dk) Siklus Sayisi
Denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 1

Baglanma 57 1 40
Uzama 72 2
Final Uzaman 72 8 1

3.8.2. Jel Elektroforezi ve PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Elde edilen PCR firtinleri %1,5’1ik agaroz jelde yiiriitiildii. Agaroz jel hazirlamak

icin 2.25 gram (gr) molekiiler grade agaroz (Vivantis, Malezya) hassa tart1 ile tartilarak

150 ml 1X TBE (Tris, Borik asit, EDTA) igerisine eklenip beher agzi aliiminyum folyo

ile kapatilarak mikrodalga firina yerlestirildi. Kaynatilmadan sik sik kontrol edilerek
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¢ozelti tamamen eriyip berraklasincaya kadar mikrodalga firinda 1sitildi. Agaroz jel oda
sicakliginda bekletildikten sonra sicakligi yaklasik 50-60°C’ye geldiginde 20ul (5Smg/ml)
etidyum bromid eklendi. Jel kalibina uygun kuyucuk tarag: yerlestirilerek kalinligi 5 mm
olacak sekilde dokiildii. Katilasmasi igin yaklasik yarim saat beklendikten sonra jel
elektroforez tanki icerisine Ornek yerlestirilecek kisim katoda gelecek sekilde
yerlestirildi. Jelin lizerini 6rtecek miktarda 1X TBE ¢ozeltisi tanka eklendi. Her 6rnek 2ul
yiikleme soliisyonu (5x Loding bufer) ile karistirilarak jel iistiindeki 6rnek kuyucuklarina
yiiklendi. Bant biiyiikliiklerinin hesaplanmas1 amaciyla molekiiler biiyiikliikk markir ilk,
orta ve son kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez, 100V olarak 90dk boyunca uygulandi.
Yiritiilen bantlarin bulundugu agaroz jel zaman kaybetmeden Gel Logic 2200 Imaging

System jel (Kodak Company, ABD) gériintiileme cihazina yiiklendi ve fotograflandi.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 202 hastaya ait 242 Ornek dahil edildi. Hastalarin 115’1
(9656,93) erkek ve 87’si (%43,06) kadindi. Hastalarin ortalama yasi 51,5 ve ortanca yasi
54 (min=1, max=93) yil idi. Hastalarin yas biiyiikliik siralamasinda ¢eyrekler acgikligi
indeks (Inter Quantile Range; IQR) degeri 28,5 yil idi.

Hastalarin yas ve cinsiyet ozellikleri Sekil 1°de gosterilmistir.

F 3

70

60

E kadin
[} Erkek

50

Hasta Sayisi (n)
30

10 20

=5

0-18 19-45 46-64 =65

0

A J

Yas Grubu

Sekil 4.1. Calismaya alinan numunelerin ait oldugu 202 hastanin yag ve cinsiyet

ozelliklerine gore dagilimi

Calismaya alinan orneklerin 163’1 (%67,35) balgam, 23’1 (%9,5) doku, 21’1
(%8,67) abse, 19’u (%7,85) bronsiyal lavaj sivisi, 9’u (%3,71) BOS, plevral aspirat,
peritoneal aspirat gibi steril viicut sivilart ve 7’si (%2,89) idrar numunelerinden

olusmaktaydi.

Calismaya katilan 6rneklerin tiir dagilimlar Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2. Calismaya alinan 242 klinik numunenin ornek tiiriine gore sayisal dagilimlar:

Calismaya alinan 6rneklerin 941 (%38,84) GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR Kiti
ile pozitif, 71’1 (%29,33) diisiik pozitif ve 77’si (%31,81) negatif olarak saptandi. PCR-
pozitif toplam 165 ornegin 123’1 (%74,54) balgam, 13’ (%7,87) BAL, 13’1 (%7,87)
doku, 10’u (%6,06) abse, 3’1 (%]1,81) steril viicut sivist ve 3’1 (%]1,81) idrardi. PCR-
negatif 77 6rnegin 40’1 (%51,94) balgam, 11’1 (%14,28) abse, 10°u (%12,98) doku, 6’s1
(%7,79) BAL, 6’s1 (%7,79) steril viicut sivist ve 4’1 (%5,19) idrardi. Calismaya alinan
orneklerin GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kiti ile saptanan pozitiflik ve negatiflik
ozelligine gore numune tiir dagilimlart Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Calismaya alinan 242 6rnegin GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR Kiti ile

saptanmis pozitif ve negatif olma 6zelligine gore numune tiir dagilimlar
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Calisilan 6rnekler i¢inde GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR Kkiti ile pozitif olarak
saptanmis 94 6rnegin 74’tinde T11-T12 primerleri ile yapilan in-house PCR ve 82 6rnegin
Aurtus real-time PCR testi pozitif olarak sonuglandi. Buna gére in-house ve ticari real-time
kitlerinin DSO tarafindan onerilen GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kiti ile pozitif
ornekleri saptamadaki uyumu sirasiyla %78,72 ve %87,23 olarak bulundu. Sekil 4.4’te
59-68 orneklere ait T11-12 primerleri ile yapilmis 6rnek jel elektroforez goriintiisii

gorilmektedir.

Sekil 4.4. 59-68 numaralar1 6rneklere ait In-house PCR jel elektroforez goriintiileri

Calisilan ornekler icinde GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kiti ile diisiik pozitif
olarak saptanmis 71 drnegin 44’tinde T11-T12 primerleri ile yapilan in-house PCR ve 41
ornegin Artus real-time PCR testi pozitif olarak sonuglandi. Buna gore in-house ve ticari
real-time kitlerinin DSO tarafindan 6nerilen GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kiti ile
diisiik pozitif 6rnekleri saptamadaki uyumu sirasiyla %61,97 ve %57,74 olarak bulundu.

Caligilan ornekler i¢inde GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kiti ile negatif olarak
saptanmis 77 6rnegin 74’tinde T11-T12 primerleri ile yapilan in-house PCR ve 76 6rnegin
Artus real-time PCR testi negatif olarak sonuglandi. Buna gore in-house ve ticari real-
time kitlerinin DSO tarafindan 6nerilen GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kiti ile negatif
ornekleri saptamadaki uyumu sirasiyla %96,10 ve %98,70 olarak bulundu.

Calisilan PCR testlerinin pozitif ve negatif drnekleri saptama uyumlar1 Tablo

4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Calisilan in-house ve real-time PCR yontemlerinin GeneXpert MTB/RIF Ultra
PCR kiti sonuglari ile uyumu. T11-T12 In-House PCR

Yontem Uyumu (%)

T11-T12 Artus Real-
In-House PCR Time PCR

GeneXpert MTB

Pozitif 78,72 87,23
Diisiik Pozitif 61,97 57,74
Negatif 96,10 98,70

Calisilan 6rneklerde DSO tarafindan énerilen GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kiti
tarafindan negatif olarak sonuglanmis bir 6rnegin TB kiiltiirinde MTBK iiremesi
oldugundan ve bir diger negatif 6rnegin ait oldugu hastanin iki ay i¢inde TB tanis1 almis
olmasi ve bu hastaya ait 6rnegin ¢alismamizda Artus kiti ile MTBK yoniinden pozitif
saptanmasi nedeniyle toplam iki negatif 6rnek TB-pozitif olarak kabul edilip incelenen
PCR yontemlerinin duyarlilik, 6zgiillik ve prediktif degerleri hesaplandi. Buna gore,
T11-T12 primerleri ile yapilan in-house PCR’1n duyarlilig1 %71,25 ve 6zgiilliigi %97,33
olarak saptandi. T11-T12 primerleri sadece MTBK suslarina 6zgii olmadig1 ve genel
olarak mikobakterileri saptadigi i¢in bu testin pozitif ve negatif prediktif degerleri
hesaplama dis1 birakildi. Artus real-time PCR kitinin 6rneklerde bulunan MTBK suslarini
saptama duyarliligi1 %74,25, 6zgilligi %99,40, pozitif prediktif degeri (PPD) %74,25 ve
negatif prediktif degeri (NPD) %64,10 olarak saptandi. Sekil 4.5’te 1-51 numarali
orneklere ait artus kiti sonuglar1 ve Ct degerleri Sekil 4.6’ da ise aynm1 6rneklerin grafileri

gorilmektedir.
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Channels

Cycling A.Green

Cycling AYellow Cycling B.Green

Mo, | C] Name | Type |Et | Ct Comment |Given Canc [cop | Calc Cone [copie| % Var |F|ep. Ct | Rep. Ct Stc|
1 1 Unknown 3359 3359
2 2 Unknown 3293 3293
: B Unknown 3292 3292
' I Unknown 3253 3253
5 [} Unknown MEG [NTLC)

£ ME Unknawn MEG [NTC)

A E Unknown 34,10 34,10
o] g Unkratn MEG [NTLC)

3 Mo Unknown 231 2371
0 o Unknown 3250 3250
11 Wl Unknawn MEG [NTC)

12 2 Unknawn MEG [NTC)

13 13 Unknawn 28,37 28,37
14 14 Unknawn 25,80 25,80
15 15 Unknawn 24 50 24 50
18 16 Unknawn 3032 032
17 L7 Unknown 277 277
18 18 Unknown 24,40 24,40
19 19 Unknown 34.74 34.74
0 Wl Unknown 2207 2207
2 W= Unknown NEG [NTC)

z Lz Unknown 27.13 2713
zz WMz Unknown 35,20 35,20
2 Unknown 33,10 23,10
7w W= Unknawn 2954 2954
x W= Unknown MEG [NTC)

7 Bz Unknown 24,64 24,54
28 28 Unknowr MEG [NTC)

29 29 Unknown 2724 2724
30 30 Unknawn 3491 3491
a1 Wl Unknawn 28,24 28,24
2 W2 Unknawn 2999 2999
2 33 Unknawn MEG [NTC)

34 34 Unknawn 2755 2755
x W= Unknown 0,14 0,14
x Wa* Unknown 24,44 24,44
7 7 Unknown 24,38 24,38
3 M= Unknown 27 27
N ES Unknown 34,32 34,32
40 40 Unknown 2522 2522
71 Wl Unknown 25,95 25,95
1z Wz Unknown 2452 24,52
13 W2 Unknown 32,85 32,85
44 44 Unknawn 2390 2380
45 45 Unknown 2340 2340
46 46 Unknawn 25487 25487
47 47 Unknawn 2583 2683
43 48 Unknawn 2760 2760
48 14 Unknovn 2833 2833
a0 50 Unknown 3012 3012
51 51 Unknawn 273 273

Sekil 4.5. 1-51 numaral1 6rneklere ait Artus® MTB-PCR kiti ile PCR ¢alisma sonuglari
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Quantitation data for Cycling A.Green
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Sekil 4.6. 1-51 numaral1 6rneklere ait Artus® MTB-PCR kiti egrileri

Calisilan PCR testlerinin duyarlilik, 6zgiilliik ve prediktif degerler gibi tanisal

performans sonuglar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Calisilan PCR testlerinin duyarlilik, 6zgiilliikk ve prediktif degerler gibi tanisal

performans sonugclari

Tamisal Performans Degerleri (%)

PCR Testleri Duyarhihk  Ozgiillik PPD* NPD**
GeneXpert MTB*** 98,80 97,40 98,80 97,40
T11-T12 PCR 71,25 97,33 - -
Artus Real-Time PCR 74,25 99,40 74,25 64,10

*PPD: pozitif prediktif deger, ***NPD: negatif prediktif deger.
***TB kiiltiirti ile beraber referans tan1 yontemi olarak degerlendirmeye alinmustir.

Calisilan orneklerin 163’ balgam ve 19’u bronsiyal lavaj sivist oldugundan
pulmoner 6rnek sayis1 182 (%75,20) ve geri kalan 60’1 (%24,79) ise akciger dis1 6rnekler
idi. Buna gore ¢alisilan in-house ve real-time PCR testlerinin ekstra-pulmoner 6rneklerde
DSO tarafindan 6nerilen GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kiti ile pozitif &rnekleri
saptama uyumu sirasiyla %66,66 ve %81,27 olarak; negatif 6rnekleri saptama uyumu ise
her iki PCR yo6ntemi i¢in %100 olarak bulundu. Calisilan in-house ve real-time PCR
testlerinin pulmoner &rneklerde DSO tarafindan 6nerilen GeneXpert MTB/RIF Ultra
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PCR kiti ile pozitif 6rnekleri saptama uyumu sirastyla %78,98 ve %77,53 olarak; negatif
ornekleri saptama uyumu ise sirastyla %93,18 ve %97,72 olarak bulundu. Calisilan in-
house ve real-time PCR testlerinin pulmoner ve ekstra-pulmoner 6rneklerde elde edilen
sonuglarinin DSO tarafindan &nerilen GeneXpert MTB/RIF Ultra PCR kitine ait

sonuglarla uyumu Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Calisilan PCR testlerinin pulmoner ve ekstra-pulmoner 6rneklerde GeneXpert
MTB/RIF Ultra PCR ile uyumu.

Yontem Uyumu (%)
T11-T12 In-House PCR Artus Real-Time PCR

p* EP** p* EP**
GeneXpert MTB
Pozitif 78.98 66.66 77.53 81.48
Negatif 93.18 100 97.72 100

*P: pulmoner, **EP: ekstra-pulmoner.
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5. TARTISMA

Modern tiptaki tiim gelismelere ragmen TB halen tanisi en zor yapilan enfeksiyon
hastaliklarindandir. Bu tanisal zorluga neden olan faktdrler dort ana baglik altinda
Ozetlenebilir. Bunlar; patojene 6zgli nedenler, hasta kaynakli, hastayr degerlendiren
hekim kaynakl1 ve laboratuvar testleri kaynakli nedenlerdir.

Patojen kaynakli nedenlere bakildiginda; MTBK’nin iireme-cogalma, sahip
oldugu viriilans faktorleri, kullandig1 metabolik yolaklar ve konak immiin sistemi ile ¢ok
yonlii olarak etkilesim gosterebilmesi onu essiz bir bakteriyel patojen haline getirdigi
goriilmektedir. Ancak bu essiz 6zellikler onun saptanmasina pozitif yonde degil olumsuz
olarak katki sunan 6zelliklerdir. Mycobacterium tuberculosis, dis ortam kosullarina uzun
siire dayanabilen, dezenfeksiyon yontemlerine ve enfeksiyon kontrol 6nlemlerine gérece
olarak daha direngli ve bilinen en yavas bolinme hizina sahip bir insan patojenidir.
Temelde solunum yolu ile yayilim gostermekle birlikte kontamine gidalar ve diger bazi
yollarla da canlilar arasinda bulas gosterebilir. Akciger dokusuna ulastiginda onunla ilk
etkilesime giren makrofajlar basili fagosite edip intraseliiler sindirim mekanizmalarini
baglatmasina ragmen bakteriyi genellikle sindiremezler ve basilin makrofaj i¢indeki hayat
stireci baglar. Bu nedenle, TB’nin olusabilmesi igin tek bir basilin alveolar dokuya
ulasmasi yeterlidir. Immiin sistemi basarili bir sekilde diizenleyebilmesi sonucunda basile
karsi ¢ogunlukla onu smirlandirict bir cevap dretilir (130,131). Bu esnada basil
metabolizmasini yavaglatarak boliinmeyi durdurabilmekte ve ileride immiin sistemde
olusan herhangi bir zafiyet sonucunda yeniden aktivasyon gosterebilmektedir. Bu durum
patojeni kazanmis bireylerde yillar boyu siiren, sessiz, bazen ¢ok belirsiz semptomlarla
ilerleyen sinsi bir klinik tablo olusumuna yol agar. Ayrica, kisinin immiin sistemi
yeterince iyi islev gérmeye baslarsa enfeksiyon yeniden sinirlandirilir ve semptomlarda
hafifleme/kaybolma izlenir. Iste bu iki durum birgok hastanin tibbi yardima basvurusunu
azaltici etki olusturur.

Tiiberkiiloz klinik olarak birgok hastalig taklit edebilen ve kendine 6zgii olmayan
semptomlara yol agtigindan bu hastalarin klinik olarak degerlendirilmesinde birgok
hastaligin goz oniinde bulundurulmas: gerekmektedir. Klinik 6zelliklerin bdylesi genis
bir yelpazede ortaya ¢ikmasi uzun bir tibbi degerlendirme ve farkli tani algoritmalarinin
uygulanmasini gerekli kilar. Bu uzun tani siirecinde 6zellikle semptomlarda olusabilecek

gerilemeler, hastanin tibbi tan1 slirecini tamamlamamasina yol agabilecek bir etki gosterir.
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Hastayr degerlendiren hekimin TB hakkindaki mesleki deneyimi hastalarin dogru
taninmasinda oldukca onemli bir kriter olup (33) TB’a 0zgii laboratuvar testleri
yapilmadigi siirece hastaligin genel tibbi tetkiklerle tanisini yapmak ¢ogu zaman miimkiin
olmayacaktir. Tiim bu nedenlerden dolay1 TB hastalar1 bir¢ok kez tibbi yardima bagvursa
da TB testleri yapilmadig siirece hastalik tam olarak anlagilmamaktadir. Buraya kadar
anlatilan basile, hastaya ve hastay1 degerlendiren hekimin bilgi ve deneyimine bagl kritik
etkilerin ¢coklugu nedeniyle toplumdaki TB hastalarinin en az 1/3’iinilin tan1 alamadigi
Oongoriilmekte ve bu tiir sorunlarin ¢oziilmedigi siirece TB’un “sessiz katil” olarak
varligin1 devam ettirecegi kabul edilmektedir (1,30,31). Bu amagla DSO tarafindan her
yi1l diinyada yaklasik 3 milyon TB hastasina ulasilamadigi dngoriilerek bunlarin tani ve
tedaviye ulagimini saglamak i¢in stratejiler yaymlamaktadir (132).

Tiiberkiilozun tanisinin  olduk¢a gilic olusunda laboratuvar testlerinden
kaynaklanan birgok etki rol oynamaktadir. Oncelikle; TB tamisinin yapilabilecegi
laboratuvarlar 6zellikle biyogiivenlik diizeyi yiikseltilmis, 6zel mimariye ve uygun teknik
ve fiziki altyapiya sahip olarak yapilandirilirlar. Bu nedenle, tiim tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda TB tan1 testleri yapilmamaktadir. Ayrica, TB laboratuvarinda ¢alisan
personelin 6zellikle bu testleri yapmak icin uzun ve zorlu bir egitimi tamamlamis olmasi
ve uygulamada belli bir deneyim kazanmis olmasi gerekir. Tiiberkiiloz laboratuvarlarinin
bu tiir temel fakat zor karsilanabilir gereksinimleri, TB tani olanaklarinin 6zellikle
kaynaklar1 sinirli tilkelerde kurulmasini, yeterli kaynaklari olan iilkelerde de tiim yerlesim
alanlarina kazandirilmasini engelleyen 6nemli bir handikap olmustur. Toplumda yaygin
fakat belirsiz klinik 6zellikler gosteren; diger taraftan dogru tani i¢in 6zel mikrobiyolojik
analizlere son derece bagimli olan TB gibi bir hastaligin teshisinde tiim diinyada
yasanilan en biiylik sorun yeterli tan1 laboratuvarinin olmamasi veya yaygin bulunmamasi
olarak goriilebilir.

Basilin kendine 6zgii niteliklerinden dolay1, genel bakteriyolojik kiiltiir ve gram
boyali mikroskopi ile saptanamadigindan bu amagla 06zel test tekniklerinin
uygulanmasina gereksinim vardir. Bunlardan aside direngli boyama ile yapilan
mikroskopinin duyarlilig1 en ideal kosullarda dahi %65 dolayinda olup (104,109) akciger
dis1 orneklerde veya ornekteki basil sayist belirgin diizeyde az oldugu durumlarda bu
deger %20’lerin altina diismektedir (133). Diger taraftan, TB tanisinda giiniimiizdeki altin
standart yontem olarak uygulanan TB kiiltiirii, ARB mikroskopi gibi, dncesinde yine ¢ok
1yi bir 6rnek hazirlik siireci gerektirmekte ve besiyeri inokiilasyonu sonrasi sekiz haftalik

bir inkiibasyon siirecine ihtiya¢ duymaktadir. Modern tiptaki gelismeler otomatize kiiltiir
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sistemlerini kullanima sunmus olmasina karsin birkag giin gibi kisa siirede sonuglanan bir
TB kiiltlir yontemi halen bulunmamaktadir. Ayrica kiiltiir, klinik 6rnekte belli bir diizeyde
aktif olarak ¢ogalan basil gerektirdiginden latent TB tanisi, basil atiliminin az oldugu
durumlar ve 6zellikle akciger dist tutulumlarda belirgin diizeyde yanlis negatif sonuglar
artmaktadir. Tliberkiilozun laboratuvar tanisinda kullanilan bu tiir klasik yontemlere ait
kisitliliklar, yani tan1 yontemlerinin TB tanisina uyarlanmasinda énemli bir itici gii¢
olmustur. Seksenli yillardan itibaren PCR ve son 30 yil i¢inde 6nemli ilerleme kaydedilen
genom dizileme analizleri bunlarin tipik 6rnekleri olarak goriilebilir.

Molekiiler bir tan1 yontemi olarak PCR birkag¢ saat i¢inde sonuglanmasi ve kabul
edilir bir duyarlilik ve 6zgiilliikk degeri sunmasi nedeniyle TB tanisinda son 30 yildir
kullanilmaktadir. Buna karsin bu yontemin molekiiler mikrobiyolojik analizlerde iyi
diizeyde deneyim kazanmis personele ve bu testler icin 6zel yapilandirilmis bir
laboratuvara gereksinim gostermektedir. Ayrica, bu testlerdeki hizli gelisime karsin sarf
malzemeleri ve kimyasallarinin yiiksek diizey teknoloji gerektirmesinden dolay1 halen
molekiiler testlerdeki yiiksek maliyet sorunu devam etmektedir. Molekiiler analizlerde
basilin DNA molekiilii hedef alindigindan 6lii basili veya aktif olmayan bir enfeksiyonu
pozitif olarak saptanmis olmasi bir taraftan avantaj olsa da diger taraftan klinisyenin tani
kargasasina neden olma riskini de beraberinde getirmektedir. Ancak yine de klasik tani
yontemlerinde yukarida anlatilan sorunlar nedeniyle giiniimiizde MTBK, PCR’1n tani
amaciyla en fazla kullanildig1 bakteriyel patojen durumundadir.

Molekiiler mikrobiyolojik teknolojide saglanan gelismelerle PCR’mn gercek
zamanl (real-time) modifikasyonlar1 gelistirilmis; genom ekstraksiyonunda da saglanan
ilerlemeler tiim tani siirecini birkag saatlik bir siireye indirilebilmistir. Ayn1 anda onlarca
hastanin TB-PCR testinin yapilabilir hale gelmesi hasta yiikii yiiksek olan
laboratuvarlarin isini kolaylastirmis ve bu alanda belirgin bir hiz kazandirmistir. Daha
sonraki gelismelerle, real-time PCR platformlarinda basile 6zgii DNA bolgesi ile bilinen
direng genlerinin de saptanabildigi multipleks real-time PCR kitleri gelistirilmistir. Bu
kitlerin ¢ogunlukla kapal1 sistemler olmas1 ve her bir numune i¢in bir kartus harcamasi
nedeniyle TB’nin molekiiler analizlerinde karsilasilan en sik sorun olan laboratuvar ici
kontaminasyon (¢apraz kontaminasyon) sorununu da neredeyse giderilmis durumdadir.
Bu tiir kitler DSO tarafindan belirli araliklarla test edilmeye baslanmis ve 2010 sonras1
bu kurum tarafindan onaylanan testlerin rutin TB tanis1 i¢inde kullanimi &nerilmeye
baslanmustir (87,106). Giiniimiize kadar 10 farkli kit bu anlamda DSO tarafindan TB

tanisi i¢in onaylanarak tavsiye edilir hale gelmistir (81). Ancak bu kitlerin sadece kendine
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0zglin cihazda caligmasi, ¢alisma icin 6zel yazilim gerektirmesi ve her bir kit ile ancak
bir hasta numunesi calisilmasi gibi nedenlerden dolayr 6nemli bir maliyet sorunu
bulunmaktadir. Uluslararas1 medikal pazarda bu tiir kitlerin tanesi 20-30 USD civarinda
satilmakta olup bu rakam yiizbinlerce TB hastas1 diisiiniildiigiinde onemli bir kaynak
sorununu da beraberinde getirmistir. Ornegin iilkemizde y1llik 850 bin ila 1 milyon civari
TB tan1 testi yapildig1 dikkate alinirsa (41), sadece bu testin tilkemizin saglik ekonomisine
maliyeti 30 milyon USD civarina kadar yiikselmektedir. Diger taraftan, TB’nin yaygin
olarak bulundugu ve dolayisi1 ile diinyadaki TB vakalarinin rezervuart durumunda
bulunan gelismemis iilkeler i¢in bu maliyet diizeyi karsilanamaz bir gider olarak ortaya
ciktigindan DSO-onaylh kitlerin kullaniminda karsilasilan maliyet sorunu tiim diinyada
kendisini gosteren bir problem durumundadir.

Molekiiler yontemlerin TB tanisinda sagladigi hiz ve yiiksek etkinlik gibi ¢ok
onemli avantajlardan mahrum kalmaksizin daha ucuz ve kullanim1 kolay PCR kitlerine
olan gereksinim yukarida ifade edilen nedenlerden dolay1 tiim diinyada gittikce
artmaktadir. Diger taraftan, molekiiler teknolojilerde devam edegelen gelismeler
sonucunda maliyeti daha diisiik kitler tiretilmis ve termal dongii cihazlarinin yazilimsal
ve saptama teknolojilerinde miitemadiyen ilerleme saglanmistir. Bu gelisimler de goz
oniine alindiginda saglik piyasasinda bulunan TB-PCR kitlerinin diizenli araliklarla test
edilerek bu yontemlerin rutin tanida uygulanabilirligi, avantajli ve dezavantajli oldugu
hususlarin saptanmasina gereksinim dogmaktadir. Bu yaklasim, iilkemizde ve tiim
diinyada TB gibi 6nemli bir saglik sorunun etkin tanisina katki sunabilecek ve saglik
ekonomilerine 6nemli bir fayda saglama olanagi sunacaktir.

Bu ¢aligmada, DSO-onayli TB-PCR kitine kars1 etkinligi degerlendirilen ilk PCR
yontemi, T11-T12 primerlerinin kullanildig1 in-house PCR yaklagimi olmustur. Bu
primerler, mikobakterilerin Hsp65 olarak tanimlanan onemli bir antijenik proteini
kodlayan ortak gen bolgesi hedef alinarak gelistirilmis oldugundan sadece MTBK degil
ayni zamanda atipik mikobakterileri de saptama 6zelligi bulunmaktadir. Bu durum, T11-
T12 PCR’in atipik mikobakteri/MTBK ayrimi yapamamas: gibi bir dezavantaj
beraberinde getirse de sadece MTBK’y1 tarayan PCR yontemlerinin tim atipik TB
hastalarini sistematik olarak atlamasini engelleyen bir avantaj durumundadir. Ozellikle
HIV(+) kisilerin veya baska nedenli immiin-baskilanmis hale gelmis hastalarin
toplumlarda arttig1 diisiiniildiigiinde atipik TB hastalarmin etkin olarak saptanmasinin
Oonemi daha iyi anlagilmaktadir. Sonugta, bu primerlerin kullanildigi in-house PCR

testinin pozitif olmasi durumunda laboratuvarlarda birka¢ ek islem gerceklestirilerek
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MTBK/atipik ayrimini yapilmasi gerekirken klinisyenin de hastanin gostermis oldugu
bazi atipik TB bulgularin1 g6z oniine almasini saglayabilecektir. T11-T12 primerlerinin
kullanildig1 in-house PCR yo6ntemi 30 yil1 agkin bir siiredir kullanilmakta olup bu alanda
basarisini ispat etmis en basit molekiiler yaklasim olmasi ile TB tanisinda vazgecilmez
bir molekiiler analiz yaklagim1 halindedir. Ayrica, DNA 6ziitleme, 1s1 dongii cihazlarinin
miitemadiyen gelistirilmesi ve kullanilan amplifikasyon enzimlerinin artan kalitesi gibi
etkilerin bu yonteme nasil yansidiginin anlasilmasi da incelemeye deger 6dnemli bir
husustur.

Calismamizda T11-T12 primerlerinin kullanildig: in-house PCR yontemi toplam
167 TB-pozitif hastanin 119’unu (%71,25) ve 75 TB-negatif hastanin 73’tinii (%97,33)
dogru olarak saptamistir. Bu test, karsilastirilan diger iki PCR yonteminin negatif olarak
sonuc¢landigl; ancak, mikobakteri kiiltiirii pozitif olan bir TB hastasini saptayan tek
molekiiler analiz yontemi olarak goriilmistir. T11-T12 PCR, diger tim TB testleri
negatif olarak sonu¢lanmis iki hastada pozitif olarak sonu¢lanmistir ki bu hastalarin
orneklerinde atipik mikobakteri varligina isaret etmektedir. Tiiberkiiloz tam
laboratuvarlarina gonderilen 6rneklerin ait oldugu hastalarda 6nemli diizeyde bir TB
siiphesi oldugu g6z Oniline alindiginda tiim standart TB testleri negatif oldugunda,
klinisyenin atipik etkenlerden de uzaklagarak bagka olas1 hastaliklarin tanisina yonelecegi
ve boylelikle olasi bir atipik TB hastasini atlayacagi dikkate alindiginda bu veri klinik
olarak hekimin dikkatine mutlaka sunulmasi gereken bir husus olarak anlagilmaktadir. Bu
iki onemli hasta digslandiginda, T11-T12 primerlerinin kullani1ldig1 in-house yonteminin
TB-negatif hastalar1 saptama diizeyi miikkemmel (%100) olarak sonug¢lanmigtir. Bu
durum, daha onceki donemlerde 6zellikle laboratuvar i¢i ¢apraz bulaslar neticesinde
olusan yanlis pozitiflik sorunun artik goriilmedigi gibi 6nemli bir bulguyu da gozler
Ontine sermektedir.

Calismamizda kullanilan T11-T12 PCR y6nteminin TB hastalarini tespit etmedeki
etkinligi hakkinda yapilmis bir¢cok ¢alisma vardir. Vanda ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, 247 adet 6rnek calisilmig ve 2 tanesinde kiiltiir pozitif bulduklar1 19 6rnekte
T11-T12 PCR amplifikasyonu saglanmis ve yontemin %25 PPV ve %97,5 NPV verdigi
bildirilmistir. Vanda ve arkadaslarinin ¢alismasinda bu yontem ig¢in bilindiren duyarlilik
ve oOzgiillik degerleri sirasiyla %25 ve %97,5 diizeyinde olmustur (134). Mandira ve
arkadaglar1 167 pulmoner tiiberkiilozlu olan hasta numunesinde 128 tanesini (%76,6)
T11-12 PCR ile uyumlu bulmustur (135). Diger bir ¢alismada Lopez ve arkadaslart 105
adet klinik 6rnek c¢aligsmis, sirasiyla duyarlilik ve 6zgiilligii %61,5 ve %87,4 bulmustur
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(136). Bu veriler bizim buldugumuz verilerle karsilastirildiginda bizim g¢alismamizda
T11-T12 PCR’in pozitifleri saptamada daha yiiksek bir etkinlik gosterdigi
anlasilmaktadir. Ancak, bu yontemin 6zellikle manuel PCR islemlerin hazirlanmasinda
onemli bir deneyim gerektiriyor olmasi ve ayrica benzer deneyim diizeyinin TB
orneklerinin  homojenizasyon-dekontaminasyon ve konsantrasyon islemlerinde de
bulunmasi1 gerektiginden laboratuvarlar arasi farkliliklarin olusabilecegi akilda
bulundurulmalidir. Bizim bu g¢alismay1r gerceklestirdigimiz laboratuvarin molekiiler
mikrobiyolojik analizler yoniiyle 6nemli bir ge¢misi, oldukga iyi teknik donanimi ve
yiiksek bir deneyimi olmasi gibi hususlar elde ettigimiz bu yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik
degerlerinde g6z Oniine alinmasi gereken yontemden bagimsiz bir etki olusturabilir.

T11-T12 primerleri ile yapilan analizlerde 6rnegin tiiriine bagli olarak duyarlilikta
onemli degisim oldugu goriilmektedir. Pulmoner 6rneklerde, referans yontemle in-house
PCR’1n pozitifleri saptama uyumu yaklasik %79 iken ekstra-pulmoner drneklerde bu
uyumun 2/3’e diistiigli goriilmektedir. Bu durum, basil sayisinin gorece olarak daha
yiiksek oldugu akciger drneklerine kiyasla basil sayisinin daha az oldugu akciger disi
orneklerde in-house PCR’in o6nemli diizeyde bir duyarlilik kaybina ugradigini
gostermistir. Bu sonug, c¢alismamizda T11-T12 primerle yapilan in-house PCR igin
bahsedilmesi gereken en 6nemli tanisal yetersizligi olusturmaktadir. Diger taraftan 6rnek
tiirtine gore ozgiilliikk degerlerinin %94 ila %100 arasinda bulunmus olmasi alt1 ¢izilmesi
gereken onemli bir pozitif bulgu olmustur.

Calismamizda incelenen ikinci PCR kiti, bir ticari iirlin olarak medikal piyasada
bulunan Artus real-time PCR yontemi olmustur. Bu kitin segilmesinde markadan
bagimsiz hareket edilerek sadece iilkemizde degil uluslararasi planda eldesi kolaylikla
gerceklestirilebilen, markadan bagimsiz olarak farkli real-time termal dongii cihazlarinda
caligilabilen ve belli bir tanisal performans degeri sunabiliyor olmasi nedeniyle TB’un
molekiiler tanisinda kullanilabilirligi kanitlanmis olmast gibi 6zellikler gbz Oniine
alinmistir. Boylelikle c¢alismamizdan elde edilecek verilerin uluslararast bilimsel
literatiire olan katkisinin arttirilmasi amaglanmustir.

Calismamizda kullanilan Artus real-time TB PCR Kkiti, MTBK tiirlerinin
genomunda yer alan 159 bp bolgenin spesifik amplifikasyonu saglayarak niikleik asit
ekstraksiyonu sonrasi yaklasik 2 saatte sonu¢lanmaktadir. Bu kitle ayrica, olusan gercek
zamanl amplifikasyon grafiklerinin birka¢ dakikada yorumlanmasi ile pozitif ve negatif
ornekler ayirt edebilmekte, kullanilan pozitif ve negatif kontroller ile reaksiyonunun

dogru gerceklesip-ger¢eklesmedigi gosterilebilmekte ve kullanilan i¢ (internal)
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kontrolleri yardimiyla her bir reaksiyon tiipiinde amplifikasyon kalitesi izlenebilmektedir.
Bu o6zellikleri yoniiyle T11-T12 primerlerinin kullanildigi in-house PCR yontemine gore
daha az islem gerektiren, sadece iki basamakli bir is akisi ile kisa siirede sonuglanabilen
ve sonuglarin yorumlanmasinda objektif veriler saglayabilen bir PCR yontemi olmasi
nedeniyle daha avantajli bir metot durumundadir. Ayrica, T11-T12 in-house PCR
sonucunda jeldeki bantlarin goriintiilenebilmesi i¢in EtBr gibi karsinojen bir asidin
kullaniminm1 gerektirmemesi yoniiyle de hem kullanict hem de ¢evre dostu bir yontem
olma hiiviyetindedir.

Calismamizda, DSO-onayl1 yéntemin pozitif olarak saptadig1 6rneklerin yaklagik
dortte iicii Artus PCR Kkiti ile yapilan PCR testinde pozitif bulunmustur. Bu deger; DSO-
onayl kitin “diisiik pozitif” olarak sonuclandig1 drneklerde %58 gibi diisiik bir diizeye
inse de DSO-onayli PCR’1n “pozitif” olarak sonuglandig: 6rneklerde %90’a yaklagmustir.

Diger taraftan DSO-onayli PCR kitinin “negatif” olarak sonuglandig1 érneklerde
Artus PCR kiti miikemmele yakin bir tan1 6zgiilliigii gostermistir. Bu durum Artus kitinde
capraz kontaminasyon riskinin ¢ok iyi diizeyde minimalize edilerek neredeyse DSO-
onayl kit ile aym1 diizeye getirilmis olduguna isaret etmektedir. Oysaki DSO-onayl kit,
TB tanisinda 6nemli bir sorun olan bu tiir kontaminasyonlari1 engellemek amaciyla kapali
bir sistem olarak yapilandirilmis ve her bir numune ic¢in tek kit kartusu tiketimi
gelistirilmis bir PCR platformu hiiviyetindedir. Artus kitinin; DSO-onayli kitin “diisiik
pozitif” veya “pozitif” olarak sonug¢landigi orneklerde gostermis oldugu bu 6nemli
duyarlilik farkinin, 6rnekteki basil yogunlugu ile iliskili oldugu anlagilmaktadir. Buna
karsin calismamizda goreceli olarak diislik basil yilikii bulundurmasi olas1 olan akciger
dis1 6rneklerde Artus real-time kitinin %80’in lizerinde bir pozitif yakalama duyarlilig
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar bize, DSO-onayli kitin “diisiik pozitif> olarak
sonuglandig1 orneklerde, -numune tiirlinden bagimsiz olarak-, belirgin diizeyde diisiik
basil varlig1 oldugunu; bu basillerin saptanmasinda T11-T12 PCR’in 6nemli diizeyde
duyarhilik kaybi1 gosterirken bu diizeydeki basil varliginin saptanmasinda Artus PCR
kitinin basarili sayilabilecek bir performans saglayabildigini gostermektedir. Dolayist ile
ekstrapulmoner Ornekler i¢in Artus real-time PCR kitinin kullanilabilecegi
anlagilmaktadir. Calismamizda ayrica, Artus real-time PCR kiti, DSO-onayl1 PCR kitinin
negatif olarak sonuglandigi bir hastada pozitif olarak sonuglanmistir. Bu hastanin
ozelliklerine bakildiginda, bir ay 6nce hastanin TB tanis1 almis oldugu goriildiigiinden

Artus kitinin vermis oldugu bu pozitifligin gergek bir hastalig1 yansitan dogru bir saptama
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oldugu anlasiimaktadir. Bu nedenle MTBK saptanmasinda Artus kitinin DSO-onayli
kitin negatif verdigi hastalarin ¢apraz kontrolii i¢inde kullanilabilecegi goriilmektedir.

Artus real-time TB PCR kiti yapilan calismalarda yontemin duyarliligi ve
Ozgiilliigi hakkinda farkli sonuglar bildirilmistir. Giilnur ve arkadaslarinin Artus TB PCR
ile yaptig1 bir calismada, 1104’1 akciger kaynakli, 810 akciger dist toplam 1914 adet
klinik 6rnek g¢alisilmis ve bunlardan, 39’u gercek pozitif, 1801’1 gergek negatif, 39°u
yalanci pozitif 35’1 yalanci negatif saptanmistir. Bu yontem igin bilindiren AC kaynakl
ve AC dis1 6rnekler igin duyarlilik ve 6zgiilliikk degerleri sirasiyla %50-55 ve %97 olarak
hesaplanmistir (137). Diger bir ¢calismada Abdulmajed ve ark. 32 kiiltiir pozitif, 18 kiiltiir
negatif 50 adet 6rnekle galismis ve bunlardan 29’u Artus PCR Kiti ile pozitif bulunmustur.
Kiiltiirle karsilastirildiginda duyarlilik %72, 6zgiilliik %56, negatif prediktif deger %66
ve pozitif prediktif deger %62 olarak belirlenmistir (138). Kiiltiiriin altin standart kabul
edildigi, 432 6rnegin calisildig1 baska bir calismada ise Artus PCR kiti’nin duyarlilik
%44,9 ozgiligl ise %99,1 bulunmustur (139). Bu veriler bizim buldugumuz verilerle
karsilastirildiginda bizim ¢alismamizda Artus real-time PCR’in pozitifleri saptamada
daha yiiksek bir etkinlik gosterdigi anlagilmaktadir. Ancak, bu yontemin 6zellikle manuel
PCR islemlerinin hazirlanmasinda 6nemli bir deneyim gerektiriyor olmasi ve ayrica
benzer deneyim diizeyinin TB 6rneklerinin  homojenizasyon-dekontaminasyon ve
konsantrasyon islemlerinde de bulunmasi gerektiginden laboratuvarlar arasi farkliliklarin
olusabilecegi akilda bulundurulmalidir. Bizim bu ¢alismayr gerceklestirdigimiz
laboratuvarin molekiiler mikrobiyolojik analizler yoniiyle nemli bir gegmisi, oldukca iyi
teknik donanimi ve yiiksek bir deneyimi olmasi gibi hususlar elde ettigimiz bu yiiksek
duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerinde g6z Oniine alinmasi gereken yontemden bagimsiz bir
etki olusturabilir.

Diinya saglik orgiitii tarafindan da eriskin ve g¢ocuklarda TB tanisinda ve
rifampisin direncinin belirlenmesinde ilk tani testleri olarak 6nerilen Xpert MTB/RIF ve
Xpert MTB/RIF Ultra Kitleri, 6rnekten direk ¢aligilabilme imkani saglayan hizli ve
giivenilirligi caligmalarla da ispatlanmis yOntemlerdir. Xpert MTB/RIF kitinin
cocuklarda, HIV pozitif hastalarda ve ekstrapulmoner Orneklerdeki hassasiyetindeki
eksiklik ve bazi rifampisin direncinden sorumlu mutasyonlarin tespit edilememesi gibi
sinirlamalar1 daha ileri bir jenerasyon test olan Xpert MTB/RIF ultra testi ile giderilmistir.
Yontemin; orneklerdeki daha az sayidaki basil tespit edilebilirken 6zgiilliiglinde diisiis
olmustur. Bu durum yanlis pozitiflige neden olabilecek eser pozitif olarak adlandirilan

sonuglarin yorumlanmasinda klinisyene zorluk olusturmaktadir. Xpert MTB/RIF Kitinin
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pulmoner orneklerdeki duyarlilig: kiiltiir altin standart yontem olarak alindiginda yayma
pozitif hastalarada %95’lere kadar ¢ikarken yayma negatif orneklerde % 48-90 gibi
degisen degerlerde olup genel olarak 6zgiilligii %97-100 arasindadir. Ekstrapulmoner
orneklerde ise duyarliligi %40’larin altina diismektedir (140). Bununla beraber Xpert
MTB/RIF Ultra kitinin AC TB’lu eriskin hastalarda duyarliligi %86 civarinda iken
ozgilligi %96 gibi ¢ok yiiksek diizeydedir (141). Bizimde laboratuvarimizda rutin TB
tanisinda yillardir kullanmakta oldugumuz Xpert MTB/RIF Ultra kiti ¢alismamizda
kiltlirle beraber altin standart yontem olarak alinmasina neden olmustur.

Xpert Ultra kiti tanisal verimliliginin ¢ok yiiksek olmasi, rifampisin direnci de
dahil sonuglarin saatler icerisinde ulasilabilir olmasi, tiim reaksiyonun ¢apraz bulasi
engelleyecek nitelikte tek bir kapali kartusda gercekleserek laboratuvar gilivenliginin
saglanmasi gibi avantajlara sahipken bu sistemin kurulmasi ve devamliliginin saglanmasi
laboratuvar maliyetlerinin artmasina sebep olmaktadir. Bu durum maliyet etkin, hizl
sonuclanan, duyarlilig1 ve 6zgiilliigl yiiksek molekiiler testlerin 6zelikle de ¢alismamizda
oldugu gibi ¢oklu yontem performanslarinin degerlendirildigi karsilastirmali analizleri
iceren caligmalara gerekliligi artirmaktadir.

Calismamizda &rneklerde DSO tarafindan 6nerilen GeneXpert MTB/RIF Ultra
PCR kiti tarafindan negatif olarak sonug¢lanmis bir 6rnegin TB kiiltiirinde MTBK
tiremesi olmus, diger bir negatif 6rnegin ise ait oldugu hastada iki ay i¢inde TB tanisi
konmustur. Ayrica bu hastaya ait 6rnek ¢alismamizda Artus kiti ile MTBK yoniinden
pozitif saptanmistir. GeneXpert MTB ultra test icin duyarliigimiz %98,80,

ozgiilliigiimiiz ise %97,40 olarak bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiiberkiiloz, tiim diinyada halen 6nemli bir saglik sorunu olma 6zelligini devam
ettirmekte ve yillik 1,5 milyondan fazla insanin hayatin1 kaybetmesine neden olmaktadir.
Hastaligin gostermis oldugu belirsiz klinik tablolar ve kisith laboratuvar destegi; TB
hastalarinin dogru tan1 almasinda geciktirici etki gostermektedir. Tiiberkiilozu tespit
edebilen tan1 testlerinin sadece bu amagcla tasarlanmis kapsamli laboratuvarlarda yapiliyor
olmast hem klinik hem laboratuvar tanisinin Oniindeki diger onemli bir handikap
durumundadir.

Son yillarda molekiiler mikrobiyolojik yontemlerdeki hizli gelismeler, bu tiir
analiz yontemlerini kullanabilen laboratuvarlarin yayginlagsmasina katki sunmus ve
molekiiler testler TB tanisinda 6nemli bir yer edinmistir. Kiiltiir ve mikroskopi gibi klasik
tan1 yontemlerinin diisiik duyarliligi, zahmetli olmasi ve ¢ok uzun siire gerektirmesine
karsin molekiiler analiz yontemlerinin olduk¢a yiliksek duyarlilik ve 6zgiilliigii ve ayni
giin icinde sonucglanabiliyor olmalar1 ile TB tanisinda dikkate deger bir avantaj
saglanmistir.

Bu nedenle, DSO tarafindan bu tiir testler, sunduklari tanisal performans degerleri
bakimindan belli araliklarla analiz edilmekte ve basarili bulunanlarin rutin tanida
kullanimi &nerilmektedir. iki bin on yilindan sonra bu sekilde DSO-onayli kitlerin hem
kullanim alan1 ve hem de tibbi tan1 piyasasindaki agirligi 6nemli dl¢lide artmistir. Fakat
buna karsin; bu Kkitlerin yliksek maliyeti, onlarin rutin tanida devamli surette
kullanilmalar1 saglamak i¢in oldukea yiiksek mali kaynak gerektirmektedir. Bu nedenle,
her yil daha da fazla gelistirilmekte olan alternatif PCR ydntemlerinin DSO-onaylt
kitlerle karsilagtirilmasi, farkli kullanim amaclari i¢in farkli alternatif test yontemlerinin
belirlenmesine katki sunacak bir yaklagim durumundadir. Dolayist ile bu calisma
yukarida agiklanan bu amag¢ dogrultusunda gergeklestirilmistir. Elde etti§imiz sonuglara
gore;

1. Calismamizda kullandigimiz ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan onaylanan

PCR kiti halen tim TB hastalarini1 saptayamamaktadir. Calismamiza dahil
ettigimiz iki TB hastas1t DSO-onayl kit ile negatif olarak bulunmustur. Bu
hastalardan birinde, DSO-onayli PCR’1n ¢aligildig1 bir klinik 6rnegin yapilan
TB kiiltiirii pozitif olarak sonuglanmistir. Kiiltiir-pozitif numunede bu PCR

Kitinin negatif sonug¢lanmasi halen TB kiiltiiriiniin altin standart tan1 yontemi
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olarak devam ettirilmesinin ne denli dogru bir yaklasim oldugunun bir diger
kanitidir. Dolayisi ile TB’un molekiiler tani alaninda halen Onemli
gelismelere olan gereksinim devam etmektedir.

Calismamizda kullandigimiz T11-T12 in-house PCR kiti pozitif 6rneklerin
%71’inden fazlasin1 ve negatif drneklerin %100’iinii dogru saptamistir. Bu
durum, laboratuvar i¢i ¢capraz kontaminasyon gibi TB’nin in-house PCR ile
saptanmasinda karsilasilan en ©nemli sorunun uygun laboratuvar ve
deneyimli personel varliginda ortadan kaldirilabilece§inin bir bulgusu
durumundadir. Pozitif hastalar1 saptamada in-house PCR yontemi, akciger
dis1 6rnekler ve diisiik basil varligi olan akciger drneklerinde %60 dolayinda
bir duyarlilik gosterirken basil miktarinin gérece olarak daha fazla olabilecegi
diger olas1 durumlarda pozitifleri saptamada %80’e yaklasan bir duyarlilik
sunmaktadir. Bu yontemin sadece MTBK suglarimi degil ayni zamanda
insanda hastalik olusturabilecek atipik mikobakterileri de saptamasi, bu tiir
patojenler yoniiyle risk altindaki popiilasyonun toplumlarda arttig1 da goz
Oniline alindiginda bu yontemin en 6nemli avantaji durumunda goriilebilir.
Nitekim c¢alismamizda iki hastada atipik mikobakteri saptanmis olup
klinisyenin bdylesi bir enfeksiyonu diisiinmesi durumunda tantya énemli bir

veri kazandirilmistir.

Bu testin 6rnek basina 1 USD gibi olusan gideri, alt1 ¢izilmesi gereken diger en

onemli avantaji olup yontemin yaygin kullaniminda toplam maliyet hususuna 6nemli

katk1 sunabilecek bir 6zellik durumundadir.

3.

Calismamizda kullanilan real-time PCR kitinin 6zgiilliigii miikemmel
diizeyde, duyarliligi ise %80’e yakin olarak bulunmustur. Bu tanisal
performans degerleri goz oniine alindiginda, bdylesi bir PCR kitinin rutin TB
tanisinda kullanilabilirligi anlagilmaktadir. Ancak laboratuvar mimarisi ve
altyapisinda molekiiler testlere 6zgli diizenlemelere ve alanda deneyimli
personele olan gereksinim kargilanmasi gereken Onemli hususlar olarak

belirmektedir.

Bu testin 6rnek basma 10 USD gibi olusan gideri; DSO-onayli kitin bunun iki ila

tic kat1 olmasi1 gibi bir gergekle karsilastirildiginda 6nemli mali katkr saglayabilecek bir

yaklasim olmasi yoniiyle de 6nemli bir kullanilabilirlik avantaj1 saglamigtir.

4. Bu iki alternatif metot birlikte degerlendirildiginde, TB’un rutin molekiiler

analizinde real-time platformun daha fazla olmak ftizere her iki PCR
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yonteminin DSO-onayli PCR kitine karsi etkenin tamisinda alternatif
olabilecegi goriilmektedir. Ancak her iki yontem ilag direnci gibi bir 6zelligi
halen saptayamadigindan DSO-onayl1 kit bu anlamda rakipsiz olma 6zelligini
devam ettirmistir. Bu anlamda alternatif yontemlerin gelistirilmesine olan
ihtiyag siiregelmektedir.

Tiim verilerimiz géz 6niine alindiginda; Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
onaylt PCR kitinin hastanin ilk tamisinda kullanilabilecegi; TB tanisi
konulmus ve ilag duyarlilig1 saptanmis hastalarin kontrol 6rneklerinde ise in-
house PCR veya real-time PCR’m takip amachi kullanimmin uygun
olabilecegi ve boylelikle Onemli bir mali tasarruf saglanabilecegi
anlagilmaktadir. Yine 6zellikle atipik etkenlerin neden oldugu bir TB tablosu
diisiiniiliiyorsa DSO-onayl1 kit dncesinde T11-T12 kitinin kullanilmasinin

daha uygun olacagi goriilmektedir.
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