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l. GIRIS

Tlberkuloz (TB), yeni tani yontemleri ve antitiberkiloz ilaglara
ragmen guniimizde halen kiresel bir saghk sorunudur (1). Onlenebilir ve
tedavi edilebilir bir hastalilk olmakla birlikte, her yil milyonlarca insan
tuberkllozdan hayatini kaybetmektedir. Hastaligin yayiliminin onlenmesi ve
tedavi basarisi icin hastalik etkeni olan M. tuberculosis’in mimkin olan en
kisa surede tanimlanmasi gereklidir. Tuberkuloz tanisinda altin standart
yontem kulturdur. Fakat kultar zaman alici bir ydontemdir. Bu nedenle akciger
tiberkulozu tanisinda balgamin mikroskobik incelemesi en hizli, en kolay ve
en ucuz yontem olarak tum dinyada halen gegerliligini korumaktadir.
Mikroskobik inceleme tuberkllozun laboratuvar tanisinda ve bulastirici
hastalari saptamada en onemli yontemlerden biridir. Ozellikle direkt
mikroskobik incelemesi pozitif olan akciger tuberkullozlu hastalar, kendileri ile
yakin iligski igindeki Kkigiler icin yuksek risk tasirlar. Mikroskopi sadece
potansiyel bulastirici vakalari saptamada degil, ayni zamanda tedavinin

etkinliginin izlenmesinde de yol gdstericidir (2).

Akciger TB tanisinda balgamin mikroskobik incelemesinde 100 yil
askin suredir karbol fuksin boyama yontemi yaygin olarak kullaniimaktadir.
Isik mikroskoplarinin  kullanildigi bu yontemin 06zgulligu yuksek (%95)
olmakla birlikte duyarliigi %22-78 arasinda degismektedir (3). Mikroskopinin
duyarhih@i cesitli faktdrlerden etkilenir. Hastaligin siddeti, érnek tipi, 6érnek
toplama kalitesi, ornekteki basil sayisi, ornek igleme ydntemi, boyama
yontemi ve incelemenin kalitesi bu faktorler arasindadir. Negatif sonug
vermek icin 1Stk mikroskobunda en az 300 alan incelenmelidir. Bu nedenle
dogru yapildiginda karbol fuksin boyama ydntemi zaman alici ve is yukunu
artiricidir. Diger bir boyama yontemi ise floresan mikroskoplarin kullanildigi
florokrom boyama yontemidir (3). Bu yontemde koyu zeminde floresans

veren basillerin saptanmasi daha kolay oldugundan daha dusik buyltmede



tarama yapilabilir. Boylelikle karbol fuksin boyama yontemine gore daha az
sayida alan daha kisa surede taranabilir. Yapilan galigmalarda florokrom
boyama yonteminin karbol fuksin boyama ydnteminden %10 daha duyarli
oldugu, 6zgulliklerinin ise benzer oldugu bildirilmistir (4). Bu nedenle 6zellikle
yuksek insidansli tlkelerde ve is yuku yuksek olan laboratuvarlarda florokrom
boyama yonteminin kullanilmasi onerilmektedir. Ancak bu yontemin bazi
dezavantajlari vardir; floresan mikroskoplar pahalidir, bakimlari zordur,
karanlik oda gerektirir, aydinlatmada kullanilan civa buharli lambalar kisa
omurlt ve toksiktir. Floresan mikroskoba alternatif olarak geligtirilen LED
(Light emitting diodes) mikroskoplar ise floresan mikroskoplara oranla daha
ekonomik, daha duguk bakim gereksinimi olan, daha az elektrik harcayan ve
pille calisabilen cihazlardir. LED ampullerin yari 6mru uzundur ve ultraviyole
Isik Uretmez. Ayni zamanda inceleme igin karanlik oda gerekmez. Ancak
inorganik materyallerin florokrom boya ile boyanma olasiligi nedeni ile

yalanci pozitiflikler gorulebilir.

Diinya Saglk Orgiti (DSO) 2011 yilinda floresan mikroskop kullanan
laboratuvarlarda LED mikroskoplara gecilmesini Oneren bir politika
yayinlamistir (4). Bu politikada 151k mikroskobu kullanan laboratuvarlar igin de
asamali olarak LED mikroskoplara gecilmesi onerilmigtir. Bu Onerilere
ragmen LED mikroskoplarin kullanimi 1gik mikroskoplari veya konvansiyonel
floresan mikroskoplar kadar yaygin degildir. Dinyada LED mikroskoplarin
rutin kullanimina dair veriler sinirhdir. Ulkemizde Turkiye Halk Saghg
Kurumu Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari Daire Baskanhgi tarafindan
uygulanan bir ankete gore ise 2013 yilinda mikroskobik inceleme yapan 385
laboratuvardan sadece ikisinde LED floresan mikroskop kullanildigi
bildirilmistir (5).

Bu calismanin amaci akciger tuberkilozu kugkusu olan hastalarin
solunum yolu orneklerinin  mikroskobik incelemesinde LED floresan
mikroskopi ile EZN boyama yontemini karsilagtirmak ve kultur sonugclari

referans alinarak LED floresan mikroskopinin performansini arastirmaktir.



ll. GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoloji

Tuberkuloz dunyada en c¢ok mortalite ve morbiditeye yol agan
hastaliklardan biri oldugundan hastalikla mucadelede epidemiyolojik verilerin
baylk ©onemi vardir. Tuberkuloz epidemiyolojisi, TB enfeksiyonu ve
hastaliginin zaman igindeki geligsimini inceler ve hastaligin kontrol altina
alinabilmesi icin gerekli temel bilgiyi saglar. Tuberklloz patogenezinde
baglica iki ana evre vardir. Bunlardan birincisi bulasma ve enfeksiyon evresi,
digeri ise enfeksiyondan hastaliga gecis evresidir (6). Sekil 2.1’de TB’nin
patogeneze dayali epidemiyolojik modeli gosterilmigtir. Buradaki modelde
goéruldugu gibi bulastirici bir hastayla temas ile baglayan sureg, 6lume kadar

degisen evrelerde gesitli risk faktorlerinden etkilenmektedir.

Risk Risk
Faktorleri Faktorleri

Bulastirici

/ TB
P f —
Maruziyet Sessiz

Enfeksiyon

Risk
Faktorleri

Risk
Faktorleri

Bulastirici

Olmayan TB

Sekil 2.1. Patogeneze dayali TB epidemiyolojisi modeli

Tlberklloz hastahdinin risk faktorleri; basille karsilasma riskini
etkileyen faktorler ve enfeksiyondan hastaliga gecisi kolaylastiran faktorler
olarak iki grupta toplanabilir. TUberkiloz basili ile enfekte olma riski kisinin
bulastirici bir hasta ile kargilagsma suresine ve kisinin bagigiklik sistemini



etkileyen faktorlere baghdir. Hastahdin bulasmasinda asil sorumlu olan
olgular balgam yaymasi pozitif olanlardir. Bu olgularin bir yilhk surede
ortalama 12-20 kisiyi enfekte ettigi bilinmektedir. Enfeksiyonun hastaliga
donusmesini  kolaylastiran faktoérler arasinda yoksulluk gibi disuk
sosyoekonomik yasam kosullarinin yani sira HIV/AIDS, diyabet, son donem
bobrek vyetersizligi, silikozis, bazi kanserler, organ transplantasyonlari,

bagisikligi baskilayan tedaviler gibi birgok tibbi durum sayilabilir (6).
2.1.1. Dinyada Tuberkiiloz Epidemiyolojisi

M. tuberculosis, son 100 yilda 100 milyondan fazla insanin délimine
neden olmustur. Bati ulkelerinde 18. ve 19. yuzyillarda ciddi salginlara ve
Oolumlere yol agcan bu hastalik, 20. yuzyil baslarindan bu yana tedaviden
bagimsiz olarak azalmaya baslamigtir. Az gelismig Ulkelerde ise 20. yuzyilda

yayllmaya baslamis ve salginin tepe noktasina yeni ulagiimistir.

TUberkilozun kuresel yiki cok buydktir. Dinya Saglik Orgiti’niin
2019 Kduresel Tuberklloz Raporu verilerine gore (1) 2018 yilinda 10 milyon
kisi TB hastaligina yakalanmigtir. Kuresel TB insidansi ortalama yuzbinde
130’dur. Hastalik yuku Ulkeler arasinda buyuk farkliliklar gostermektedir. Bu
oran bazi Ulkelerde yuzbinde 5 iken, bazi ulkelerde yuzbinde 500°den
fazladir. Cografik olarak 2018 yilinda TB olgularinin gogu Guney Dogu Asya
(%44), Afrika (%24) ve Bati Pasifik'ten (%18) bildirilmigtir. Toplam vakalarin
Ucte ikisi sekiz Ulkede (Hindistan, Cin, Endonezya, Filipinler, Pakistan,
Nijerya, Banglades ve Guney Afrika) gorulurken, yalnizca %3’ Avrupa
Bolgesi'nde ve %3’'U Amerika’da gorulmustur. 2018 yilinda 1,4 milyon kisi
TB’den hayatini kaybetmigtir. TUberklloza bagh olimlerin %95’i dusik ve
orta gelirli llkelerde olmustur. Olen 251.000 hasta HIV pozitiftir. HIV pozitif
olgularin %72’si Afrika kitasinda yasamaktadir. Kiresel olarak HIV-TB

koenfeksiyonu orani %8.6°dir.

ilaca direncli TB énemli bir saglik sorunudur. 2018 yilinda rifampisine
(R) direngli yarim milyon yeni olguya tani konmustur. Bu olgularin %78'’i gok
ilaca direncli TB (CID-TB) dir. CID-TB olgularinin yaklasik yarisi Hindistan



(%27), Cin (%14) ve Rusya Federasyonu’'nda (%9) gorulmustur. Karesel
olarak yeni TB olgularinin %3.4’G ve 6nceden tedavi almis olgularin %18’i R
direncli veya CiD-TB’dir (1).

Tuberkulozda hasta bildirimi hastaligin kontrolu igin blyuk onem
tasimaktadir. Ancak kuresel olarak yeni vakalarin ancak %64’anun
raporlandidi, kayitsiz hasta sayisinin ise U¢ milyon oldugu tahmin
edilmektedir (1). Kayip vakalarin ise en ¢ok Hindistan, Endonezya ve
Nijerya’dan oldugu tahmin edilmektedir. Bu Ulkelerde hastaligin tanisi ve
tedavinin baglatilabilmesi i¢in bildirim sisteminin iyilestiriimesine yodnelik
yogun caba gereklidir. Bakteriyolojik olarak dogrulanan olgularin orani da
izlenmelidir. 2018 yilinda akciger TB olgularinin sadece %55’i bakteriyolojik
tani almistir (1). YUksek geliri olan tlkelerde en duyarli tani testlerinin yaygin
kullanimi ile akciger TB olgularinin %80’i bakteriyolojik olarak dogrulanmistir.
Tuberkulozun neden oldugu kuresel hastalik yuku vyillik olarak %2,7
dusmektedir. Ancak bu yeterli bir rakam degildir. Bu oran yilhk %4-5
olmalidir. Sosyal koruma saglamanin ve asiri yoksullugu ortadan kaldirmanin
TB insidansini onemli Ol¢glde azaltabilecegi gosterilmistir (7). Kiresel
cabalar, etkili tani ve tedavi ile 2000 yilindan beri tahmini olarak 54 milyon
hayat kurtariimigtir. Ancak insidansdaki dustisler DSO’niin hedefi olan 2030
yilina kadar tim dinyada TB insidansinin %90 azaltiimasina ulagsmak igin
yeterli duzeyde degildir. 21. yuzyilda milyonlarca insanin bu onlenebilir ve

iyilegtirilebilir hastaliktan hayatlarini kaybetmesi kabul edilemez.
2.1.2. Ulkemizde Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

Diinya Saghk Orgiti 2019 verilerine gére (1), 2018 yilinda Turkiye'de
TB tanisi alan toplam hasta sayisi 13.000’dir. Bunlardan %92,2’si yeni olgu,
%7,8’i dnceden tedavi gormus olgudur. Olgularin %40’ kadin, %54’G erkek,
%6’s1 ¢ocuktur. Klinik olarak %65’'inde akciger tutulumu vardir, %35’inde
sadece akciger disi organ tutulumu vardir. Ulkemizde kayith tiberkiloz
insidansinda, son 10 yillik ortalama dists %5’tir. 2005 yilinda toplam kayitli
hasta sayisi 20.535 ve insidans yuz binde 29,4 iken 2018 yilinda insidans
ylz binde 16'dir. 2018 yilinda Ulkemizde CID TB sayisi 550, CID-TB



insidansi ylzbinde 0.67 olarak belirlenmistir. CID-TB sikligi yeni olgularda

%3.5, dnceden tedavi goren olgularda %12’dir.

Ulkemizde son 15 yildir temasli muayenesinde artis gdzlenmektedir.
Saglik Bakanhgi Turkiye’de Verem Savas 2018 Raporu'na (7) goére 2017
yiinda hasta basina yapilan temasli muayenesi sayisi 9,9 dur.
Tuberkulozdan koruyucu ilag tedavisi, tim ulkede giderek artan oranda ve
kalitede uygulanmaktadir. 2017 yilinda TB’li hasta basina koruyucu tedavi
verilen kisi sayisi 2,7°dir. Yine 2017 yihinda TB hastalarinin %71,2’sine HIV
testi yapilmistir ve 68 olguda sonu¢ pozitif saptanmigtir. 2016 yih
hastalarinda tim olgularda %85,4 tedavi basarisi saptanirken, bu oran
Onceden tedavi gérmus olgularda %67,2’dir. Yabanci ulke dogumlularda ise
%76,4'tir. 2015 yilindaki CiD TB hastalarinin 24. ayda tedavi basarisi ise
%67,8'dir. Ulkemiz EndTB stratejisinin  hedeflerini  gergeklestirmeyi

amaclamaktadir.
2.2. Tuberkiiloz Kontrolii

Dinya Saglik Orglti tuberkiloz kontrolinde ¢esitli politikalar
gelistirmekte ve hedefler koymaktadir. Dinya Saglik Asamblesi 2014 Mart
ayinda DSO’nin End TB Stratejisi'ni benimsemigtir (8). Bu strateji,
tuberkiloza kargl vyurutilen muacadelenin guglendiriimesini ve kuresel
tiberkuloz salginini sonlandirmayi hedeflemektedir. Dinya Saglik Orglit
tarafindan gelistirilen bu strateji 2035’te tliberklloz insidansinda %90 dusls
saglamay! amaclamaktadir. Bu strateji, saglkla ilgili Surdurulebilir Gelisme
Hedefleri’'nin “Tuberklloz Salginini  Sonlandirmak” bashgr altinda yer
almaktadir. Tuberkulozun tani ve tedavisinde dnemli basarilar saglanmigtir.
Bunun yaninda TB’nin sadece tibbi bir sorun veya halk saghgr sorunu
olmadidi, ayni zamanda yoksullukla iligkili oldugu goérulmektedir. Yoksulluk
surdikge TB sorunu da devam edecektir. End TB Stratejisi, saglik ve sosyal
mudahaleleri bir butiin olarak icermektedir. Bu nedenle Ulkelerin TB salginini
bitirmek icin hem saglik kapsamini hem de sosyal koruma kapsamini birlikte
guclendirmesi gereklidir. Buna ek olarak; TB enfeksiyonu ve hastaligi

tanisinda hasta basi bir test, hastalik ve enfeksiyon tedavisinde daha kisa



sureli ve daha iyi rejimler ve maruziyet oncesi ve sonrasi agl gibi yeni

araclara da ihtiyag vardir.
Tuberkuloz kontrolinun baslica amaclarr,

e Tuberkuloz bulasini azaltmak ve yeni hastalarin ortaya c¢ikisini
onlemek

e Hastalara erken tani konulmasini saglamak

e Hastalan iyilestirerek yasam kalitelerini artirmak ve uretkenliklerini
saglamak

e Aktif tuberklloz hastaliyi ya da ge¢ donem etkilerinden dolayi
hastanin 6lumind onlemek

e ilac direnci gelisimini 6nlemek

« llaca direncli olgulari erken tani ve etkili tedavi ile iyilestirmek

e Direngli basilin bulagsmasini dnlemektir.
2.3. Tiiberkiilozdan Korunma
Tuberkulozdan korunmanin baslica doért yolu vardir;

1. Bulastirici hastalarin tedavisi
2. Koruyucu ilag tedavisi

3. BCG asisi
4

. TB bulaginin énlenmesi
Bu amaclara ulagmak i¢in yapilmasi gereken ana faaliyetler sunlardir (7):

e TB hastalarina erken tani konulmaldir ve TB tanisi konulan
hastalarin temaslilari taranmalidir.

e TB hastalarina tani bakteriyolojik olarak konulmalidir.

e Yayma mikroskopisi yapilan her materyal kati ve sivi kultire ekilmeli
ve kulturde dreyen ilk materyalde ilag duyarlilik testi yapiimahdir.

e Yayma pozitif her hastada tir ayrimi yapiimali ve hizli RIiF direnci test

edilmelidir.



Tani konulan her hastanin bildirimi yapilmali ve bildirimin kaydi
tutulmalidir.

Hastaya ve yakinlarina bulagsma, hastalik, tedavi, ilaglar ve yan etkiler
agisindan egitim verilmelidir.

Tedavi standart rejimle, yeterli sure boyunca ve duzenli olarak
yapilmahdir.

Standart digi tedavi uygulanmak zorunda kalininca kur saglayici ve
nuksl onleyici bir rejim uygulanmali ve tedavi suresi belirlenmelidir.
Dogrudan gozetimli tedavi standart olarak uygulanmahdir.

Saptanan her bir hastanin kir ya da tedavi basarisi saglanana kadar
tedavisi izlenmelidir.

TB hastasinin tedaviye uyumunu saglamada gerekli uygulamalar
yapilmali, uyumsuz hastalarla ilgili tedbirler alinmalidir.

Tlberkuloz ilaglari kesintisiz temin edilmeli, depolanmali ve hastalara
Ucretsiz verilmelidir.

Temaslilara, yeni enfekte olanlara ve tuberklloz hastaligi gelisme
riski yuksek olan diger topluluk ve kigilere koruyucu ila¢ tedavisi
verilmelidir.

Latent TB enfeksiyonundan TB hastaligi gelisme riski yuksek olan
gruplara tarama yapilmalidir.

TB hastalarinin ve tedavi sonuglarinin standart kayit ve raporlama
sistemi surdurtlmeli, hasta bilgileri elektronik sistemle gergcek zamanli
kaydedilmelidir.

Duzenli araliklarla bu bilgiler analiz edilip sonuglari tuberkuloz kontrol
calismalarinin  geligtirimesinde  kullaniimali  ve  kamuoyu ile
paylasiimalidir.

Cocukluk ¢aginda BCG asisi yapilmasi surdurtlmeli, kurumlarda TB
bulasini Onleyici onlemler alinmali ve gelistiriimeli, tUberklloz
kontrolinde denetim ¢alismalari programli ve duzenli yurataimelidir.
Tuberklloz kontroliunde c¢alisan buatin personel duzenli olarak
egitiimeli, hekim ve diger saglik personelinin mezuniyet oncesi egitim

programlarinda tuberkuloz ve tluberkuloz kontrolu yeterli dizeyde ele



alinmali, topluma yonelik TB egitimi ve bilinglendirme (propaganda)
calismalari yapiimalidir.

e TB hastalarina ve ailelerine yonelik sosyal yardim ve ekonomik
destek saglanmali, TB hastalari ve ailelerinin TB nedeniyle yikici
ekonomik sikinti yagsamalari onlenmeli ve burada belirtilen butin
faaliyetler icin gerektiginde kamu ile sivil toplum kuruluslarinin is birligi

yapmalari saglanmalidir.
2.4. Etiyoloji

Mycobacteriaceae familyasindaki bakteriler insanlardaki ve
hayvanlardaki patojenik potansiyelleri, rezervuarlari ve kuilturdeki Ureme
dinamikleri gibi cesitli 6zellikleriyle genis Olctude farkhlik gdsterirler. Cogu
zaman epidemiyoloji, hastaliklarla iligkilendiriime ve in vitro Ureme

Ozelliklerindeki farkihliklara dayanarak dort ana gruba ayrilirlar (9):

o Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK)
o Mycobacterium leprae
o Mycobacterium ulcerans

o Tlberkiloz Digi Mikobakteri (TDM)

M. tuberculosis kompleksi iginde;

o M. tuberculosis,

o Mycobacterium bovis,

o Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guérin (BCG),
o Mycobacterium caprae,

o Mycobacterium africanum,
o Mycobacterium pinnipedii,
o Mycobacterium microti,

o Mycobacterium orygis,

o Mycobacterium mungi,

o Mycobacterium canettii

o Dassie basili

o Sempanze basili bulunur.



Mycobacterium cinsi, kesin patojenleri, potansiyel veya firsatgi
patojenleri ve patojenik olmayan saprofitik turleri icerir. Cins igindeki gen
sekansi benzerlikleri (16S rRNA geni i¢in>%94,3) ve hausekeeping genleri
yavas ve hizli reyen mikobakteriler arasindaki ayrimi dogrulamistir. Ayrica
yavas Ureyen tum mikobakterilerin, hizli Ureyen mikobakterilerden ortaya
ctkan tek bir evrim dalina ait oldugu gosterilmistir. Bu Ozellik, insanlari
enfekte etme yetenekleriyle baglantilidir. Bu nedenle, tim kesin patojenler ve
cogu firsatgl patojen, yavas Ureyen mikobakterilerin evrimsel dallarina aittir.
1980'de Mycobacterium cinsi icinde 41 tir varken, su an yaklasik 200
tanimlanmis tar ve alt tur vardir. Bunlarin bir kismi klinik olarak hastalia
neden olabilirken, bir kismi da bilinen herhangi bir Klinik iliski olmadan

orneklerden izole edilmigtir.
2.4.1. Mycobacterium tuberculosis Kompleksi

Mycobacterium tuberculosis kompleksi, insanlar da dahil olmak lGzere
genis bir memeli spektrumunu enfekte eden ve tuberklloz etkeni olan olan
mikobakteri  tlrlerini  icermektedir.  Tuberkliloz enfekte dokularda
grandlomlarin varlig1 ile karakterize, kronik, nekrotizan, bakteriyel bir
enfeksiyon hastaligidir. Hastaligin olusumundan %97 oraninda M.
tuberculosis sorumludur. Hastalikta tim organlar tutulabilir, ancak en sik
tutulan organ akcigerlerdir. Enfeksiyon 1-3 canh basili iceren 1-5 pm
blayukligundeki damlacik partikillerinin solunmasiyla meydana gelir. Basiller
inhale edildikten sonra konagin bagisikhk sistemi tarafindan oldurulebilirler
veya latent TB enfeksiyonu (LTBE) gelisebilir veya akciger, bdlgesel lenf
dugumleri, bobrekler, beyin, kemik gibi vicudun farkh alanlarinda aktif TB
hastaligi olusabilir. Latentlik, Klinik belirti olmadan kronik enfeksiyon
durumunu ifade eder. Latent TB enfeksiyonu énemlidir, ¢inki enfekte olmus
kisilerde yasam boyu %10 olasilikla aktif TB hastaligi gelisme riski vardir.
Dunya nifusunun %23'Unde yani yaklasik 1,7 milyar insanda LTBE oldugu
dusunulmektedir (6). HIV, yetersiz beslenme veya diyabetle yasayan insanlar
gibi bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerde LTBE'nin aktif hastaliga ilerleme
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riski daha yiiksektir. Ornegin, HIV ile yasayan ve M. tuberculosis ile enfekte

olmus bireylerde, aktif TB hastaligi gelisme riski yillik %7-10'dur.
2.4.2. Morfoloji

Mycobacteriaceae ailesinden olan M. tuberculosis genellikle
tuberkuloz basili olarak adlandirilir. Mikobakteriler hareketsiz, sporsuz,
kapsulsuz, pleomorfik, zayif gram pozitif boyanan, aerop, katalaz Ureten
bakterilerdir. Mycobacterium cinsinin tum Uyeleri diger bakterilerden belirgin
olarak kuguktur; enleri 0,2-0,6 um, boylari 1-10 um arasinda degismektedir.
Tipik olarak silindir seklinde ve hafif edimli cubuklardir. Bazen filament6z
formda veya kokobasil seklinde gorulebilirler. Mikobakteri tirleri arasinda
siklikla pleomorfik morfolojiye rastlanir. Mikroskop altinda bazilari boncuk gibi
dizilmis halde goérilirken, bazilari kimelesmis halde gorilir. Bu cins
icerisinde yer alan bakteriler morfolojik olarak birbirlerinden ayrilmazlar.
Uremeleri yavastir, kati ortamda bélinme slresi 14-24 saattir. Hidrofobik
olmalari nedeniyle ¢alisma yapilmasi gugtir. Mikobakterilerin yiksek Guanin
(G) + Sitozin (C) igerikleri, diger mikolik asit iceren Gordonia, Tsukamurella,
Nocardia ve Rhodococcus gibi mikroorganizmalar ile benzerlik
goOstermektedir (10). Koloni morfolojileri tarler arasinda gesitlilik gdostermekte
olup, S (smooth) tipi koloniden, R (rough) tipi koloniye ve pigmentli koloniden

(kromojenik), pigmentsiz koloniye (nonkromojenik) kadar degisebilir (10).

Uremeleri icin gerekli olan en uygun sicaklik derecesi, tirler arasinda
genis ¢apta degiskenlik gostermektedir (<30-45°C). Kolonilerin uygun isilarda
gorulmeye baslamasi mikobakteri turiine gore degismekle birlikte 2-60 gun
almaktadir (3). Basil olumsuz dis kosullara son derece dayaniklidir ve uzun
sure canli kalabilir; +4°C’de haftalarca, -70°C’de yillarca canlihigini korur.
Buna ragmen; +60°C'de 20 dakikada, +70°C'de bes dakikada olur.

Mikobakteriler sitoplazma, plazma membrani ve bunlari ¢evreleyen
dallanmis ve uzun zincirli yag asitlerinden olugsan lipitce zengin hucre
duvarindan olugsmustur (Sekil 2.2). Mikobakterinin butinliguni saglayan

hidcre duvari, bilinen bakteriler arasinda en kompleks hicre duvari
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yapisindadir ve bakterinin birgok biyolojik 6zelligini belirler. Hlcre duvarinin
%601 lipit, %15’i polipeptit, %25’i de karbonhidrattan olusmaktadir. Lipitler;
gram negatif bakterilerde hlcre duvarinin %3’Gnl, gram pozitif bakterilerde
%0,5’ini,  mikobakterilerde ise hicre duvar agirhginin  %60’ini

olusturmaktadir.

M. tuberculosis’in hicre duvar iskeleti birbirine kovalent baglarla bagh
Uu¢c molekilden olusur. Bunlar peptidoglikan, arabinogalaktan ve mikolik
asitlerdir. Hucre duvarinin plazma membranina dayanak noktasi
lipoarabinomannan (LAM)'dir. Mikobakterilerde hlcre duvarinda plazma
zarinin Uzerinde bulunan en i¢ tabakada kemotip IV peptikoglikan yapi vardir.
Bu yap! basile seklini verir, ayni zamanda hicre duvarina butinlik ve sertlik
kazandirir. Bu tabakanin Uzerinde ise arabinoz ve galaktozdan olugan bir
polisakkarid olan arabinogalaktan tabakasi vardir (3). Arabinogalaktan
tabakasi peptidoglikan tabakasina fosfodiester kopruleriyle baghdir.
Arabinogalaktanlarin yan zincirindeki u¢ arabinaz birimlerine mikolik asit
olarak adlandirilan, uzun zincirli bir grup yag asiti kovalent olarak baglanir.
Bu asitler hucre duvari kalinhgindan ve buyuk oranda da hucrenin aside
direncgli olmasindan sorumludur. En dig tabaka ise bir grup hetorojen
peptidoglikolipid ve/veya fenolik glikolipidden olusmustur ve mikozidler olarak
adlandirilirlar. Hucre duvarinda bulunan lipidlerin ¢ogu uzun zincirli yag
asitleridir ve tuberkulostearik asit, mikoserik asit ve mikolik asitleri igerir. Bir
beta hidroksi yad asidi olan mikolik asit, hlicre duvarinin ana igerigi olup

hdcre duvar agirliginin bayuk kismini olusturmaktadir.
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Sekil 2.2. Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi

Aside direncin esas nedeni, hucre duvarinda yuksek duzeyde bulunan
lipidlerdir. Lipitten zengin hucre duvari diger bakterileri boyamada kullanilan
anilin boyalarin gegigine izin vermez. Anilin boyalarin hicre duvarindan
gecgebilmesi icin fenol veya isi ile birlikte fenol uygulanir. Fenolll fuksin igine
ylzey gerilimini azaltan Tween 80, propilen glikoz ve dimetil sllfonat gibi
maddelerin eklenmesi de boyanma 6zelligini kuvvetlendirir (11). Aside
direncli 6zellik; karbolfuksin, kristal viyole, auramine ve rhodamine ile stabil
kompleks olusturup boyanmasi ve %90 etanol ve hidroklorik asit ile
yikanmasina ragmen boyanin uzaklastirilamamasidir. Huacreler fuksin ile
boyandiklarinda (Ehrlich Ziehl-Neelsen veya Kinyoun boyama) kirmizi, kristal
viyole ile boyadiklarinda mor olarak gorulurler. Auramine ve rhodamine ile
boyandiklarinda ise ultraviyole 1s131 altinda sari-yesil floresans verirler. Klinik
orneklerde standart boyama yontemi Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) boyamadir.
Bu yontemde materyal karbol fuksin ile kapatildiktan sonra 1si ile fikse edilir
ve ardindan asit-alkol ile dekolorize edilerek metilen mavisi ile tekrar boyanir.
Auramine-rhodamine ile florokrom boyama ise daha hizli ve duyarli bir
yontemdir. Duyarlilikla ilgili calismalarda sonuclar %50 ila 90 arasinda
bildirilmistir  (12). M. tuberculosis kompleks suslari sivi besiyerinde
karakteristik olarak ip veya demet seklinde yilan benzeri kord olusturarak

urerler. Mikolik asitler trehaloz gibi sekerlere baglanarak glikolipid yapida
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kord faktorld olustururlar. Kord faktor (trehaloz 6’-6’-dimikolat) tuberkiloz
basillerine kime olusturma yetenegdi kazandirir ve adjuvan etkiyi de iceren
¢cok sayida 0Ozellige sahiptir. Alternatif kompleman yolunu aktifler.
Polimorfonukleer I6kosit go¢unl énler. Granulom olusumunda 6nemlidir. Anti
tumoral 6zelligi de vardir. Konak hicre membranina tutunarak solunum ve

oksidatif fosforilasyonda hasara yol acgar.
2.5. Tuberkulozun Laboratuvar Tanisi

Tuberkuloz hastahiginin tanisi klinik, histopatolojik, immunolojik ve
mikrobiyolojik olarak konulmaktadir. Tuberkulozun kesin tanisi ise
mikrobiyolojik olarak klinik orneklerde tuberklloz basilinin gosterilmesi ile
konur. Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin  tani ve tedaviye katkisi;
incelenmesi istenen klinik o6rnedin hastadan uygun sekilde alinip,
laboratuvarda igslemlendikten sonra mikroskobik incelemesinin yapilmasi,
kalturandn yapilmasi, Ureyen mikobakteri turinin tanimlanmasi ve ilaca

duyarlihdinin saptanmasiyla olur (13).

Mikrobiyolojik tanida kullanilan yontemler mikroskobik inceleme, kultur
ve molekuler testlerdir (13). Her yontemin kendi icinde avantajlar ve
dezavantajlari vardir. Tanida altin standart yontem kudltur olarak kabul
edilmektedir. Kultdr ile 10-100 organizma/ml saptanabilmesi 6nemli bir
avantajdir. Ayrica tlir tanimlanmasina ve duyarlilik testlerine de olanak
saglar. Kultdr icin sivi ve kati besiyerleri kullaniimaktadir. Kati besiyerleri hem
koloni morfolojisini gosterir hem de karisik enfeksiyonu saptayabilir. Ancak 3-
8 haftalik Greme suresi gerektirir. Sivi besiyerleri, kati besiyerleriyle duyarhlik
ve 6zglllik agisindan benzerdir. Otomatize sivi kultir sistemleri igsglcuni
azaltmakta ve 7-21 gun gibi daha kisa bir slurede uremeyi
saptayabilmektedir. ~ Ancak sivi  besiyerlerinin  koloni  morfolojisini
gOstermemesi ve bu nedenle karigik kultlrleri saptayamamasi dezavantaj

olusturmaktadir.

Geligmekte olan Ulkelerde tiberklloz tanisinda yayma mikroskopisi

son gelismelere ragmen hala anahtar rolu oynamaktadir. Cunki yuksek
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derecede bulagtirici olan ARB pozitif olgulari tanimlar. Ayrica kolay ve ucuz
bir yontem olup kisa surede sonug verir. Ancak duyarlihdi kaltirden daha
dusuktar, pozitiflik i¢cin mililitrede 5000-10000 basil olmasi gerekir.
Mikroskobik incelemenin diger olumsuz yonleri ise M. tuberculosis ile
TDM'lerin ayirt edilememesi, canli-0lu ve duyarli-direngli basil ayriminin
yapilamamasidir. Yaymada gorulen bakteriler TDM olabilecegi i¢in kesin tani
kiltarle konmaktadir. Fakat basil kiltirde ¢ok yavas Uredigi icin (2-4 hafta)
mikroskobik incelemeler ile hastalar “yayma pozitif’ ya da “yayma negatif’
olarak gruplandiriimaktadir (14). Duyarhligi dusik olmakla birlikte, bir klinik
ornekte ARB gorulmesi, antitUberkiloz tedaviye basglanmasi igin yeterli

Ozgullukte bir kriterdir.

Mikroskobik incelemenin duyarlihdr genelde %22-80 arasinda
bildirilmektedir (15). Duyarlihgr etkileyen 06nemli faktorler arasinda;
laboratuvara gelen 6rnek miktari, test edilen érnegin turt, yaymanin kalinhg,
hastaligin prevalansi ve siddeti, 6rnek toplamanin kalitesi, Ornekteki
organizma sayisi, dekontaminasyon isleminin etkisi, boyama yontemleri ve
okuyucunun deneyimi gibi faktorler sayilabilir. En yuksek yayma pozitiflik
oranina solunum orneklerinde rastlanir. Akciger tuberkulozu olgularinin %50-
75'inde balgamin mikrokobik incelemesi pozitiftir. ileri derecede alveolar
infiltrasyon veya kaviteli olgularda pozitiflik %90’larin Gzerinde iken; intertisyel
tutulumda, alt loblarda infiltrasyon olanlarda veya noduler olgularda %55’lere
kadar inmektedir. Cocuk hastalarda, HIV pozitif kigilerde ve akciger digi
organ tuberkllozu olanlarda basil yuki dusuk oldugundan mikroskobik
incelemenin yarari sinirlidir. Bu nedenle tanida alternatif yontemlere ihtiyag

duyulmaktadir.

Tlberklloz laboratuvarlarinda molekuler testler; klinik érnekten TB
tanisi, hizli ilag direnci saptanmasi ve tur tanimlamasi amaci ile
kullaniimaktadir. Sonuglar kisa slrede alinabilir ancak ilag duyarhliklar
agisindan molekuler test sonuglart kultir yontemleri ile dogrulanmalidir.
Tanidaki duyarlihdi mikroskobi ile kultir arasindadir. Ancak ileri laboratuvar

teknikleri gerektirir ve canl-0lu organizma arasinda ayrim yapamaz.
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Molekuler testler genotiplendirme (molekuler epidemiyoloji) amaci ile de
kullaniimaktadir. Toplumdaki MTBK izolatlari arasindaki klonal iligskinin
tanimlanmasi igin gerekli durumlarda ulusal ve bolgesel genotiplendirme
calismalari TB Kontrol Programi kapsaminda yetkilendirilmig laboratuvarlarca
yapilmalidir. En hizli ve en guvenilir sonuglarin TB laboratuvari sorumlusu ve
klinisyen arasindaki yakin isg birligi ile alinabilecegi unutulmamalidir. CDC;
ARB yayma sonuglarinin 24 saat iginde, pozitif nikleik asit amplifikasyon
testi (NAAT) sonucunun 48 saat icinde, MTBK pozitif kultir sonuglarinin 21
gun iginde, birinci secenek ila¢c duyarliiginin 28 gun icinde bildiriimesini

onermektedir (9).
2.5.1. Orneklerin Alinmasi ve Taginmasi

Tuberkulozun dogru tanisi igin, hasta orneginin dogru yerden, dogru
sekilde alinmasi ve uygun sekilde laboratuvara tasinmasi ¢ok dnemlidir. Bu
amacla hastaligin etkiledigi organa goére akciger veya akciger disi olmak
Uzere ve mikrobiyotasi olan veya steril alanlardan farkli tipte érneklerden
yararlaniimaktadir. izolasyon sansini artirmak icin hasta érnegi; tercihen
antitiberkuloz tedaviden 6nce alinmali, uygun kalitede, yeterli miktarda ve
sayida olmali, alirken muimkun oldugunca aseptik sartlara uyulmali, ornegi
koymak icin tek kullanimlik, steril, vida kapakl sizdirmaz kaplar kullaniimali,
icerisine higbir zaman alkol, formol ve benzeri fiksatif veya koruyucu kimyasal
madde konulmamalidir. Orneklerin dogru etiketlenmesi cok énemlidir. Ornek
kabinin Uzerinde, hasta adi-soyadi, dosya ya da 6rnek numarasi bulunmali,
drnegin alinma tarihi ve érnek tiri belirtilmelidir. Ornek bilgileri kabin Gzerine
etiketlenmelidir, islem sirasinda kapaklarin acilmasi ile drnekler
karisabileceginden kapaga etiketleme sakincalidir. Ayrica istem formunda ya
da otomasyon sisteminde testi isteyen merkez ya da hekimin iletigsim bilgileri,

hasta ve ornek bilgileri bulunmalidir.

Akciger tuberkulozu dusunulen hastadan balgam, endotrakeal aspirat
(ETA), bronkoalveolar lavaj sivisi (BAL), aglik mide suyu (AMS) gibi érnekler
istenir. Diinya Saglhk Orgiitli akciger tiiberkiilozu tanisinda bir tanesi sabah

alinmis olmak kosulu ile iki 6rnegin incelenmesinin yeterli oldugunu
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bildirmistir. Balgam 06rnegi sayisini 3'ten 2'ye dusurmek Uuzere cesitli
calismalar yapilmigtir. Balgam orneklerinde ARB yayma verimi hakkinda
yapilan bir derlemede, ARB saptanan tium hastalarin %85,8'inde ilk 6rnegdin
pozitif, hastalarin %11,9'unda ikinci 6érnedin pozitif, hastalarin %2,3'inde ise
uguncu ornegin pozitif oldugu saptanmigtir (16). Kultird referans alan
calismalarda, duyarlihgin ikinci ornekle ortalama %211,1 arttigi, tglncu
ornekle ise %3,1 arttigi saptanmistir. Bu nedenle TB tanisinda en az iki
ornegin alinmasi gerektigi dusunulmustur. Bazi durumlarda Gguncu bir ornek
faydali olabilir, ancak ikiden fazla 6rnegdin incelenmesi, elde edilen pozitif
ornek sayisina minimal katki saglar. Ayrica iki 6rnek incelemenin ig yukunu
azaltmasi nedeniyle teknisyenler tarafindan degerlendirmelerin daha dogru
yapildigi gosterilmistir (17). Genel olarak, bir hastanin akciger TB’ye sahip
oldugundan supheleniliyorsa, iki veya daha fazla yayma negatif balgam
ornegi serisi, bu taninin pek muhtemel olmadigini gosterir. Tablo 2.1’de

akciger TB tanisinda kullanilan érneklere iligkin 6zellikler gdsterilmistir (18).

Tablo 2.1. tiberkiilozu tanisinda kullanilan orneklerin

alinmasina iligkin ozellikler®

Akciger

Ornek Endikasyon Ornek alma ézelligi
Balgam ik tercih edilen ve Tercihen Ug¢ ardisik glinde sabah a¢
basil saptama orani karnina 3-5 mL alt solunum
en yuksek érnek yollarindan gelen érnek alinmalidir
taradur
indiiklenmis Balgam ¢ikaramayan | Nebdilizatér yardimi ile 10 mL
balgam ayaktan hastalar hipertonik tuzlu su 15-30 dk

solutulduktan sonra, derin ve
kuvvetli 6ksuruk ile yaklagik 10 mL
balgam 6rnegi alinir

BAL, Brons lavajl
/ brongiyal
fircalama 6rnegi /
Trakeal aspirat

Hicbir sekilde balgam
veya uyariimis
balgam 6rnegi
veremeyen tani
konulamamis olgular

5-10 mL brong lavaji, BAL 6rnegi/ 5
mL serum fizyolojik igerisine alinan
fircalama 6rneg@i / En az 3 mL trakeal
aspirat alinir
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Endotrakeal Baska sekilde 6rnek En az 3 mL endotrakeal aspirat alinir

aspirat veremeyen yogun
bakim hastalari

Aclik mide sivisi Bilinci kapali hastalar, | Ug ardisik giinde, sabah 8-10 saatlik
10 yasindan kiguk achg takiben, hasta yatagindan
cocuklar, indiklenmis | kalkmadan, gastrik tlp ile 25-50 mL
balgam alinamayan steril su veya serum fizyolojik (SF)
hastalar verilip aspire edildikten sonra en az

5 mL érnek alinir

Akciger doku invazif olmayan Aseptik sartlarda kaze6z lezyondan

ornegi teknikler ile tani alinan en az 1 gr doku biyopsisi
konulamayan olgular | veya ince igne aspirasyonu 2-3

mL’lik steril SF icine alinir.

Larinks sdrinttst | Cocuklarda ve diger Larinks sUruntu 6rnegi silgic ile
akciger orneklerinin alinip 2-3 mLlik steril SF icine konur
elde edilemedigi
hastalar

*Ulusal Tuberkuloz Tani Rehberi’nden alinmigtir.

Akciger disi érnekler; idrar, beyin omurilik sivisi (BOS), perikart sivisi,
periton sivisi, abse ornekleri, aspirasyon sivilari, kan-kemik iligi, digki,
biyopsi materyali gibi érneklerdir. idrar érnekleri birbirini izleyen en az ¢ gun,
sabah idrari seklinde alinmalidir. Ornek miktari en az 40 mL olmali, 24 saat
biriktirilen idrarlar kabul edilmemelidir. BOS aseptik sartlarda en az 2 mL
(optimal 10 mL) alinmahdir. Doku biyopsi 6rnedi aseptik sartlarda kaze6z
kisimlardan en az 1 gr kadar alinmalidir. Steril vicut sivilar (plevra, periton,
perikard, eklem vb.) aseptik sartlarda en az 10 mL alinmalidir. Apse ve yara
ornegi alinirken aseptik sartlarda yuzeyel eksuda uzaklastirildiktan sonra
apse igerigi ve aspire edilen sivi alinmalidir. Kutandz lezyonlarda optimal
ureme sicaklhigi daha dusuk olan mikobakterilerden biri (M. haemophilum, M.
marinum, M. ulcerans) etken olabileceginden, ikinci bir kaltir seti 30°C’de
enkibe edilmelidir. Kemik iligi aseptik sartlarda heparin, SPS igeren steril
tiplere ve/veya ticari mikobakteriyel kan kiltlr besiyerlerine alinmahdir. Digki
ornekleri M. tuberculosis tanisinda c¢ok tercih edilen bir 6rnek degildir.
Sadece AIDS’li hastalarda M. avium kompleks tanisinda yararli olabilecegi
belirtiimistir; tercih edildiginde en az bir gram olmahdir (3). Kan kultaru

gonderilecekse, pihtilasmayi engellemek icin sodyum polianethol silfonat,
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heparin veya sitrat iceren kan tupleri kullaniimal ve tupler en kisa surede

laboratuvara taginmalidir. EDTA’I tpler kullaniimamalidir.

Tlberklloz basili balgamda bir haftaya kadar canli kalabilmesine
ragmen kulturde basariyla Uretme ihtimali zamanla azalir ve bu durum
Ozellikle az basil iceren ornekler i¢cin onemlidir. Bu nedenle oOrnekler
laboratuvara mumkuin oldugunca hizl teslim edilmelidir. Laboratuvara iki saat
icinde gonderilemeyecek ornekler (kan, kemik iligi ve BOS hari¢) +4°C’de
bekletiimelidir. Bagka bir kuruma gonderilecek olan klinik ornekler veya
uremis kudltarler Ggli tasima kabi ile tasima kurallarina uygun olarak

laboratuvara yollanmalidir.
Kabul Edilebilir Ornekler ve Reddetme Kriterleri

Her laboratuvar mikobakterilerin optimum izolasyonu icin kullanilan
yontemlere gore kabul ve ret kriterlerini belirlemelidir. Mikobakterileri tespit
etmek igin uygun olmayan klinik 6rneklerin islenmesi hem finansal hem de
personel kaynaklari israfidir. Ret kriterlerinin neden uygulanmasi gerektigini
aciklamak icin klinisyenler ve diger saglik profesyonellerinin gorismesi
gerekebilir. Bu kriterler internet Uzerinde ve prosedur kilavuzlarinda hazir
olmalidir. Herhangi bir hasta 6Ornedi atiimadan o6nce Ornek toplama
kosullarinin ilgili klinisyen ile goriistilmesi gerekir. invaziv ydéntemler ile alinan
ornekler icin reddetme kriterlerine iligkin istisna yapilabilir (18). Solunum yolu
ornekleri ve diger orneklere ait uygunsuzluk durumlari Tablo 2.2'de

gOsterilmisgtir.

Tablo 2.2. Ornek tiirlerine gére uygunsuzluk durumlar*

Ornek Uygunsuzluklar Oneri

Balgam Ornegin tikiriik olmasi, 24 saat | Tekrar balgam alinamiyorsa,
sure ile biriktirilen balgam uygun olmayan 6rnek
ornekleri, icinde yiyecek artiklari | ¢calisilir, ancak sonu¢ negatif
olan balgam drnekleri, bulundugunda bu durum
sehirlerarasi tagima suresinin 3 | “yetersiz/uygun olmayan
guni gegmesi ornek” seklinde raporda

belirtiimelidir
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BAL, Brons
lavajl,
Endotrakeal /
trakeal aspirat

Yetersiz hacimde 6rnek

Ornek ¢ok az olsa bile kabul
edilmeli; fakat 6rnek
miktarinin yetersiz oldugu
raporda belirtiimelidir

Larinks Ekuvyon ile alinan surinti Baska 6rnek alinamiyorsa
surantasu ornekleri islenmeli; ancak 6rnegin
uygun olmadigi raporda
belirtilmelidir
Aclik mide Noétralize edilmeden 4 saatten Yalanci negatif sonuglara yol
SIVISI daha uzun slre bekletilmis acgabileceginden isleme
ornekler alinmamal
idrar 24 saatlik biriktirilmis, bekletiimis | Kontaminasyon ve seyrelme
idrar, kateter torbasindan alinan | nedeni ile kabul edilmemeli
idrar ornekleri
BOS Yetersiz hacimde 6rnek Miktari ne olursa olsun
laboratuvar tarafindan kabul
edilmeli; yetersiz miktar
oldugu raporda belirtilmeli
Doku 6rnegi Yetersiz miktarda 6rnek, gazli Kabul edilmeli; fakat 6rnek
bez, pamuk gibi materyale miktarinin yetersiz oldugu
sariimig ornek veya uygunsuz oldugu
raporda belirtilmeli
Steril viicut Pihtilasmis 6rnek Kabul edilmeli; fakat 6rnegin
sivilari, kan, uygunsuz oldugu raporda
kemik iligi belirtilmeli

*Ulusal Tuberkuloz Tani Rehberi’nden alinmistir.

2.5.2. Orneklerin iglenmesi

Mikobakterilerin ¢ogunun Ureme suresi uzun oldugundan &rnekleri
ekmeden 6nce diger bakterileri ve mantarlari ortadan kaldirmak gerekir. Steril
dokular ve vicut sivilari icin dekontaminasyon islemine gerek duyulmayabilir.
Bununla birlikte balgam, BAL, diski,
mikroorganizmalar iceren diger birgok 6rnegin dekontamine edilmesi gerekir.
Segilen dekontaminasyon iglemi, mikobakterilerin canliigini ciddi sekilde
etkilememelidir. Mikobakterilerin izolasyonunu artirmak igin steril ve steril

olmayan tum Ornekler konsantre edilmelidir. Balgam gibi viskoz érnekler igin

idrar, deri gibi

dekontaminasyon ve konsantrasyon ile birlikte sivilagtirma gereklidir.
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Steril Ornekler

Dokular, serum fizyolojik iginde ogutuldikten sonra sivi ve Kkati
besiyerlerine ekilir. BOS, plevral eflizyon veya asit gibi vicut sivilari,
ekilmeden 6nce 15 dakika boyunca 23.000 x g'de santrifijlenerek konsantre
edilmelidir. Bununla birlikte, kaltlr i¢in alinan vicut sivisinin hacmi azsa veya
tekrar elde edilemeyecekse, dogrudan sivi kultlre ekilebilir. Steril érnekler en

kisa sUrede laboratuvara ulastiriimali ve islenmelidir.
Steril Olmayan veya Kontamine Olmus Ornekler

Ornegin dekontaminasyonu ve homojenizasyonu, 6zellikle solunum
yolu oOrnekleri icin onemlidir. En yaygin dekontaminantlardan biri, ayni
zamanda mukolitik bir ajan olan sodyum hidroksittir (NaOH). Bununla birlikte
NaOH, konsantrasyonuna ve islem suresine bagli olarak mikobakterilere
zarar verebilir. Daha yaygin kullanilan bir yontem ise bakterilere zarar
vermeyen, daha dusik konsantrasyonda NaOH ile birlikte N-asetil-L-sistein
(NALC) kombinasyonudur. En yaygin kullanilan kombinasyon NALC-%?2
NaOH'dir. Yodun kontamine ornekler igin %5-6'yva varan NaOH
konsantrasyonlari kullanilabilir ancak bu mikobakterilerin %90'ina yakinina
zarar verir. Bazi drnekler i¢in ve kistik fibroz gibi bazi hastalik durumlarinda
kullanilan baska dekontaminasyon ajanlari da vardir. Tablo 2.3’de 6rneklerin
dekontaminasyonu igin kullanilan kimyasal maddeler ve kullanildigi durumlar

gOsterilmigtir.

Tablo 2.3. Orneklerin dekontaminasyonu igin kullanilan kimyasal

maddeler ve kullanildigi durumlar

Dekontaminasyon ajani Kullanim Durumu

NALC-%2NaOH Balgam ve diger steril olmayan Orneklerin
dekontaminasyonunda kullanilir

Oksalik asit Pseudomonas spp. ile kontamine oldugu bilinen
ornekler ve Kkistik fibrozis hastalarinda kullanilir
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NALC-NaOH ve oksalik | Kistik  fibrozis  hastalarinin ~ solunum  yolu
asit orneklerinde kullanihr

Klorheksidin Kistik fibrozisli ¢ocuk ve ergenlerde ve M.
abscessus enfeksiyonu siphesi olan herhangi bir
yastaki kistik fibrozis hastasinin solunum yolu
orneklerinde kullanilir

Sulfiirik asit NALC-NaOH ile islendiginde kulttrde surekli olarak
kontamine saptanan idrar érneklerinde kullanilabilir

Dekontaminasyon igleminin etkinligini degerlendirmek igin cesitli
gostergeler vardir. Mikobakteriyoloji laboratuvarinda kultirde kontaminasyon
oranlari izlenmelidir. Genel yaklasim kontaminasyon oranlarinin kati ortamlar
icin %3-5 ve antimikrobiyaller igeren sivi ortamlar icin %10 olmasidir. Yaygin
bir kontaminant olan M. gordonae Ureme orani da dekontaminasyonun
etkinliginin onemli bir gostergesi olabilir. Bu oranlarin disina c¢ikildiginda,
dekontaminasyon igleminin tum basamaklari gb6zden gegcirilmelidir.
Kontaminasyon oraninin yuksek olmasi, islemin yetersiz oldugunun
gOstergesidir. Mikobakteri digindaki bakteriler asiri ¢ogalarak gercek
patojenin izolasyonunu engelleyebilir. Bu durumda dekontaminasyon suresini
uzatmak yerine NaOH son konsantrasyonunu %4’e c¢ikarmak onerilir.
Orneklerin  laboratuvara ulagtirimasi igin gegen sire uzadiginda
kontaminasyon orani artabilir. Kontaminasyon oraninin dusuk olmasi
dekontaminasyon isleminin fazla oldugunun gdstergesidir ve yanlis negatif
kiltare yol acgabilir. Bu durumda konsantrasyon dusurulmeli veya iglem suresi

kisaltilmalidir.
2.5.3. Mikroskobik inceleme

Mikroskobik inceleme igin mikrobiyotasi olan bolgelerden alinan
ornekler islendikten sonra; BOS, plevral sivi, periton gibi steril vicut sivilari
santrifiij edildikten sonra dipten 6rnek alinarak yayma yapilmalidir. Ornekler
temiz bir lam Uzerine boyu 1-2 ve eni ise 2-3 cm olacak sekilde dairesel
hareketler ile yayilir. Malzemenin biyoguvenlik kabininden g¢ikarilmasindan
once, ornekte bulunmasi olasi basillerin etkisiz hale getiriimesi, saghk

personeline bulasi 6nlemede onemli bir basamaktir. Bunun icin lamlar
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havada kuruduktan sonra 65°C ila 75°C'de bir lam isiticisinin Gzerinde en az
ki saat boyunca Dbekletiimelidir. Aside direngli boyanma 0zelligi,
mikobakterilerle O6zdeslesmis bir Ozelliktir;, bugline dek tanimlanan
mikobakterilerin tamami aside direncli boyanmaktadir. Bu 6zellik kullanilarak

baslica iki tip boyama yontemi gelistirilmistir (10);
1. Karbol fuksin boyama
2. Florokrom boyama

Erlich Ziehl Neelsen (EZN) yontemi ve Kinyoun yéntemi, karbol fuksin
boyama yontemlerindendir. En yaygin kullanilan yontem EZN yontemidir
(sicak karbol fuksin boyama). EZN yonteminde karbol fuksin ile isitilarak
boyanan preparata %3’luk asit-alkol karigimi ile dekolorizasyon iglemi
uygulanir ve sonra zit bir boya (metilen mavisi, brillant yesili) ile ilk asamada
rengini kaybetmis hlcreler mavi renge boyanir. Boyanan preparat
immersiyon objektifi (1000X buyutme) ile incelendiginde diger hucreler ve
bakteriler mavi gorunurken, mikobakteriler mavi zemin Uzerinde kirmiziya
boyanmis olarak ortaya c¢ikar. Kinyoun boyama yontemi EZN yontemine
benzer, fakat kullanilan karbol fuksin ve fenol konsantrasyonu arttirilarak,
Isitma iglemini gereksiz kilan modifiye bir boyama yéntemidir (soguk karbol
fuksin boyama) (11). Kinyoun boyama yonteminin duyarlihdinin, EZN veya
floresan ARB boyamasina gore daha dusik oldugu goésterilmistir. EZN ile
Kinyoun boyamalarinin karsilastirildiyi  bir calismada, EZN boyama
yonteminin belirgin sekilde daha iyi performans gosterdigi ortaya konmustur
(P <0.01).

Florokrom boyamada (Auramine O, Auramine-rhodamine) ise ana ilke
fenolli fuksin yerine floresan boyalarin kullaniimasidir. Floresan boyalar,
mikobakterilerin lipitten zengin hucre duvarina baglanarak, goérinur hale
gelmesini saglar (19). Auramine O’nun yapisi da karbol fuksine benzer,
mikobakteri duvarina baglandiktan sonra asit alkol karigimi ile buradan
ayriimaz. ARPB’ler floresan mikroskobunda Auramine ve Rhodamine

kullanildiginda, sarimsi-turuncu renkte, sadece Auramine O boyasi
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kullanildiginda ise sari-yesil floresan verirler. Bu boyama yonteminde, daha
kiguk bir buyutme ile daha genis bir alan taranarak daha hizli ve daha
duyarli inceleme vyapilabilr. Bu nedenle ozellikle is yuku fazla
laboratuvarlarda tercih edilebilir (19). Ancak floresan boyanin solmasi
nedeniyle kisa slrede degerlendiriimelidir. Ayrica boyamada kullanilan
Auramine O gibi florokrom boyalar kanserojendir. Bu yontemin duyarhliginin
yuksek olmasina karsin, érnekteki inorganik materyellerin florokrom boya ile

boyanabilmesi nedeniyle 6zgulliga dusuktir.

Bir preparata negatif diyebilmek icin; 1sik mikroskobu ile %1000
bayutmede en az 300 alan (en az 9 dikey ya da 3 yatay ¢izgi boyunca),
floresan mikroskobu ile x250 buyltmede en az 30, x400 buyutmede en az 70

alan incelenmelidir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Yaymalarin mikroskobik incelemesi

Yayma degerlendirmesi yari kantitatif olarak yapilir. Tablo 2.4’de bu kriterler

gOsterilmisgtir.

Tablo 2.4. Mikroskobik inceleme degerlendirme kriterleri

Goriilen ARB sayisi
Sonug Karbol fuksin Florokrom boyama
boyama X250 X400
X100
Negatif 0 0 0
Supheli, tekrar 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
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1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ >9/1 alan >90/1 alan >36/1 alan

Yayma pozitiflikleri M. tuberculosis olarak verilmemeli, derecesine
goére “ARB pozitifligi” olarak raporlanmalidir. Yayma pozitif bulunan
preparatlar, kalite kontrol agisindan en az kultir sonucu ¢ikana kadar ya da
uc ay sure ile saklanmahdir. Tum pozitif mikroskopi sonuglari ilgili
birim/hekime ve Il Halk Saghigi Midurligine bir an dnce (24 saat igerisinde)

bildirilmelidir.

Mikroskopide yalanci pozitiflik ve negatiflikler olabilir. Mikroskopide

yalanci pozitiflik nedenleri (yayma pozitif kultir negatif);

o Ornegin niteligi nedeniyle saprofit TDM’lerin bulunmasi

o Bronkoskop dezenfeksiyonunun uygunsuzlugu nedeniyle kontamine
olmus ornek

o Musluk suyunda bulunabilen saprofit TDM’ler ile kontaminasyon

o Yemek artiklari

o Calisma bankolari, biyoguvenlik kabinleri, distile su cihazlarinin

kontaminasyonu

o Kullaniimis lamlarin tekrar kullaniimasi

o Boyalarin / tamponlarin kontaminasyonu
o Boya artiklari

o Boyama iglemi sirasinda g¢apraz bulas

o Yetersiz renksizlestirme

o ARB pozitif diger yapilar

o immersiyon yaginin ¢gapraz bulagi
o Mikroskop objektifinin kirlenmesi
o Yanhg okuma, skorlama hatasi

Mikroskopide yalanci negatiflik nedenleri;
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o Yetersiz kalite ve/veya hacimde 6rnek

o Yetersiz homojenizasyon sonucu yayma alanina basil duismemesi
o Ornegin niteliksiz kismindan yayma hazirlanmasi

o Yaymalarin ¢ok ince veya ¢ok kalin hazirlanmasi

o Yayma alaninin ¢cok genis olmasi

o Boyalarin son kullanma tarihinin gegmesi, yanls saklama kosullari
o Tespit suresi ve sicakligin yanhg olmasi

o Lam isiticisinin sicakliginin yanlis olmasi

o Uygunsuz boyama (boyanmamis veya zayif boyanmis basiller)

o Uygun olmayan mikroskop

o Yanhs okuma, skorlama hatasi

Sonuglar yorumlanirken her ARB negatif sonu¢ hastanin TB olmadigi
anlamina gelmedigi gibi, yiksek 6zgulluge ragmen her pozitif sonug da TB
anlamina gelmez (6rnegin TDM). Sonuglar klinik bulgular ve diger tanisal
testler esliginde yorumlanmali ve kiltur ile dogrulanmahdir. ARB pozitifligi
oranindaki bir artig; laboratuvari saglik kurumundaki olasi bir salgin veya
sahte salgin hakkinda uyarabilir. Bununla birlikte, pozitiflik orani beklenen
yuzdelere gobre azalirsa, bu dekontaminasyon igleminin ¢ok kati oldugu ve
yanhs negatif kultirlerle sonuglandigi anlamina gelebilir. Tim bu kalite
gOstergeleri, mikobakteriyoloji laboratuvarindaki islemlerin  dogrulugunu

degerlendirmek icin dnemlidir.

Asidorezistan boyamada basiller farkli morfolojilerde gozlenebilir.
Ornegin, sivi besiyerinden boyandiginda M. tuberculosis siklikla kord yapisi
gosterir. MAC, M. kansasii, M. gordonae, M. chelonae ve M. marinum gibi
bazi TDM turleri nadiren de olsa kord yapisi gosterebilir. TDM’ler genellikle
pleomorfiktir, bazen uzun filamentler veya kokoid formlar olarak ortaya ¢ikar.
ARB boyamada siklikla zorlayici olan bir mikobakteri grubu ise hizli Greyen
mikobakterilerdir. Bu organizmalar her zaman karbol fuksin, Auramine O

veya Auramine-rhodamine boyamayla aside direngli boyanmayabilir.
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Kisith kaynaklari olan laboratuvarlarda TB tanisinda en yaygin
kullanilan yontem; direk balgam oOrneginden hazirlanan yaymanin EZN ile
boyanip konvansiyonel 1sik mikroskobunda incelenmesidir. Basillerin floresan
boyama ydntemi ile boyanip floresan mikroskobu ile incelendiginde gergek
pozitifligin arttigr, EZN yontemine gore zamandan tasarruf saglandigi ve artik
gelismig Ulkelerde floresan mikroskop yonteminin tercih edildigi bildirilmigtir
(4). Ancak floresan mikroskopi pahali civa buharli 1sik kaynaklari, dizenli
mikroskop bakim ihtiyaci, karanlik oda gereksinimi ve pahali olmasindan
dolayi gereken dnemi kazanamamistir (4). Son yillarda floresan mikroskopa
alternatif olarak gelistirilen Light Emitting Diode (LED) mikroskobi yontemi
ise, konvansiyonel civa buhari floresan mikroskoplari (KFM) ile
kiyaslandiginda daha ucuzdur, daha az ig gucu gerektirirler, gekirdeklerinin
yarl omrd ¢ok wuzundur, gugli 1sik kaynagina sahiptir ve kirilip
bozulduklarinda potansiyel toksik Gran salinim riskleri yoktur. Tek bir aparat
ile 151k mikroskobuna uygulanabilir. Dinya Saglik Orgutl, karanlk oda
gereksiniminin olmamasi ve duyarliligin yuksek olmasi nedeniyle;
konvansiyonel floresan mikroskobinin yerini LED floresan mikroskobinin
almasini ve LED floresan mikroskobinin konvansiyonel 1sik mikroskobuna
alternatif olarak kullaniimasini énermigtir (4). LED FM ile 6rnek incelemenin
duyarlligi EZN ile incelemeye gore %10 daha fazla, baki zamani ise %25
daha kisadir (20). Ulkemizde yapilan bir calismada verilerine gére mikroskopi

yapan laboratuvarlarin sadece %2’si LED mikroskop kullanmaktadir (5).
2.5.4. Kultur Yontemleri

Tuberkulozun kesin tanisi igin bakterinin kultur ortaminda Uretilmesi ve
tanimlanmasi gerekir. Bu nedenle gunumuzde tuberkuloz tanisinda altin
standart yontem kdaltGrddr. Kualtir yontemleri; TB basillerinin  Gremesine,
tanimlanmasina, ilag duyarlihk testleri ve epidemiyolojik molekuler
calismalarin yapilmasina olanak saglar. Genel olarak mikroskopi yapilan her
ornegin  kultiranun yapilmasi zorunludur. Ayni laboratuvarda kultur
yapilamiyorsa ornekler mutlaka kultir yapilacak bir laboratuvara gonderilmeli

ve her hastadan Ureyen ilk kultlrde ilag duyarlilik testi yapiimalidir.
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Mikobakterilerin izole edilmesinde, iyi bir laboratuvar uygulamasi igin
en az bir kat besiyeri ile birlikte bir sivi besiyerinin kullaniimasi gereklidir.
Cunku besiyerlerinden birisinde kontaminasyon olabilir ve kati besiyerleri
koloninin morfolojisininin gorilmesini saglar. Sivi besiyeri mikobakterilerin
daha kisa surede udremesini saglar. Cogu otomatize mikobakteriyel
tanimlama sistemlerine dahil edilen sivi besiyerleri Middlebrook 7H9
temellidir. Sivi besiyeri icinde Uremeyen nadir tlrlerin Uremesini saglamak

icin kati besiyerleri de kullaniimaktadir.

Kati besiyerleri yumurta bazli ve agar bazli olmak uzere iki gruba
ayrilabilir. Yumurta bazli besiyerleri ¢cogu mikobakterinin iyi bir sekilde
uremesini saglar. Yumurta bazli besiyerlerinde besiyerinin kalitesi kullanilan
yumurtanin tazeligi ile ilgilidir. Agar bazli kati besiyerlerinde daha basit
formulasyon nedeniyle daha az kontaminasyon goralur. Besiyeri igeren tupler
inokulumun duzgun bir gekilde dagilmasini saglamak i¢in en az bir hafta
boyunca vidali kapaklar gevsek olacak sekilde egimli olarak enkube
edilmelidir. Daha sonra buharlagsmayi ve ortamin kurumasini en aza indirmek
icin kapaklari sikilmis sekilde dik olarak yerlegtirilebilir. Plak besiyerleri ideal
olarak CO; gecirgen plastik posetlere yerlestiriimis veya CO, gegirgen bantla
kapatiimis olarak enkube edilmelidir. Besiyeri ylzeyinde inokulum absorbe

olmamissa, plaklar ters gevrilip enkube edilmelidir.

Surekli izlenen otomatize sivi kultir sistemlerinde tespit stresi kati
ortamdan ¢ok daha kisadir. Ancak mikobakteriyel Ureme, cihaz tarafindan
saptanamayabilir. ~ Kanli  dornekler floresansi  maskeleyebilir  veya
kontaminasyonu onlemek icin kullanilan antimikrobiyal karisimlar bazi
mikobakterilerin Gremesini dnleyebilir. Tulpler negatif olarak atilmadan 6nce
gorsel olarak kontrol edilmelidir. Ayrica negatif kultirler atiimadan énce ARB
yayma ile kontrol edilebilir ve/veya alt kultlr yapilabilir. Kaltirin sonuglanma
suresi yumurta bazl besiyerlerinde sekiz haftadir. Agar bazli besiyerleri ve
sivi besiyerlerinde ise bu sure alti haftadir. ARB yayma veya NAAT pozitifse
veya zor ureyen bir organizmadan kuskulaniliyorsa (M. genavense veya M.

haemophilum gibi), kiltiri negatif olarak bildirmeden 6nce ek olarak 2-4
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hafta daha enkube etmek uygun olacaktir. Bazi 6zel ortam veya Ureme
kosullarini  saglamak mumkin degilse, Ornek referans laboratuvara
gonderilmelidir. Kati besiyerleri kontaminasyon ve uUreme takibi agisindan ilk
iki hafta haftada iki kez, sonra sekizinci haftaya dek en az haftada bir kez
kontrol edilmelidir. Sivi besiyerlerinde Ureme haftada iki kez bulaniklik,
yuzeyde zar ve partikul olusumu agisindan gorsel olarak takip edilir. Ticari
sistemlerde Uretici firmanin o6nerileri dogrultusunda Ureme takibi yapilir.
Ayrica, sivi ortamda kontaminasyonu diglamak igin; kanli veya gikolata agar
plagina alt kiltir yapiimasi 6nerilir. Ureme tespit edilip ARB olarak
onaylandiktan sonra, tanimlama yontemleri uygulanir. Pozitif kalturler, birkag
hafta boyunca 35°C ila 37°C ye kadar sicakliklarda tutulabilir. Olasi takipler

icin izolatlarin -80°C'de dondurulmasi 6nerilmektedir.
2.5.5. Tiiberkiiloz Basillerinin identifikasyonu

Kaltur iglemleri sonucu izole edilen mikobakterilerin tir dizeyine kadar
tanimlanmasi, hastalarin dogru tedavisi ve ayni zamanda halk saghgi igin
gereklidir. Mikobakterilerin tanimlanmasinda bakterilerin Greme 0zellikleri,
konvansiyonel biyokimyasal yontemler, inhibisyon testi, molekuler yontemler

veya kromatografik yontemler kullanilabilir (21).

Mikobakterilerin tanimlanmasi geleneksel olarak Ureme hizi, koloni
morfolojisi, pigmentasyon, optimum ureme sicakhdi ve biyokimyasal
testlerdeki reaksiyonlar gibi fenotipik 6zelliklere dayanmaktadir. Bu testlerin
bircogu kati ortamda Ureme gerektirir, zayif sekilde tekrarlanabilir ve tir
duzeyinde bir tanimlama yapmadan 6nce birkag hafta enkibasyon gerektirir.
Ek olarak, bir trin suslarinda fenotipik 6zelliklerde degiskenlik goérilebilir.
Molekuler yontemlerin gelistirimesiyle, 200'e yakin mikobakteri turu
tanimlanmistir. Bu yeni turlerin bircogu biyokimyasal olarak karakterize
edilmemigtir ve biyokimyasal yontemler kullanilarak guvenilir bir sekilde

tanimlanamamaktadir.

2.5.5.1. Ureme o6zellikleri
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Tuberkuloz basilinin Ureme hizi yavastir. Kati besiyerine kultir
pasajinda yedinci gunden sonra urer. R tipi (dUzensiz), kuru, devetuyl
renginde koloniler olusturur. Pigment yapmaz. Sivi kiltirden yapilan ARB
boyamanin incelenmesinde kord olugsumu gorilir. Ureme dzellikleri
bakterinin 6n tanimlamasinda MTBK-TDM ayrimina yardimci olmakla birlikte,

MTBK’nin kesin tanisi igin yeterli degildir.
2.5.5.2. Biyokimyasal testler

Mikobakterilerin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler
guvenilir degildir, zaman alicidir ve genellikle birkaginin bir arada
uygulanmasi gerekir. Tuberkuloz basillerinin identifikasyonu icin U¢ anahtar
test birlikte uygulanmalidir, tek baslarina MTBK-TDM ayrimi yapamazlar.
Bunlar niasin (pozitif), nitrat indirgenme testi (pozitif) ve katalaz testidir
(negatif) (21).

2.5.5.3. inhibisyon testleri

M. tuberculosis kompleks suslarinin Gremesini inhibe eden, ancak
TDM’leri inhibe etmeyen, bdylelikle sinirli bir identifikasyon saglayan, p-
nitrobenzoat, hidroksilamin hidroklortr, 8-azaguanin, nitroksolin gibi bazi
kimyasal maddeler kullaniimaktadir. Tuberkuloz basilleri paranitrobenzoik

asitli besiyerinde Uremez.
2.5.5.4. immiinokromotografik Testler

M. tuberculosis kompleksinin Rv1980c veya RD2 geninde kodlanan
MPT64 proteinine kargi monoklonal antikorun kullanildigi
immunokromatografi bazli lateral akim yontemleri, sivi veya kati kultirden M.
tuberculosis kompleksini tanimlamak ve kompleks uyelerini TDM'den
ayirmak icin guvenilir, hizli ve basit yontemlerdir. Ancak MPT64'UG kodlayan
gendeki bazi mutasyonlar nedeniyle, oOzellikle de en yaygin olarak 196
konumundaki 63 bp'lik bir delesyon nedeniyle, testler bazi M. bovis BCG ve

M. africanum varyantlari i¢in yanhs negatif sonuglar verebilir.
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2.5.5.5. Yuksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC)

Mikobakterilerin tanimlanmasi icin HPLC kullanimi, 1985'te CDC
tarafindan  Onerilmis ve 1990'da CDC Mikobakteriyoloji Referans
Laboratuvari'nda standart bir test olarak sunulmugtur. HPLC hizli Ureyen
mikobakterileri gruplar veya kompleksler halinde tanimlayabilir, ancak ¢ogu
turd tanimlayacak kadar spesifik degildir. HPLC, ¢ogu laboratuvarda daha
dogru tur tanimlamasi i¢in molekuler yontemlerle (6rnegin, rpoB gen dizilimi
ve MALDI-TOF) degistirilmistir.

2.5.5.6. MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of
Flight Mass Spectrometry; Matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus
zamani kutle spektrometresi), mikobakteriyel izolatlari tanimlamak icin artan
siklikta kullanilmaktadir. Bu yontemde mikroorganizmalara ait biyomekuller
(protein, peptid, seker) ve buyuk organik molekdller (polimer, dendrimer,
makromolekul) iyonize edildikten sonra elektrik ve/veya manyetik alandan
gegcirilerek protein kaliplari ¢ikarilmaktadir (22). Bu kaliba ait grafiksel
goOruntller, sistemin veri tabanindaki referans organizmaya uyumuna goére
mikroorganizmalar cins ve tur dizeyinde tanimlanabilmektedir. Spektral
veriler daha sonra organizmanin muhtemel kimligini belirlemek igin bir veri

tabani ile kargilastirilir.
2.5.5.7. Molekiiler identifikasyon

Hasta o&rneklerinden Uretilen mikobakterilerin tanimlanmasi igin
kullanilan molekuler teknikler arasinda dogrudan prob hibridizasyonu ve
sekans bazli teknikler bulunur. Problar, gesitli ebatlarda olabilen ancak
genellikle 50 bp'den kisa olan tek zincirli oligonukleotitlerdir. Probun
Ozgulligu, probun nukleik asit sekansi ile belirlenir. Bakterilerde yUksek

kopya sayisinda bulundugu i¢in rRNA, tanimlama igin ortak bir hedeftir ve
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duyarhihg! yuksektir. Ayrica rRNA dizileri, hiperdegisken bdlgelere ek olarak
korunmus bolgeler de igerir. Bu, tespit seviyesinin prob dizisine bagh olarak

degismesine izin verir.

Kaltirden identifikasyon icin ticari olarak temin edilebilen problar
arasinda M. tuberculosis kompleksi, M. avium, M. intracellulare, MAK, M.
gordonae ve M. kansasii (AccuProbe; Hologic, San Diego, CA) bulunur. Prob
tabanli tespit ve tanimlama yontemleri, geleneksel kultur ve tanimlama
yontemlerinden daha pahali olsa da geleneksel biyokimyasal yontemlere
goOre duyarliliklari daha yuksek ve test sureleri daha kisadir. Ancak, yanlis
negatif ve pozitif sonuglar alinabilir. Bakteriyel suslar hibridizasyonu onleyen
polimorfizmlere sahip olabilir veya suslar arasinda benzer sekanslar
bulunabilir. Ek dezavantajlari, sinirh sayida ticari prob bulunmasi ve

dogrudan klinik érneklerden calisilamamasidir (23, 24).

Sekansa dayall tanimlama, birgok laboratuvarda mikobakterileri hizl
bir sekilde tanimlamak ig¢in primer yontem haline gelmistir (25). Bu yontem,
konvansiyonel yontemlere gore tanimlama suresini kisaltsa da izolatin
oncelikle kulturde Uretilmesi gereklidir. Sekanslama dogrudan pozitif bir MGIT
sivl kultirinden de yapilabilir, ancak dikkatli bir dogrulama gereklidir ve
sonuglar her zaman alt kulturden elde edilen tUreme ile iligskilendirilmelidir.
Sekans tabanli tanimlama icin kullanilan bircok hedef vardir, ancak 16S
rRNA geni en yaygin hedeftir. 16S rRNA'nin sekanslanmasi igin ticari olarak
temin edilebilen sadece arastirma amagh kullanilan kitler vardir (MicroSeq;
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA). M. tuberculosis kompleks Uyeleri, M.
avium alt turleri gibi bazi mikobakteriler 16S rRNA gen dizilimi ile ayirt
edilemez. Epidemiyolojik veya klinik nedenlerle daha fazla ayrim gerekirse,
bu organizmalarin ¢godu internal transcribed spacer (ITS), rpoB, secA veya
hsp65 gibi diger genlerin sekanslanmasiyla ayristirilabilir. M. tuberculosis
kompleksi icindeki turleri ayirmak icin gyrB dizileme veya delesyon analizi

gerekir.
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2.5.6. Nukleik Asit Amplifikasyon Testleri

Nukleik asit amplifikasyon testleri tiberkulozun hem tanisinda hem de
ilag duyarlilik testlerinde kullanilabilir. CDC rehberleri, akciger tiberkulozuyla
uyumlu semptomlari ve bulgulari olan hastalardan en az bir solunum yolu
ornegine NAAT uygulanmasini dnermektedir (26). NUkleik asit amplifikasyon
testleri ARB yayma da dahil olmak Uzere rutin mikrobiyolojik yontemlerin
yerini almamahdir. NUkleik asit amplifikasyon testleri ideal olarak TB suphesi
olan tum vyeni hastalara uygulanmali ve sonuglar 48 saat icinde rapor
edilmelidir. Klinisyenin NAAT sonucunu ARB yayma ile birlikte yorumlamasi
onemlidir. Nukleik asit amplifikasyon testleri TB tanisi i¢in hizlh ve 6zgullugu
¢cok yuksek testler olmasina ragmen, duyarliliklari degiskendir. Duyarlilik
ornegin kalitesine ve tlrlne, kullanilan spesifik NAAT'ye ve ornekteki bakteri
yukune bagli olarak degisebilir (26). Ek olarak, cogu NAAT TDM'yi tespit
etmez. Tuberklloz i¢in negatif bir NAAT sonucu ve pozitif bir ARB yayma,
TDM varhgini dustindiren gostergelerdendir. M. tuberculosis kompleksinin
dogrudan Kklinik érneklerden molekuler olarak tespit edilmesinin diger bir
dezavantaji, M. tuberculosis kompleksindeki tlrler arasinda ayrim
yapamamasidir. Ek olarak, pozitif bir NAAT sonucu canli ve 6lU organizmalar
arasinda ayrim yapamaz. Bu nedenle, yedi gunden fazla antituberklloz ilag
kullanan veya ornek alimindan 6nceki 12 ay iginde bu tedaviyi alan hastalarin
ornekleri Uzerinde amplifikasyon testleri kullanilmamalidir. Ayrica, akciger
orneklerin yaklasik %4'0 ve akciger digi drneklerin %19'u amplifikasyonu
engelleyen (basarisiz internal amplifikasyon kontroll) maddelere sahiptir. Bu
maddeler negatif test sonuclarini gecgersiz kilar. Belirli bir hastadan alinan
tum orneklerin inhibisyon gostermesi nadir oldugu igin, ¢oklu érneklerin test

edilmesi avantajli olabilir.

Nukleik asit amplifikasyon testleri pozitif ornekler molekuler bir
yontemle ila¢ direnci agisindan test edilebilir. Rifampisin direngli bir M.
tuberculosis kompleks izolati siklikla izoniyazide de (H) direnclidir ve bu
nedenle, en azindan R'ye direng icin tarama yapan molekuler bir yontem

CID-TB igin vekil bir test olarak kabul edilebilir. Bazi durumlarda bu tarama
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yalnizca yabanci uyruklu, CID-TB temasli, daha énce TB tedavisi almis veya
diizensiz tedavi alanlar gibi CID-TB igin belirli risk faktorleri olan hastalarda
yapilabilir. Bununla birlikte, ideal algoritmada, bu tarama tim NAAT pozitif
orneklerde gercgeklestiriimelidir. Testler arasinda Xpert Ultra MTB/RIF testi,
sanger sekanslama, pirosekanslama ve line probe assay (6rnedin Hain
Genotype MTBDRplus ve MTBDRsl) gibi testler vardir.

2.6. ilag Duyarhlik Testleri ve Tiiberkiiloz Tedavisi

Bilim adamlari yuzyillardir etkili bir tiUberkuloz tedavisi bulmak igin
arastirmalar yapmaktadir. Tedavi baslangicinda basil sayisi en yuksek
duzeyde oldugu igin, diren¢li mutant suslarin ortaya ¢ikma olasiigi en
yuksektir. Duyarli bulunan hastalarda baslangi¢ta standart iki ay dort ilag
tedavisi (HRZE) kullaniimalidir. idame déneminde ise dért ay HR tedavisi
kullaniimahldir. Tedavide ilaglarin dizenli olarak ve yeterli slre alinmasi ¢ok
onemlidir; aksi takdirde ilag direnci, tedavi basarisizligi ya da niks ortaya
cikmaktadir. Ayrica ilaglar, sadece onerilen dozlarda kullanildiginda etkindir.
Hastanin kilosuna uygun dozlarda ilag kullaniimasina dikkat edilmelidir. ilag

duyarlihgi baslica iki ydontemle saptanabilir;
1.Fenotipik yontemler: Kultur

v’ Kati besiyerleri
e Lowenstein-Jensen besiyeri
e Middlebrook agar
v' Otomatize sivi besiyerleri
e Bactec 460
e MGIT
e Mycolor-TK

2.Genotipik yontemler: Molekuler yontemler

e Ters hibridizasyon
e Real-time PCR
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e DNA dizi analizi

indirekt agar proporsiyon ydntemi, MTBK izolatlarinin fenotipik ilag
duyarlilk testi (iDT) icin referans yontem olarak kabul edilir. Molekiler
yontemler, TB kargsiti ilaglara direng ile iligkili genlerdeki mutasyonlar tespit
eder. Bu yontemler hizli ve spesifiktir, ancak genotipik direng her zaman

fenotipik direng anlamina gelmeyeceginden fenotipik iDT hala yapiimahdir.
Genotipik-fenotipik direng farkliliklari nedenleri:
-Mutasyon genotipik olarak incelenen gen bolgesi disinda olabilir.

-Mutasyon dusuk duzeyde direnci tanimlar, daha yuksek diuzeyde duyarli

olabilir.
-illac direncini tanimlayan, bilinmeyen direng mekanizmalari vardir.
-Kulture dayal direng testlerinde hata olabilir.
-Molekduler testlerin tanimlamadigi heterorezistanslar olabilir.
-Sessiz mutasyonlar olabilir.
-Probun baglanmasinda hatalar olabilir.
M. tuberculosis izolatlarinda ilag direnci iki sekilde goértlebilir;

Primer direng: Baslangicta direncgli organizmalarla enfekte olmus

kisilerde ortaya ¢ikan direng

ikincil direng veya edinilmis direng: TB tedavisi sirasinda, hastanin
yetersiz bir rejimle tedavi edilmesi, dngdrulen rejimi uygun sekilde almamasi,
ilag emilim bozuklugu, bilesigin yetersiz bir potansiyeli veya disuk serum
seviyelerine yol acan ilag-ila¢ etkilesimleri gibi diger kosullar nedeniyle

geligsen direng

CID-TB suslari, en az R ve H'ye direnglidir. Yaygin ilaca direngli TB
(YID-TB) suslari, R ve H direncine ek olarak en az bir florokinolona ve en az
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bir adet ikinci segcenek enjekte edilebilir ajana (amikasin, kapreomisin ve
kanamisin) direnglidir. Kiresel olarak CID-TB'li kigilerin %6.2’sinin YID-TB
oldugu tahmin edilmektedir (1).

Tuberkuloz tedavisinde kur; baslangigta bakteriyolojik olarak tani
konulmus akciger TB hastasinda, klinik ve radyolojik iyilesmeyle birlikte, biri
tedavinin idame doneminde digeri tedavi tamamlandiginda olmak uzere en
az iki kez yayma ya da kuiltir negatifliginin gdsterilmesidir. Tedavi
basarisizligi ise tedavinin besinci ayl ve sonrasinda hastanin balgam yayma
ya da kultir pozitifliginin saptanmasidir. Pozitiflik tedavi suresince devam

edebilir ya da negatiflesir ve yeniden pozitiflesebilir (27).

Tedavi etkinliginin degerlendiriimesinde ardisik iki balgam kaltlr
sonucu negatif saptanana kadar aylik mikroskobik inceleme ve kultir
yapilmasi onerilmektedir. Balgam orneklerinin toplanmasi, tedaviye yanitin
degerlendiriimesinde tedavinin erken doneminde ve tedavinin sonunda istege
baglhidir. Devam asamasi rejiminin suresi, baslangic tedavi asamasinin
sonundaki mikrobiyolojik duruma dayanir. Bu nedenle, eger balgam
kalturandn negatiflesmesi daha Once gosteriimemigse, iki aylik tedaviyi
tamamlarken balgam kultira almak ¢ok dnemlidir. Tedavinin Gg¢lncu ayindan
sonra yeni kiltir Gremesi olursa, yeniden IDT yapilmalidir. MolekUler olarak
R direnci gériliirse, birinci ve ikinci segenek TB ilaclarina IDT gerekir.
Fenotipik olarak R direnci saptandiginda ikinci secenek TB ilaglarina ve

pirazinamide karsi da IDT yapllrr.
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lIl. GEREG VE YONTEM

Aragstirma Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Hafsa Sultan
Hastanesi Tuberkilloz Laboratuvar’nda yaratulmustir. Manisa Celal Bayar
Universitesi Saglik Bilimleri Etik Kurulu'ndan 25/10/2017 tarihli 20.478.486
sayili etik kurul onayr alinmistir. Proje Manisa Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir
(proje no: 2017-203).

3.1 Hasta Ornekleri

Arastirmada Subat 2018-Aralik 2019 déneminde Manisa Celal Bayar
Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Tiberkiiloz Laboratuvarinda TB 6n
tanisi ile mikobakteriyolojik inceleme istenen hastalarin balgam ve BAL gibi
solunum yolu ornekleri incelenmistir. Arastirmaya solunum yolu disi 6rnekler,
cocuk hastalardan alinan AMS 6rnekleri, kiltira yapilmamis érnekler, kiltart
kontamine olan oOrnekler veya tedavi altindaki hastalarin ornekleri dahil

edilmemisgtir.

Laboratuvarimizda i¢c ve dig kalite kontrol uygulamalari

surdurulmektedir.
3.2. Orneklerin islenmesi

Klinik érneklere homojenizasyon dekontaminasyon ve konsantrasyon
islemi NALC-NaOH yontemi ile uygulanmigtir (28). Bunun igin TUberkuloz
Dekontaminasyon ve Konsantrasyon Kiti kullaniimistir (RTA Laboratuvarlari

AS, Turkiye). Kitin icerisinde;

o Ornek toplama tlpi: N-asetil-L-sistein ve cam boncuklar iceren 50
ml’lik poli-propilen tup
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o Sodyum hidroksit trisodyum sitrat: 250 ml’lik polietilen sisede 200 mi
o Fosfat tamponu: Steril, 50 ml’lik poli-propilen sisede 50 ml

o Dezenfektan solisyonu: Sodyum hipoklorit 250 ml’lik polietilen sisede
200 ml bulunmaktadir.

Alnan solunum yolu ornekleri en fazla 10 ml olacak gekilde ornek
toplama tupune alinmistir. Tupteki Ornegin Uzerine sodyum hidroksit
trisodyum sitrat ¢ozeltisinden 1:1 oraninda eklenmistir. TUpun kapag! iyice
kapatilip vorteks ile karistirarak homojenize edilmistir. Oda sicakliginda 10-
15 dakika bekletildikten sonra 6rnegin Uzerine 50 ml ¢izgisine kadar fosfat
tamponu eklenmigtir. Tupler 15 dakika 3000xg hizda emniyet kapakili
sogutmali santrifijde santrifij edilip Ustte kalan sivi dezenfektan igeren kaba
bosaltiimistir. Kalan fosfat tamponu érnek toplama tlplne birkag damla, en
fazla 5 ml gizgisine kadar doldurulup ¢okelti vorteksle Kkaristirarak
suspansiyon haline getirilmistir. Bu suspansiyon; kuiltir ve mikroskobik
incelemeler icin kullanilmistir. islem tamamlandiktan sonra tipler kit

icerisindeki dezenfektan ¢ozeltisi ile dezenfekte edilip tibbi atiga atilmistir.
3.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanan sUspansiyondan pastor pipeti ile alinan 1-2 damla (40-50
ML), lamin ortasinda yaklasik 1x2 cm’lik alan icinde dairesel hareketlerle
yayllmistir. Laboratuvarimizda mikroskobik incelemede rutin olarak EZN
boyama yontemi kullaniimaktadir. Arastirmada preparat hazirlama
asamasinda rutin incelemeye ek olarak bir tane de florokrom boyama igin
preparat hazirlanmigtir. Kurumus yaymalarin tespit edilmesi igin preparatlar
elektrikli preparat kurutucusunda 65-70°C’de en az iki saat bekletilmigtir.
Calisilirken kisisel koruyucu donanim kullaniimistir. islemler sinif [IA

biyoguvenlik kabininde yapilmistir.

EZN boya ¢ozeltisi hazirlamak tzere; karbol fuksin ¢ozeltisi, asit alkol ve

metilen mavisi ¢ozeltisi hazirlanmistir (29).
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» Karbol fuksin ¢ozeltisi igin iki ayri ¢ozelti hazirlanmistir;

1. Gozelti
e Bazik fuksin 0,3 g
e  %95’lik etanol 10 mL

Bazik fuksin bir havana konup Uzerine etil alkol azar azar eklenerek ezilmigtir.

2. Cozelti
e Kiristalize fenol 5 g
e Distile su 100 mL

Kristalize fenol, kiiguk bir balon icerisinde su banyosunda eritilmistir. Sivi

fenol yaklasik 45°C iken Uzerine distile su eklenip karistiriimigstir.

Birinci ¢ozeltiden 10 mL ile ikinci ¢ozeltiden 90 mL karistiriimistir. Koyu renkli
bir siseye aktarilip ¢alkalanarak homojenize edilmigstir. Kullanilmadan 6nce
oda 1Isisinda en az 24 saat bekletiimis ve filire kagdidindan suzulerek

kullaniimistir.

» Asit alkol hazirlamak igin;
e %95'lik etanol 97 mL

e Konsantre HCI 3 mL
Konsantre HCI %90-95’lik alkol igerisine ilave edilmistir.

» Metilen mavisi ¢ozeltisi hazirlamak igin;
e Metilen mavisi 0,3 gr
e Distile su 100 mL

Metilen mavisi distile su igerisinde eritilmistir. Koyu renkli bir giseye

aktarilip calkalanarak homojenize edilmigtir.

Hazirlanan yaymalar, boyama yapmak Uzere boya dizeneginin Uzerine,
birbirleri ile temas etmeyecek sekilde yerlestiriimistir. Preparatlarin Uzerine

yayma alanini kaplayacak sekilde karbol fuksin dokulmustur. Yaymalar,
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buhar ¢ikacak fakat kaynamayacak sekilde bes dakika boyunca alttan
isitilmistir. Yaymalar su ile yikanip lamlar egilerek Uzerinde kalan su
suzdurtlmastar. Yaymalarin Gzerine %3’lUk asit-alkol ¢dzeltisinden dokualup,
1-2 dk renksizlesme iglemi yapilmigtir. Yaymalar su ile yikanip lamlar
egilerek yayma Uzerinde kalan su suzdurulmuastur. Preparatlarin Uzerine
yayma alanini kaplayacak sekilde metilen mavisi ¢ozeltisinden dokultp, 1-2
dk beklenmistir. Yaymalar tekrar su ile yikanip lamlar egilerek yayma
uzerinde kalan su suzdurulmustur. Lamlar dik bir sekilde oda isisinda

kurumaya birakilip 1s1k mikroskobunda degerlendirilmistir.

Degerlendirme i¢cin yaymanin Uzerine bir damla immersiyon yagi
damlatiimistir. Yaymalar x1000 buyuatme (100xobjektif) ile incelenmistir.
Yaymalar, negatif olarak raporlanmadan 6nce en az dokuz dikey ya da ug¢
yatay ¢izgi boyunca (yaklasik 300 mikroskopi alani) dikkatli bir sekilde
taranmistir. Mavi zeminde kirmizi pembe, duz veya hafif kivrik, tek tek veya
kimeler halinde basiller aranmigtir. Yaymalarin degerlendiriimesi yari

kantitatif olarak yapilmistir (29).

Auramine-O boya c¢oOzeltisi hazirlamak Uzere; Auramine O, asit alkol ve

karsit boya hazirlanmigtir (29).
» Auramine-O boya ¢ozeltisi igin iki ayri ¢ozelti hazirlanmistir,

1. Cozelti
e Auramine-O boyasi 0,1 g
e %95’lik etanol 10 mL

Auramine-O boyasi etil alkol iginde eritilmigtir.
2. Gozelti

e Kiristalize fenol 3 g
e Distile su 87 mL
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Kristalize fenol, kiguk bir balon igerisinde su banyosunda eritilmigtir. Sivi

fenol yaklasik 45°C iken Uzerine distile su eklenip karigtiriimigtir.

Birinci ve ikinci ¢ozelti karistirilip koyu renkli bir siseye aktariimistir. iyice

¢alkalanarak homojenize edilmistir.

> Asit alkol
e  %95’lik etanol 99,5 mL
e Konsantre HCI 0,5 mL

Konsantre HCI, yavasca %70’lik alkol igerisine eklenmisgtir.

» Karsit boya
e Potasyum permanganat 0,5 g
e Distile su 100 mL

Distile su igerisinde potasyum permanganat eritilip koyu renkli bir siseye

aktariimistir. lyice calkalanarak homojenize edilmistir.

Florokrom boyama icin hazirlanan yaymalar, boya duzeneginin
uzerinde birbirileri ile temas etmeyecek sekilde yerlestirilmigtir. Preparatlarin
Uzerine yayma alanini kaplayacak sekilde Auramine O dokualup, 20 dk
beklenmistir. Yaymalar distile su ile yikanip lamlar egilerek Uzerinde kalan su
suzdurtlmustar. Yaymalarin GUzerine %0,5’lik asit-alkol ¢dzeltisinden dékulup,
iki dk boyunca renksizlestirme islemi yapilmistir. Yaymalar distile su ile
yikanip lamlar egilerek yayma (zerinde kalan su suzdUralmustar.
Preparatlarin Gzerine ortecek sekilde potasyum permanganat ¢ozeltisinden
dokulup, iki dk beklenmigtir. Yaymalar distile su ile tekrar yikanip lamlar
egilerek yayma uzerinde kalan su suzdurulmustir. Lamlar dik bir sekilde oda

Isisinda kurumaya birakilmistir.

Calisma baslamadan once laboratuvarimizda rutin hizmet vermekte
olan iki teknisyen ve proje ekibinde yer alan arastirma goérevlisi, iki hafta stire
ile floresan mikroskop kullanimi  ve florokrom boyali lamlarin

degerlendiriimesi konusunda egitim almigtir. Karbol fuksin ve florokrom boya
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ile boyanan lamlar hem teknisyenler hem de arastirma gorevlisi tarafindan
okunmustur. Lamlara hasta ismi yazilmamis, arastirma yurttticusu tarafindan
numara verilmistir. Boyali lamlar OLYMPUS CX43 model LED floresan
atagmanli mikroskopta x40 obijektif ile hem teknisyen hem de arastirma
gorevlisi tarafindan c¢ift kor olarak okunmustur. Yaymalar, negatif olarak
raporlanmadan 6nce x400 buyutmede en az 70 mikroskopi alani taranmigtir.
Aydinlik bir odada yapilan dederlendirmede yesil-sari, diz veya hafif kivrik,
tek tek veya kumeler halinde basiller aranmigtir. Yaymalarin
degerlendiriimesi yari kantitatif olarak yapilmistir (Tablo 2.2) (29). Ayrica her
lam icin okumanin baslangici ve bitisi arasindaki sure kronometre ile
kaydedilmistir. Calisma sonunda teknisyenlerin LED floresan mikroskobik

incelemeye uyumlarinin sorgulanmasi igin bir anket uygulanmistir.
Anket sorulari;

1. Boyama yonteminin uygulanmasi hakkinda ne digunuyorsunuz?

o Kolay o Kararsizim o Zor

2. inceleme siiresi hakkinda ne disiiniyorsunuz?

o Kisa o Kararsizim o Uzun

3. Bu yontemi kullanmak ister misiniz?

o Evet o Kararsizim o Hayir

4. Mikroskopi yontemlerinden birini tercih edecek olsaniz hangisini tercih

edersiniz?
o Isik mikroskopi o LED mikroskopi
3.4. Kultur

islenmis érnekler hem kati hem sivi besiyerine ekilmistir. Kati kiltir
icin Lowenstein-Jensen ticari besiyeri (BD, BBL) kullanilmigtir. Hazirlanmig

olan suspansiyondan 0.5 ml alinarak Lowenstein-Jensen besiyerine ekim
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yapilmigtir. Ekim yapilan besiyerleri 37°C’de vidali kapagi kapal sekilde bir
gece egik birakildiktan sonra ertesi gun kapagi gevsetilerek bir hafta
boyunca egik olarak bekletiimistir. Ardindan kapadi sikica kapatilp dik
pozisyonda ilk iki hafta haftada iki kez, sekizinci haftaya kadar ise haftada bir

kez olacak sekilde Greme varligi agisindan incelenmistir.

Calismada sivi kultdr icin otomatize sistemlerden BD BACTEC MGIT
960 sistemi kullanilmistir. Ornek ekiminden énce MGIT PANTA sisesi 15 ml
MGIT Cogalma Destekleyicisi ile ¢dzlininceye kadar karistirilmistir. Her bir
MGIT tipune bu zenginlestirmeden 0.8 ml eklenip ardindan 0.5 ml iglenmis
ornek eklenmistir. Tapler, BACTEC MGIT cihazina yerlestiriimigtir ve 37°C’de
surekli olarak enkibe edilmigtir. Cihaz tarafindan her 60 dakikada bir
floresandaki artis izlenmistir. En az alti hafta boyunca negatif sonug veren ve
higbir pozitiflik belirtisi gostermeyen kultur siseleri cihazdan alinarak negatif
olarak degerlendirilmigtir ve atilmadan once sterilize edilmistir. Pozitif sinyal
veren orneklerden birer yayma hazirlanarak EZN ile boyanip ARB varligi ve
kord olusumu acgisindan incelenmigti. ARB varliginda kuiltirden

immunokromotografik test ¢alisiimigtir.

Kontaminasyonu belirlemek igin besiyerinde Ureme goérulduginde
cikolata besiyerine aktarim yapiimigtir. Kalttrler 35°C’de enkube edilmis ve
24 saat sonunda incelenmistir. Kontaminasyon durumunda iglenmig ornekler
yeniden dekontamine edilerek Kkiltir yinelenmistir. Kontaminasyonun

tekrarlanmasi durumunda bu érnekler degerlendirme disinda tutulmustur.
3.5. immiinokromotografik test

Kiltirde Ureyen tuberkuloz basilinin identifikasyonu igin BD MGIT TBc
Tanimlama Testi (TBc ID, BD) kullaniimigtir. TBc ID testi tuberkiloz
basillerine 6zgii MPT64 antijenini saptamaktadir. Ornekler test cihazina
eklendiginde, MPT64 antijeni, test stripinde gorinen partikullere konjuge
olmus MPT64 antikorlarina baglanir. Antijen-konjugat kompleksi, test stribi
uzerinden reaksiyon alanina ilerler ve membrana uygulanan ikinci bir 6zel

MPT64 antikoru tarafindan yakalanir. Ornekte MPT64 antijeni varsa, etiketli
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koloidal altin partiktlleri tarafindan bir renk reaksiyonu uretilir ve pembe-

kirmizi renklerde bir gizgi olarak goruldr.

Test prosediri geregince ARB yayma pozitif MGIT tlpu tersine
dondurerek ve vortekslenerek tamamen karigtiriimistir. MGIT tlUpunden steril
bir pipet ucu kullanilarak ornegin 100 pL’si stribe pipetlenmigtir. Sonu¢ 15.
dakikada okunup kaydedilmistir. Kontrol ve test gizgilerinin ikisinin de
belirginlesmesi MTBK basili oldugunu godstermektedir. Sadece kontrol
gizgisinin belirginlesmesi bu bakterinin MTBK olmadigini, TDM oldugunu
dusunduarar. Kontrol gizgisinin belirginlesmemesi ise kart testin ¢alismadigini

gOsterir, test gecersiz olarak degerlendirilir.

3.6. istatistiksel degerlendirme

istatistiksel degerlendirme igin SPSS 21.0 paket programi (SPSS Inc,
Chicago, USA) kullaniimigtir. Grup degiskenleri yluzde ile, surekli degiskenler
ortalama ile sunulmustur. Gruplar arasindaki sayisal degiskenlerdeki
farkliliklar Pierson ki-kare testi ile belirlenmistir. iki mikroskobik inceleme
yontemi arasindaki uyum kappa degerleri belirlenerek incelenmistir. Kappa
degeri >0,75 mukemmel uyum, 0,40-0,75 orta-iyi uyum ve <0,40 disUk uyum
olarak degerlendirilmigtir. istatistiksel degerlendirme sonucunda p<0,05

degerler anlamli kabul edilmistir.
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IV. BULGULAR

Calismaya Subat 2018-Aralik 2019 doneminde Manisa Celal Bayar
Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Tlberkiiloz Laboratuvarina tiberkiiloz
on tanisi ile mikobakteriyolojik inceleme icin gonderilen 1499 solunum yolu
ornegi dahil edilmigtir. Klinik érneklerde LED FM ile EZN boyama yontemi
karsilastiriimis ve kultar sonuglari referans alinarak LED FM’nin performansi
arastinimistir. Calismada 1101’i balgam, 392’si BAL, 6’s1 ETA olmak Uzere
toplam 1499 hasta 6rnedi degerlendirilmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Klinik érneklerin dagilimi

Klinik 6rnek Sayi Yizde
Balgam 1101 %73.4
BAL 392 %26.2
ETA 6 %0.4

Toplam 1499 %2100

Calismada LED FM yonteminde iki ayri okuyucu oldudu igin, bakida

pozitif ve/veya ylksek olan deger LED FM sonucu olarak kabul edilmigtir.

incelenen 1499 6rnegin 71'i (%4.7) EZN boyama yontemi ile, 140’
(%9.3) LED FM ile pozitif saptanmistir. Orneklerin 134’linde (%8.9) sivi veya
kati kultirden en az birinde kulturde Ureme saptanmistir. Kiltirde dreme
olan 134 kokenin 36’si (%26.9) TDM olarak tanimlanmistir. Tuberklloz digi
mikobakteri Ureyen &rneklerin 21’ balgam, 15i BAL'dir. Orneklerin

mikroskobik inceleme ve kultur sonuglari Tablo 4.2.'de gosterilmistir.
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EZN LED FM Kiiltiir
Ornekler | Negatif Pozitif | Negatif Pozitif Negatif Pozitif
(n) Sayi % | Sayi Sayi % | Say1 % | Sayi Sayi

% % %

Balgam | 1055 46 %4.2 | 1021 %92.7 | 80 %7.3 | 1021 %92.7 | 80 %7.3
(1101) %95.8
BAL 368 24 %6.1 | 333 %84.9 | 59 %15.1 | 339 %86.5 | 53 %13.5
(392) %93.9
ETA 5 1 %16.7 |5 %83.3 |1 %16.7 |5 %83.3 |1 %16.7
(6) %83.3
Toplam 1428 71 %4.7 | 1359 %90.7 | 140 %9.3 | 1365 %91.1 | 134 %8.9
(1499) %95.3

Tablo 4.2. Klinik érneklerin mikroskobik inceleme ve kultiir sonuglari

Satir yuzdeleri alinmistir.

Kulturde Ureme olan 134 o6rnegin EZN boyama yontemiyle bakisinda;

69U (%51.5) pozitif, 65’

(%48.5) negatif saptanmistir.

Tablo 4.3.de

orneklerin EZN boyama ile yapilan mikroskobik inceleme sonuclari kaltir

sonuglari ile karsilastirmali olarak verilmistir.

Tablo 4.3. EZN boyama ve kiiltir sonuglarinin karsilastiriimasi

EZN Kultur negatif Kultur pozitif Toplam
Sayi % | Sayi % Sayi %
Negatif 1363 65 1428
%99.9 %48.5 %95.3
Pozitif 2 69 71
%0.1 %51.5 %4.7
Supheli 0 2 2
1+ 0 28 28
2+ 2 18 20
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3+ 0 10 10

4+ 0 11 11

Toplam 1365 %100 | 134 %100 | 1499 %100

Kaltur sonuglari referans olarak alindiginda EZN boyama ydnteminin
duyarhihgr %51.5, 6zgullugu %99.9, pozitif prediktif degeri (PPD) %97.2,
negatif prediktif degeri (NPD) %95.4 olarak hesaplanmistir.

Kiltirde Greme olan 134 6rnegin LED FM ile 86’s1 (%64.2) pozitif, 48’i
(%35.8) negatif saptanmigtir. Tablo 4.4’de LED FM sonuglari kiltlr sonuglari
ile karsilastirmall olarak gosterilmistir. LED FM sonucu suUpheli olan 52

ornegin ve 2+ olan iki 6rnegin kultirinde ise Ureme olmamistir.

Tablo 4.4. LED FM sonuglarinin kiltlir sonuglariyla

karsilagtiriimasi

LED FM Kultur negatif Kultur pozitif Toplam
Sayi % Sayi % Sayi %
Negatif 1311 48 1359
%96 %35.8 %90.7
Pozitif 54 86 140
%4 %64.2 %9.3
Siipheli + 52 16 68
1+ 0 25 25
2+ 2 19 21
3+ 0 9 9
4+ 0 17 17
Toplam 1365 %100 | 134 %100 | 1499 %100

Kaltir sonuglarn referans olarak alindiginda LED FM’nin duyarliligi
%64.2 6zgulligu %96, PPD %61.4, NPD %96.5 olarak hesaplanmigtir. Tablo
4.5.’de her iki mikroskobik inceleme yonteminin performans degerleri

gosterilmisgtir.
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LED FM’nin performans degerlerinin

Tablo 4.5. EZN boyama ve
karsilagtirimasi
EZN LED FM
Duyarhhk %51.5 %64.2
Ozgiilliik %99.9 %96.0
PPD %97.2 %61.4
NPD %095.4 %96.5

Tablo 4.6’da EZN boyama ve LED FM sonuglari

karsilastiriimistir.

kantitatif olarak

Tablo 4.6. EZN boyama ve LED FM sonuglarinin kantitatif olarak

kargilagtiriimasi

LED
EZN Negatif | Stipheli | 1+ 2+ 3+ 4+ Toplam
Negatif 1357 64 5 2 0 0 1428
Siipheli |1 1 0 0 0 0 2
1+ 1 3 15 6 1 2 28
2+ 0 0 3 11 5 1 20
3+ 0 0 2 1 3 4 10
4+ 0 0 0 1 0 10 11
Toplam 1359 68 25 21 9 17 1499
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LED FM ile EZN sonuglar arasindaki uyum kappa istatistigi ile
degerlendiriimis ve sonug¢ 0.63 ile iyi duzeyde uyumu gostermigtir. LED FM
okuyucularinin  sonuglari arasindaki uyum da kappa istatistigi ile
degerlendirilmis ve sonug¢ 0.71 ile iyi derecede uyumu gostermigtir. LED FM
okuyucularindan birincisinin ortalama okuma suresi 104.5 + 35.6 saniye
olarak, ikincisinin ortalama okuma suresi 83.0 + 25.7 saniye olarak
hesaplanmistir. iki okuma siiresi arasindaki fark istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.01). EZN okuma suresi kronometre ile dizenli olarak
kaydedilememis olup ortalama okuma sidresi 300 saniye olarak kabul
edilmistir. LED FM okuma sureleriyle EZN okuma slresi arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01). LED FM icin ortalama
okuma suresi 94 saniye olarak alindiginda, isik mikroskobu ile okuma

suresine oranla %69 zaman tasarrufu saglanmistir.

Kullanilan boyalarin maliyetleri kargilagtirildiginda bir lam basina
ortalama maliyet EZN igin 0.22 TL, LED FM i¢in 0.09 TL olarak
hesaplanmigtir (1 USD=6,05 TL). Mikroskoplarin markalari ve donanimlarina
gore degisiklik gostermekle birlikte LED FM maliyeti ortalama 22.000 TL, 151k
mikroskobunun maliyeti ise ortalama 7000 TL’'dir. Maliyet analizinde diger
giderler (elektrik, su, mesai suresi ve personel giderleri gibi) dabhil

edilmemisgtir.

LED FM okuyucularina uygulanan anket sonuglarinda her iki okuyucu;
floresan boyama yonteminin kolay, inceleme suresinin kisa oldugunu, LED
FM ile mikroskobik incelemeyi kullanmak istediklerini ve mikroskopi
yontemlerinden birini tercih edecek olsalar LED FM'yi tercih edeceklerini

belirtmiglerdir.
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V. TARTISMA

Akciger tuberkulozunun tanisinda gunumuzde yaygin olarak
kullaniimakta olan molekuller testlere karsin balgamin 1sik mikroskobu
kullanilarak yapilan EZN boyali mikroskobik incelemesi halen degerini
korumaktadir. Bunun nedeni mikroskobik incelemenin kolay ve ucuz olmasi
ve 0Ornegin alindigi gun sonug¢ vermesidir. Ancak balgamda basilin
gorulebilmesi icin 6rnedin mililitresinde en az 5000 basil olmasi gerektiginden
duyarhhgr dusuktir. Konvansiyonel floresan mikroskopi ise EZN'den daha
duyarli olmakla birlikte yuksek maliyeti, civa buharli aydinlatma sistemi,
karanlk oda ihtiyaci ve UV 1sin maruziyeti gibi engellerden dolay! dusuk ve
orta gelirli Ulkelerde tercih edilmemektedir (4). Ek bir aparat ile isik
mikroskobuna uygulanabilen LED floresan mikroskoplar, KFM’lerin
dezavantajlarini gidermek amaci ile gelistiriimigtir. LED floresan mikroskoplar
KFM’lere oranla daha ekonomik, daha disik bakim gereksinimi olan, daha
az elektrik harcayan ve pille ¢galigabilen cihazlardir. LED ampullerin yari dmru
uzundur ve UV isini Uretmez. Ayni zamanda inceleme igin karanlik oda
gerekmez (4). Dunya Saglik Orgitii tarafindan 2009 yilinda LED FM’nin
tuberklloz tanisinda guvenilirligi arastinimis ve kaltir referans yéntem olarak
alindiginda LED FM’nin duyarlihdi %84, 6zgulligu %98 olarak belirlenmigtir
(4). LED FM, EZN mikroskobi ile kiyaslandiginda 6zgullukte herhangi bir
azalma olmadan duyarlilikta ortalama %6’lik bir artis gérlimustir. Ayrica
LED FM ile yapilan incelemenin EZN’ye gdére %50 daha kisa slrede
tamamlandigi belirtilmistir. Bu sonuglarin ardindan DSO 2011 yilinda LED
FM kullanimina iligkin bir politika yayinlamistir (4). Bu politikada LED FM’nin
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KFM'nin yerini almasi oOnerilmis ve LED FM'nin EZN boyali mikroskobik

incelemeye alternatif olabilecedi bildirilmigtir.

Dunyada oOzellikle olgu yuku yuksek olan ve direngli olgularin
bulundugu ulkeler bagta olmak Uzere birgok Ulkede 2004 yilindan sonra LED
floresan mikroskopinin  performansini  aragtiran c¢alisma yapimigtir.
Ulkemizde ise tiuberkiiloz tanisinda KFM ile EZN boyama ydntemini
karsilastiran calismalara rastlanmakla birlikte bir tez calismasi disinda LED
FM ile ilgili yayinlanmis &6zgin bir arastirma yoktur. Bu nedenle
arastirmamizin ulkemizde dglncu duzey hizmet veren bir Gniversite
hastanesi laboratuvarinda akciger tuberkilozu tanisinda LED FM’nin

performansini arastirmasi agisindan énemli oldugunu distinmekteyiz.

Arastirmamizda LED FM, EZN boyama yéntemine oranla %12.7 daha
duyarli bulunmustur. Ozgulligi ise %96 ile EZN’ye gore %3.9 daha disiktr.
Yapilan caligmalarda da LED FM'nin duyarliigi EZN’ye gore daha yuksek
bulunmustur. Bu konuda yapilan bir meta-analizde 2000-2014 yillari arasinda
yayinlanan c¢aligmalar 11 veri tabani kullanilarak arastiriimig ve 12 calisma
degerlendirmeye alinmistir (30). Kultirin referans olarak alindigi bu
calismalarda LED FM’nin havuzlanmis duyarllik degeri %66.9, 6zgulluk
degeri %96.1 olarak bulunmustur. HIV pozitif bireylerde ise duyarlihgin %53’e
dustugu bildirilmigtir. Floresan mikroskopi yontemlerinde duyarliigin daha
yuksek olmasinin bir nedeni mikobakterilerin hicre duvarinda yer alan
mikolik asitin karbol fuksine oranla florokrom boyalari daha iyi absorbe
etmesi, bu nedenle hasar gormus basiller dahil daha fazla sayida basilin
boyanabilmesidir. Duyarhiligi artiran bir baska neden ise, LED FM'de
basillerin parlak gorinumunden dolayi teknisyenlerin daha ¢ok basili gortp
taniyabilmeleridir (31). LED FM, KFM ve EZN boyama ydntemlerini
kargilastiran ilk galisma 2008 yilinda yayinlanmigtir (32). Bu arastirmada
toplam 221 balgam érnegi degerlendirilmistir. Orneklerin %16’sinda kdltirde
dureme olmustur. LED FM’nin duyarlihdr %84.7, 6zgulligu %98.9, KFM’nin
duyarlihgr %73.6, 6zgulligu %99.8, EZN boyamanin duyarhligi %61.1 ve
Ozgulligu %98.9 olarak bulunmustur. Ayrica LED FM ile %61 zaman
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tasarrufu sagladigi bildirilmistir. Bu ¢alismanin ardindan 6zellikle olgu yuku

yuksek olan, direng sorunu yasanan ve HIV ile komorbid olgularin fazla

oldugu Afrika Ulkeleri, Hindistan, Cin, Etiyopya gibi Asya ulkelerinden

arastirmalar bildirilmistir.

Olgu yUkd en ylUksek Ulkeler arasinda olan

Hindistan‘da 2012 yilinda Ulusal Tuberkuloz Kontrol Programi geregi 200

mikroskopi laboratuvarinda LED FM’ye gegcilmigtir. Bir yil iginde TB 6n tanili

hastalarda EZN pozitifligi oraninda degisiklik olmazken LED FM pozitifliginde

%30 artis gozlenmigtir (33). Tablo 5.1’de bu arastirmalardan bazilarinin

sonuglari 6zetlenmistir.

Tablo 5.1. LED FM’nin bazi calismalardan elde edilen performans

degerleri

LED FM EZN
Arastirma (referans) | Ornek Duyarliik | Ozgiilliik | Duyarlihk | Ozgiilliik
Albert H et al. 2010 1394 balgam %67.9-71.7 | %95.3-99.2 | %62.3 %98.4
Uganda (34)
Khatun Z et al, 2011 150 balgam %95.3 %94.1 %56.1 %97.6
Banglades (35)
Cattamanchi A et al, 233 balgam %64.0 %97.0 %56.0 %97.0
2011 Uganda (36)
Whitelaw A et al, 2011 354 balgam %46.0 %39.0
Guney Afrika (37)
Bhalla M. et al, 2013 200 balgam %83.1 %82.4 %81.6 %83.5
Hindistan (38)
Chaidir L et al, 2013 660 balgam %75.5 %90 %54.9 %96.6
Endonezya (39)
Imaz M et al, 2017 6968 solunum | %87.7 %99.9 %76.3 %99.9
Arjantin (40) ornegi
Gizaw W et al, 2019 346 balgam %71.8 %44.5
Etiyopya (41)
Bu arastirma, 2020 1499 solunum | %64.2 %96.0 %51.5 %99.9
Manisa, Turkiye ornegi
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Buna karsin LED FM'nin EZN ile incelemeye gore taniya katkisinin
olmadigint bildiren c¢alismalar da vardir (42). Ruanda’da yapilan bir
arastirmada dort orta dlzey ve dort periferik laboratuvarda toplam 648 6rnek
her iki yontemle ve Xpert ile degerlendiriimistir (42). EZN’nin duyarlihgi
periferik laboratuvarlarda %55.1 iken, LED FM’nin %37 olarak buliunmustur.
Orta duzey laboratuvarlarda ise bu oranlar sirasi ile %58.3 ve %62.5'tur.
Xpert'in taniya katkisi ise %32 olarak belirlenmigtir. Bu nedenle LED FM’nin
EZN incelemeye ustunligu olmadigr bildiriimistir. Arastirmamizda LED
FM’nin duyarliligi %64.2, EZN boyama yonteminin duyarlihg %51.5
bulunmustur. Bu degerler yukarida verilmis olan ¢alismalardan elde edilen
sonuglara benzer veya daha dusuktir. Diyarbakirda Dicle Universitesi Tip
Fakultesi’nde yapilan bir uzmanlik tezi arastirmasinda da kultir altin standart
alinarak 758 klinik 6rnek LED FM ve EZN ile degerlendiriimigtir. EZN boyama
yontemi ve LED FM igin duyarlilik ve 6zgullukler sirasiyla %49.02, %99.85 ve
%64.7, %96.3 olarak saptanmistir (43). Bu degerler bizim sonuglarimiza
benzerlik gostermektedir. Mikroskobik incelemenin duyarliigini etkileyen
bircok faktor vardir. Calisilan populasyondaki hastalik prevalansi, ¢alisma
yontemi, hastalarin klinik tablosu ve degerlendiren kisinin deneyimi bu
faktorler arasindadir. Calismalarin ¢odu yuksek olgu yuku olan ulkelerde
yapllmistir. Ulkemizde TB insidansi DSO 2019 raporuna gdre yiz binde
16’dir (1). Bu oran Hindistan’da ylz binde 199, Uganda’da yliz binde 200,
Bangladeg’te yuz binde 221°dir. Arastirmamizda her iki yontemin 6zgullik
degerleri benzer (%99.9 ve %96.0) ve literatir sonuglar ile uyumlu
bulunmustur. Calistigimiz 6rnek sayisi bildirilen c¢alismalarin ¢godundan
fazladir. Bu nedenle elde ettigimiz performans degerlerinin tlkemiz verisi

olarak 6nemli oldugunu disinmekteyiz.

Arastirmamizda mikroskobik inceleme sonuglari kantitatif olarak
degerlendirilmigtir. Kantitatif degerlendirme sonuglari her iki ydntem arasinda
uyumlu bulunmustur. Ancak supheli sonuglar agisindan iki yontem arasinda
belirgin bir fark vardir. EZN incelemede sadece iki 6rnekte supheli sonug
verilmis ve bu érneklerin kiltirinde Greme olmustur. LED FM de ise supheli

sonu¢ verilen ornek sayisi 68’dir. Bu oOrneklerin 16’sinda kultirde Ureme
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olmustur. Diinya Saglik Orglitii Stop TB Partnership tarafindan 2013 yilinda
yayinlanan Tuberkuloz Tanisinda Balgam Mikroskobisi El Kitabinda floresan
mikroskopi ile sUpheli pozitif saptanan yaymalarin EZN ile tekrar
boyanmamasi gerektigi vurgulanmistir (44). Bu nedenle arastirmamizda LED
FM ile stupheli pozitif yaymalar tekrar boyanmamistir. Mikroskobik inceleme
sonucunun supheli pozitif olmasi 6rnekteki basil yukinin dusuk olmasina
badli olabildigi gibi yanlis pozitifige de bagl olabilir. Basil yiklu dusuk olan
HIV pozitif hastalarda LED FM’nin duyarliliginin daha yuksek oldugunu
bildiren arastirmalar vardir. Hindistan’da HIV ile enfekte akciger TB kuskulu
hastalarda yapilan bir arastirmada 800 balgam 6rnegi incelenmis, 130 6rnek
LED FM ile, 33 érnek EZN ile pozitif bulunmustur (45). Kiltir altin standart
alinarak LED FM in duyarlihdi %67.5, 0&zgullugu %88.7 olarak
hesaplanmigtir. Arastirmada kultir negatif, LED FM supheli pozitif 78 hasta
bulunmustur. Bu olgulardan 15'i antitiberkuloz tedaviye yanit vermis ve tani
TB olarak dogrulanmistir. Hindistan’da yapilan geriye doénuk bir kohort
calismada da 2011-2012 yillarinda LED FM’nin kullanima girmesi ile
periferdeki mikroskopi laboratuvarlarinda supheli sonu¢ sikliginda %9 artis
oldugu bildirilmigtir. (46). Arastirmamizda 52 6rnekte LED FM supheli pozitif,
kaltar negatif bulunmustur. LED FM ile yanhs pozitif sonu¢ alinmasinin bir
nedeni ornekteki inorganik materyallerin florokrom boya ile boyanmalari
olabilir. Bu sonug testin 6zgulligunu etkilemektedir. Ancak arastirmamizda
yanls pozitif ornek sayisinin beklenenden fazla olmasinin en o6nemli
nedeninin okuyucularin LED FM konusunda deneyimlerinin az olmasina bagl
oldugunu dusinmekteyiz. Floresan mikroskoplar ile yanlis pozitif sonuclarin
alinabilecegi ve bu nedenle okuyucularin deneyimlerinin 6nemli oldugu
vurgulanmaktadir (40, 47). Arjantin’de yapilan bir arastirmada daha 6nce
KFM konusunda deneyimi olmayan TB laboratuvari ¢alisanlari LED floresan
mikroskop konusunda egitim programina alinmig ve yeterlilikleri
degerlendirilmistir (40). Arastirmada teknisyenler énce g glin teorik ve teknik
bilgi almig, daha sonra iki ay kendi laboratuvarlarinda egitmen olmaksizin
ornekleri hem EZN hem de LED FM ile incelemislerdir. Performansi iyi

bulunan teknisyenler iglincli asamada kér egitim ile izlenmistir. ik ti¢ glnliik
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egitim sonrasi panel sonuglari teknisyenlerin %70’nin yanhs pozitif sonug
verdigini gostermistir. Diger iki egitim doneminde ise yanlis pozitif sonuglarda
anlamli azalma oldugu gézlenmig, duyarliik %96.8, 6zgullik %99.8’e
ulasmistir. Yeterli performans degeri icin glinde en az g, yilda en az 750
ornegin incelenmesinin  gerekli oldugu gosterilmistir. Arastirmamizda
deneyim eksikliginin giderilmesi amaci ile her iki okuyucu arastirma
baslamadan once florokrom boyama ve LED floresan mikroskop kullanimi
icin iki hafta sureli egitim almistir. Arastirmacilarin okuma sureleri arasinda
anlaml fark bulunmakla birlikte arastirma sonunda her iki okuyucunun
sonuglart uyumlu bulunmustur. Ancak LED FM ile supheli pozitif sonuglarin
fazla bulunmasi iki haftalik egitim slresinin bizim laboratuvarimiz gibi 6érnek
sayisi az olan laboratuvarlar igin yeterli olmadigini, egitim suresinin
uzatilmasi ile supheli pozitif sonuglarin sayisinda azalma olabilecegini

dusundurmektedir.

Arastirmamizda LED FM igin okuma slresi ortalama 94 saniye, EZN
inceleme icin 300 saniye bulunmus, LED FM ile %69 zaman tasarrufu
saglandigi gortuimistir. inceleme suresinin kisa olmasi LED FM’nin énemli
avantajlarindan biridir. Diinya Saglik Orgiti de yayinladigi politikada LED
FM’nin %50 daha hizli sonug verdigi bildirilmistir (4). Hindistan’da yapilan bir
arastirmada EZN inceleme suresi bes dakika iken, LED FM’nin iki dakika
oldugu bildirilmistir (38).

Her iki inceleme yodnteminin maliyetleri degerlendirildiginde LED
floresan mikroskop 1sik mikroskobuna oranla yaklasik U¢ kat daha pahali
bulunmustur. Boyalarin maliyetleri kargilagtirildiginda ise lam basina
ortalama maliyet florokrom boya igin 0.09 TL, EZN igin 0.22 TL’dir.
Arastirmada florokrom boyanin ticari kitler yerine laboratuvar yapimi olarak
kullaniimasi maliyeti belirgin dlgide dusturmustir. Glney Afrika’da yapilan bir
arastirmada da maliyetler lam basina EZN igin 2.10 USD, LED FM igin 1.63
USD olarak bulunmustur (37). LED floresan mikroskoplarin daha pahali
olmasi tuberkuloz laboratuvarlarinda kullanimini  kisitlayabilir.  Ancak

KFM’lere oranla daha ucuz olmasi ve kullanim avantajlari dikkate alinmahdir.
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Ayrica LED floresan mikroskoplarin TB tanisi diginda malarya,
tripanozomiyaz ve koksidiyoz gibi hastaliklarin tanisinda da kullanilabilmesi
entegre laboratuvarlar igin avantaj olusturmakta ve maliyet etkinlige katki
saglamaktadir (48). Tayland’da yapilan kapsamli bir maliyet etkinlik
analizinde, bina ve personel giderleri, cihaz ve ekipmanlar, sarf
malzemelerinin tUmU analize dahil edilmis ve sonugta LED FM’nin maliyeti
1.03 USD, EZN’nin maliyeti 1.16 USD olarak hesaplanmistir (49). LED
FM’nin kullanici dostu olmasi da 6énemli bir avantaj olarak bildiriimektedir
(50). Mikroskobun acildigi anda kullanilabilmesi, sik bakim gerektirmemesi,
pille calisabilmesi, karanlik oda gerektirmemesi, inceleme suresinin kisa
olmasi kullanicilar igin tercih nedeni olmaktadir. Arastirmamizda
uyguladigimiz anket sonuglari da EZN inceleme yerine LED FM ydnteminin

tercih edilecegini gostermistir.

Sonug¢ olarak arastirmamizda akciger TB tanisinda LED FM’nin
duyarlligi EZN incelemeye gore %12.7 fazla bulunmustur. Arastirmamizda
LED FM duyarliigi bazi g¢alismalardan dasuk bulunmustur. Calisilan
populasyondaki hastalik prevalansi, c¢alisma yontemi, hastalarin klinik
tablosu ve degerlendiren kisinin deneyimi bunu etkilemis olabilir.
Arastirmamizda LED FM ile suUpheli pozitif sonu¢ orani beklenenden
yuksektir. Okuyucularin LED FM konusunda deneyimsiz olmasi bu konuda
etkili olabilir. Bu nedenle LED FM’nin rutin kullanima girmeden Once
kullanicilarin en az iki ay sureli egitim almalari gerektigi dusunulmustur. LED
FM ile okuma suresi EZN'den daha kisa bulunmus, %69 zaman tasarrufu
saglanmistir. LED floresan mikroskoplar isik mikroskoplarindan daha pahali
olmakla birlikte olgu yuklu yuksek olan laboratuvarlarda kullaniimalari
durumunda maliyet etkin olabilirler. Arastirmalarda bir teknisyenin uygun
sekilde gunde ancak 30-40 EZN incelemesi yapabileceg@i bildirilmistir (47).
Floresan mikroskop kullanildiginda ise bu sayr 100°Un Uzerindedir. Bu
nedenle olgu yukud dusuk olan ulkemizde LED FM’nin Oncelikle gogus
hastaliklari hastanelerinin laboratuvarlarinda ve buyudk &lgekli diger

laboratuvarlarda kullaniminin yararli olacagi dusunulmustur.
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VI. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug¢ olarak arastirmamizda akciger TB tanisinda LED FM’nin
duyarlligi EZN incelemeye gore %12.7 fazla bulunmustur. Aragtirmamizda
LED FM duyarhiigi bazi g¢alismalardan duasuk bulunmustur. Calisilan
populasyondaki hastalik prevalansi, c¢alisma yontemi, hastalarin klinik
tablosu ve degerlendiren kisinin deneyimi bunu etkilemis olabilir.
Arastirmamizda LED FM ile suUpheli pozitif sonu¢ orani beklenenden
yuksektir. Okuyucularin LED FM konusunda deneyimsiz olmasi bu konuda
etkili olabilir. Bu nedenle LED FM’nin rutin kullanima girmeden once
kullanicilarin en az iki ay sureli egitim almalari gerektigi dustinulmastaur. LED
FM ile okuma suresi EZN’den daha kisa bulunmus, %69 zaman tasarrufu
saglanmistir. LED floresan mikroskoplar isik mikroskoplarindan daha pahali
olmakla birlikte olgu yUkd yUksek olan laboratuvarlarda kullaniimalari
durumunda maliyet etkin olabilirler. Bu nedenle olgu yuki dusuk olan
ulkemizde LED FM'nin oOncelikle gogus hastaliklari hastanelerinin
laboratuvarlarinda ve buyuk olgekli diger laboratuvarlarda kullaniminin yararl

olacagi dusunulmasgtar.
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VIl. OZET

TUBERKULOZ TANISINDA LED FLORESAN MIKROSKOPININ
PERFORMANSININ DEGERLENDIRILMESI

Amag: Projenin amaci akciger tuberkulozu kugskusu olan hastalarin
solunum yolu orneklerinin  mikroskobik incelemesinde LED floresan
mikroskopi (LED FM) ile Erlich Ziehl Nelseen (EZN) boyama ydntemini
kargilastirmak ve kuiltir sonuglari referans alinarak LED FM'’nin
performansini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmada Subat 2018-Aralik 2019 déneminde
Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Tuberkiiloz
Laboratuvarinda akciger tuberkulozu 6n tanili hastalardan alinan solunum
yolu Ornekleri incelenmigtir. NALC-NaOH yontemi ile islenen dOrneklerden
ikiser yayma hazirlanmis ve yaymalar iki okuyucu tarafindan kor olarak hem
EZN hem de LED FM ile incelenmistir. Performans degerlendirmesinde kultir
sonuglari referans alinmistir.

Bulgular: Arastirmada 1499 solunum yolu 6rnedi degerlendirilmistir.
Orneklerin 134’Unlin (%8.9) kiltirinde mikobakteri Gremistir. Kiiltir sonuglari
referans alindiginda LED FM’nin duyarlihdr %64,2, 6zgulligld %96, pozitif
prediktif degeri %61.4 ve negatif prediktif degeri %96.5 bulunmustur. EZN
yonteminin duyarhhdi ise %51.5, 6zgullugu %99.9, pozitif prediktif degeri
%97.2 ve negatif prediktif degeri %95.4'dir. Ancak LED FM'de yayma
supheli, kultir negatif (54/1365) sonuglar EZN’den (0/1365) anlamh olarak
yuksek bulunmustur. Bunun nedeninin okuyucularin deneyim eksikligine
badli oldugu diusunulmustar. LED FM inceleme slresi %69 zaman tasarrufu
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saglanmistir. LED floresan mikroskoplarin maliyetleri yliksek olmakla birlikte
florokrom boyama maliyeti EZN boyama yodnteminden ucuz bulunmustur.
Okuyucular arasindaki uyum iyi derecede bulunmus ve okuyuculara yapilan
anket sonucu rutin incelemede LED FM tercih edilebilecegi belirlenmistir.

Sonug: LED FMnin duyarhihg EZNden %12.7 daha ylksek
bulunmustur. Ancak yanlis pozitif sonu¢ oraninin yiksek olmasi nedeni ile
LED FM’nin okuyuculara gerekli egitim verildikten sonra kullanima girmesi
gereklidir. LED FM'nin Ulkemizde buyuk Olgekli laboratuvarlarda
kullanilmasinin maliyet etkin olacagi dugunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Tuberklloz, tani, LED floresan mikroskopi,
florokrom boyama, karbol fuksin boyama, kultur
VIII. INGILiZCE OZET

EVALUATION OF THE PERFORMANCE OF LED FLUORESCENT
MICROSCOPY IN DIAGNOSIS OF TUBERCULOQOSIS

Aim: The aim of the Project is to compare of the results of LED
fluorescent microscopy (LED FM) and Erlich Ziehl Nelseen (EZN) staining in
the examination of the respiratory specimens and to evaluate the
performance of LED fluorescent microscopy with culture.

Materials and Methods: In the study, the respiratory specimens
obtained from patients prediagnosed with pulmonary tuberculosis were
examined in the Tuberculosis Laboratory of Manisa Celal Bayar University
Hafsa Sultan Hospital between February 2018 and November 2019. Two
smears from each specimen processed with NALC-NaOH method were
prepared and they were evaluated both EZN and LED FM by blind readers.
The results of culture were used as reference for determination of the
performance of LED FM.

Results: In the study 1499 respiratory specimens were evaluated with
LED FM. Mycobacteria were grown in the culture of 134 specimens (8.9%).
When the culture was accepted as reference method, the sensitivity,
specificity, positive predictive value and negative predictive value of LED FM
were found as 64.2%, 96%, 61.4% and 96.5%, respectively. However scarce
positive-culture negative results (54/1365) with LED FM were obtained
significantly higher than the results with EZN (0/1365). The reason of this
was thought to be due to the lack of the experience of the readers. The
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reading time of LED FM was 69% time saving. While the costs of LED
fluorescent microscopes are high, the cost of fluorescent stains found to be
cheaper than the EZN staining method. The consistency between the
readers was found to be good and it was determined that LED FM could be
preferred in routine examination as a result of the survey conducted to the
readers.

Conclusions: The sensitivity of LED FM was found 12.7% higher than
the sensitivity of EZN. However, because of the high rate of false positive
results, the introduction of LED-FM should be accompanied by appropriate
training of the readers. It is also thought that the use of LED FM will be cost-
effective in large-scale laboratories in our country.

Key words: Tuberculosis, diagnosis, LED fluorescence microscopy,
fluorochrome staining, carbol fuchsin staining, culture
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