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OZET

AKCIiGER TUBERKULOZLU HASTALARDA PCR
YONTEMIYLE DISKIDA MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
KOMPLEKS DNA’SININ VARLIGININ ARASTIRILMASI

TIBBI MiKROBIYOLOJI ANABILIM DALI, UZMANLIK TEZI,
GAZIANTEP, 2024

Amag: Tiberkiiloz tiim diinyada en c¢ok Oliime neden olan enfeksiydz kaynakl
hastaliklarin basinda gelmektedir. Bu sebeple kisilerin tedaviye erken baslamasini
saglamak ve hastaligin yayilmasin1 6nlemek i¢in erken tam1 ¢ok onemlidir. Tanida
balgam en sik kullanilan 6rnektir. Fakat her hasta rahatlikla balgam ¢ikaramamaktadir.
Ozellikle ileri yastaki hastalar, ndrolojik defisiti olan hastalar ve gocuklar balgam
iretebilse bile bunu rahatlikla ¢ikaramamaktadir. Balgam ¢ikaramayan hasta
gruplarinda invaziv yontemlerle farkli 6rnekler alinabilse de bu durum hem hasta i¢in
travmatik hem de maliyetlidir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2022 yilindan beri
cocuk ve adolesanlarda diski 6rneginin akciger tiiberkiilozunda tanisal bir 6rnek olarak
kullanilmast 6nerilmektedir. Calismamizda eriskin akciger tiiberkiilozlu hastalarin
diskisi PCR yontemiyle degerlendirilerek M. tuberculosis kompleks DNA’s1
arastirilmis ve diskinin akciger tliberkiilozu tanisinda 6rnek olarak kullanilabilmesi
degerlendirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Goglis Hastaliklar1 poliklinigine basvuran tiiberkiiloz 6n tanil1 20 hasta ve
saglikli 20 goniillii calismaya dahil edilmistir. Hasta ve sagliklilarin balgam ve diski
ornekleri toplanmistir. Balgam ornekleri ARB, kiiltiir ve Xpert MTB/RIF Ultra ile
degerlendirilmis, diski Ornekleri ise sadece Xpert MTB/RIF Ultra ile
degerlendirilmistir.

Bulgular: Saglikli goniillilerin ARB, balgam kiiltiir, balgam PCR ve digki PCR
sonuglar1 degerlendirildiginde tamami negatif olarak saptandi. Hasta goniilliilerin
tamaminin balgam PCR sonucu pozitif bulundu. Hastalardan % 40’mnin (n:8) balgam
ARB sonucu pozitif, kalan % 60’1in balgam ARB sonucu negatif saptandi. Hastalarin
% 85’inin balgam kiiltiir sonucu pozitif, kalan %15’inin ise negatif degerlendirildi.
Hastalardan % 10’u disinda tamaminin (n:18) diski PCR sonucu pozitif saptandi.
Hastalardan % 15’inin balgam kiiltiir sonucu negatif olmasina ragmen balgam PCR
sonucu pozitifti. Ayni hastalardan ikisinin disk1 PCR sonucu da pozitifti. Bir hastanin
ise balgam PCR ve kiiltiir sonuglar1 pozitif olmasina ragmen disk1 PCR sonucu negatif
saptandi. Balgam kiiltiir sonucu referans olarak kabul edildiginde diski PCR testinin
duyarliligt % 94,1, ozgilligi % 91,3, pozitif prediktif degeri % 88,8 ve negatif
prediktif degeri % 95,4 seklinde hesaplanda.

Sonug: Calismamizda elde ettigimiz verilere gore digki balgam 6rnegi veremeyen
akciger tiiberkiilozlu hastalarda basilin tespit edilebilecegi bir 6rnek olarak akla
gelmelidir.

Anahtar Kelimeler: Tiiberkiiloz, Xpert MTB/RIF Ultra, diski

Calisma TF.UT.23.12’nolu Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri’nin
destegi ile yapilmustir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS COMPLEX DNA IN STOOL BY PCR METHOD
IN PATIENTS WITH PULMONARY TUBERCULOSIS

MEDICAL MICROBIOLOGY DEPARTMENT,
SPECIALIZATION THESIS, GAZIANTEP, 2024

Aim: Tuberculosis is one of the leading infectious diseases that cause the most deaths
all over the world. For this reason, early diagnosis is very important to ensure that
people start treatment early and prevent the spread of the disease. Sputum is the most
commonly used example in diagnosis. But not every patient can easily remove sputum.
Especially elderly patients, patients with neurological deficits and children, even if
they can produce sputum, they cannot easily remove it. Although different samples
can be taken by invasive methods in groups of patients who cannot expectorate, this
situation is both traumatic and costly for the patient. It is recommended by the World
Health Organization to use stool sample as a diagnostic sample for pulmonary
tuberculosis in children and adolescents since 2022. In our study, the stool of adult
patients with pulmonary tuberculosis was evaluated by PCR method. M. tuberculosis
complex DNA has been investigated and it has been evaluated that feces can be used
as an example in the diagnosis of pulmonary tuberculosis

Material and Method: 20 patients with a preliminary diagnosis of tuberculosis and
20 healthy volunteers admitted to the Pulmonology outpatient clinic of Gaziantep
University Sahinbey Research and Application Hospital were included in the study.
Sputum and stool samples of sick and healthy people were collected. Sputum samples
were evaluated with ARB, culture and Xpert MTB/RIF Ultra, while stool samples were
evaluated only with Xpert MTB/RIF Ultra.

Results: When the ARB, sputum culture, sputum PCR and stool PCR results of
healthy volunteers were evaluated, all of them were found to be negative. The sputum
PCR result of all patient volunteers was found to be positive. The sputum ARB result
of 40% of the patients was positive, and the sputum ARB result of the remaining 60%
was negative. Sputum culture results of 85% of the patients were evaluated positively
and the remaining 15% were evaluated negatively. All but 10% of the patients (n:18)
had positive stool PCR results. Although the sputum culture result of 15% of the
patients was negative, the sputum PCR result was positive. The stool PCR result of
two of the same patients was also positive. Although the sputum PCR and culture
results of one patient were positive, the stool PCR result was negative. When the
sputum culture result was accepted as a reference, the sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value of the stool PCR test were calculated as
94.1%, 91.3%, 88.8% and 95.4% respectively.

Conclusion: According to the data obtained in our study, stool should be considered
as a sample in which bacilli can be detected in patients with pulmonary tuberculosis
who cannot provide a sputum sample.

Key words: Tuberculosis, Xpert MTB/RIF Ultra, stool

The study was conducted with the support of Gaziantep University Scientific Research
Projects numbered TF.UT.23.12
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LAM : Lipoarabinomannan

LAMP : Loop-mediated isothermal amplification
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LOD : Limit of Detection

LPA : Line prob assay

MGIT : Mycobacterium Growth Indicator Tube
MIRU : Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
MIK : Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

ml : Mililitre

MTBK : Mycobacterium tuberculosis kompleksi
NALC : N-Asetil-L-Sistein

NaOH : Sodyum hidroksit

NPD : Negatif Prediktif Deger

OADC : Oleik asit-Albiimin-Dekstroz-Katalaz

OSF : Optimized Sucrose Flotation-Optimize Edilmis Siikroz Yiizdiirme
PANTA : Polimiksin B -Azlosilin-Trimetoprim-Amfoterisin B
PCR : Polymerase Chain Reaction-Polimerize Zincir Reaksiyonu
PNB : Paranitrobenzoik asit

PPD : Purified Protein Derivative-Safrastirilmis Protein Tiirevi
PPD : Pozitif Prediktif Deger

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism

RIF : Rifampisin
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: Sodyum Polianetol Siilfonat

: Tiberkiiloz

: Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteriler
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1. GIRIS VE AMAC

Tiiberkiiloz hastalifina akciger tiiberkiilozlu hastalarin hava yoluyla ortama
yaydigit Mycobacterium tuberculosis kompleksi neden olmaktadir (1). Diinya
niifusunun yaklasik olarak dortte birinin tiiberkiiloz (TB) ile enfekte oldugu tahmin
edilmektedir (2). Ancak mikroorganizma ile karsilasan herkes hastalik ge¢irmemekte,
kisilerin cogunda basil viicuttan temizlenmektedir (3, 4). Her y1l TB hastalig1 gelisen
kisilerin % 90’11 yetiskinler olusturmakta olup erkekler kadinlara oranla TB

hastaligina daha fazla yakalanmaktadir (1).

TB onlenebilir ve genellikle de tedavi edilebilir bir hastalik olmasina ragmen
2022 yilinda, tim diinyada tek bir enfeksiy6z ajandan 6liim nedeni olarak koronavirtis
hastaligi (COVID-19) sonrasi ikinci sirada yer almaktadir. Bununla birlikte 2022
yilinda Human Immunodeficiency Virus (HIV) sebebiyle 6len kisi sayisinin neredeyse
iki kat1 sayida 6liime neden olmustur (1). Yilda tahmini olarak 10 milyon kisi TB
hastaligina yakalanirken tedavi edilmediginde bu hastalik nedeniyle gerceklesen
Olimler yaklasik % 50 gibi yiiksek bir orana karsilik gelmektedir (5). Ancak

giiniimiizde uygulanan tedavilerle hastalarin yaklasik % 85’inde kiir saglanmaktadir

(1).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére 2022 yilinda diinya genelinde yeni
tan1 alan kisi sayisi 7,5 milyona ulasirken bu say1 kiiresel tiiberkiiloz verilerinin
izlemeye baglandig1 1995 yilindan beri ulastig1 en yiiksek say1 olmustur. Bu duruma
muhtemelen COVID-19 sebebiyle saglik sisteminde yasanan aksakliklar sebebiyle
olusan hasta sayisindaki birikim neden olmustur. Bunun yaninda yine DSO verilerine
gore 2022 yilinda yaklastk 1,3 milyon kisi TB hastaligi sebebiyle hayatini
kaybetmistir. Bu say1 ise 2020 ve 2021 yillarina gore gerileyerek 2019 seviyesine geri

donmiistiir (1).

TB enfeksiyonunun en sik goriilen formu olan akciger tiiberkiilozunun
tanisinda balgam kiiltiirlinde TB basilinin iiretilmesi altin standart yontemdir (1).
Ancak kiiltiiriin sonuglanma siiresi alt1 haftaya kadar uzayabilmektedir (6). Bunun

aksine Polimerize Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi birkag saat gibi kisa bir stirede,



% 60 ile % 100 arasinda degisen bir duyarlilikta, balgamda tiiberkiiloz basilinin
varligini saptayabilmektedir (7-11). Fakat 6zellikle immiin yetmezlikli hastalarda
yeterince balgam iiretimi olmamaktadir. Cocuklar, ileri yastaki hastalar, nérolojik
defisiti olan hastalar gibi bir grup hasta balgam iiretebilse bile bunu rahatlikla
¢ikaramamaktadir. Bu durumlarda tani konamadigi i¢in tedavide gecikmelere ve

hastaligin daha fazla kisiye yayilmasina sebep olmaktadir (12).

Solunum salgilarinin bir kismi fizyolojik olarak yutulmaktadir (13). Yutulan
salgilardaki tiiberkiiloz basili aside direngli oldugu ic¢in mide sivisinda ve
gastrointestinal sistemde saptanabilmektedir (14). Bu sebeple balgam veremeyen
hastalardan solunum yolu 6rnekleri bazi invaziv yontemlerle, nazofaringeal aspirat,
bronkoalveolar lavaj veya aclik mide suyu seklinde alinabilmektedir (15). Fakat bu
orneklerin elde edilmesi hem hasta i¢in travmatik hem de maliyetli olabilmektedir.
Bununla birlikte gastrointestinal sisteme gegen ve agizdan aldigimiz maddelerle
karisan bu salgilar digk ile viicuttan atilmaktadir. Digki 6rnegi hem maliyetsizdir hem
de noninvaziv bir sekilde elde edilebilmektedir. Bu nedenle diski 6rnegi de balgam
ornegi veremeyen akciger tiiberkiilozlu hastalarda basilin genetik materyalinin tespit
edilebilecegi bir drnek olarak kullanilabilmektedir (13). DSO akciger tiiberkiilozlu
cocuklarda ve addlesanlarda digki 6rneginde PCR yonteminin tiiberkiiloz basilinin
saptanmasinda kullanilmasini 2022 yilinda yayimlanan Konsolide Tiiberkiiloz Rehberi

(modiil 5)’nde 6nermektedir (16).

Calismamizin amaci yetiskin popiilasyonda, akciger tiiberkiilozlu ve saglikli
gruplardan alinan digki 6rneklerinin PCR yontemiyle calisilarak diskinin akciger
tiiberkiilozu tanisinda gecerli bir 6rnek olup olamayacagini degerlendirmektir.
Literatiir tarandiginda bu alanda Tiirkiye’de yapilan herhangi bir ¢alisma mevcut
degildir. Bu sebeple calismamiz {ilkemizde akciger tiiberkiilozlu hastalarda PCR
yontemiyle diskida M. tuberculosis kompleks DNA’sinin varligini arastiran ilk

calisma olmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mikobakteriler fakiiltatif aerop, sporsuz, hareketsiz ve katalaz aktivitesi pozitif
bakterilerdir. Hafif kivrik veya diizgiin ¢omak yapisinda, dallanabilen, 1,0-10 um
boyunda, 0,2-0,6 um eninde olan hiicre i¢i yasayabilen basillerdir (17). Mikobakteriler

Actinomycetales takimi igerisinde yer alan Mycobacteriaceae ailesinin tek tiyesidir

(18).

Mycobacterium cinsi iginde 2019 yili itibariyle 200°den fazla tiir
tanimlanmistir (19). Bu tiirler arasinda patojen, firsatg1 patojen ve patojen olmayan
(saprofit) mikobakteriler bulunmaktadir. Patojen mikobakteriler, TB ve lepra gibi
hastaliklara neden olan mikroorganizmalar olarak ikiye ayrilmaktadir. TB'ye neden
olan mikobakteriler, M. tuberculosis kompleksi (MTBK) ad1 verilen bir grup i¢inde
siiflandirilir. Bu grup icinde yer alan tiirler sunlardir: M. tuberculosis, M. bovis, M.
bovis BCG, M. caprae, M. canetti, M. microti, M. africanum, M. pinnipedi, M. mungi
ve M. orygis (20-22).

Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi diger bakterilerin hiicre duvar yapisindan
farklidir. Mikobakterilerin lipidden zengin kompleks hiicre duvar yapisi bakterinin
karakteristik ozelliklerinin biiylik boliimiinden sorumludur. Hiicre duvari1 Gram
boyamada kullanilmakta olan basit anilin boyalar1 ile boyanmaz. Basiller bir kere
boyandiklarinda asit soliisyonlari ile boyalarini birakmazlar bundan dolay1 “aside
direngli basil (ARB)” olarak adlandirilmislardir (23). Aside direncgli boyanma 6zelligi
mikobakteriler  disinda  Rhodococccus,  Nocardia, Legionella  micdadei,
Cryptosporidium ve Isospora gibi mikroorganizmalarda da bulunmaktadir. Ancak bu
bakteriler mikobakterilerle kiyaslandiginda daha kisa mikolik asit zincirine sahiptirler
ve daha agik renkli boyanmaktadirlar. Bu sebeple bu tiirler kismi aside direngli olarak
da nitelendirilmektedirler (24). Mikobakterilerin ikiye boliinme stireleri 18 saattir, bu
nedenle uygun sicaklikta kolonilerin goriilmeye baslamasi ortalama olarak 2-60 giin
stirmektedir. Bu da MTBK kiiltiir incelemesinin diger bakterilerle kiyaslandiginda ¢ok

uzun silirede sonuglanmasina sebep olmaktadir (23).



M. tuberculosis kompleks disindakiler TB dis1 mikobakteriler (TDM) veya
atipik mikobakteriler olarak adlandirilmaktadirlar. Firsat¢i patojen veya saprofit
olabilen mikobakterilerdir (23, 25). Runyon tarafindan TDM’ler 1950 yilinda dort
gruba ayrilmistir. Bunlar gruplar: hizli tireyenler, fotokromojenler, skotokromojenler

ve nonkromojenlerdir (26).
2.1.1. Hiicre Duvari

Hiicre duvar1 ii¢ ana komponent igermektedir. Icte plazma membrani,
peptidoglikan ve arabinogalaktani igeren orta tabaka, en dista yer alan kapsiilden
olugmaktadir (27). Plazma zarmin cift katli fosfolipid yapisinin i¢ tabakasinda
peptidoglikan tabakasi bulunmaktadir. Bu tabaka, glikan yapidaki bir omurga ve kisa
peptid yan zincirlerinden olusup hiicreye sekil verirken rijitlik ve stabilite
saglamaktadir. Peptidoglikan tabakaya fosfodiester bagi ile bagli olan arabinogalaktan
tabakas1 ortada yer almaktadir. Bu arabinogalaktanlar, mikolik asitlerle kovalent
baglarla baglidir ve bu yapt mikolikarabinogalaktan peptidoglikan iskeletini
olusturmaktadir. Lipoarabinomannan (LAM), serbest lipid, mannofosfoinositid ve
polipeptidlerin de bulunmasiyla bu yapinin saglamligi artmaktadir. (28-30). Hiicre
duvarinin yapist Sekil 2.1°de gosterilmektedir (31).
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Sekil 2. 1. Mikobakterilerin duvar yapisi (31)



Mikobakterilerin hiicre duvarinin agirliginin yaklasik % 50'sini mikolik asitler
olusturmaktadir. Bunlar ayn1 zamanda hiicre ylizey gecirgenligini belirleyen kuvvetli
hidrofobik molekiillerdir. Bu yiizden, hiicre duvarinin lipidden zengin olmasi, boyanin
hiicre igine penetrasyonunu engelleyerek basilin "aside direnclilik" o6zelligini
kazanmasina neden olmaktadir (30, 32). Mikolik asit, trehaloz ile esterleserek kord
faktoriinii olusturmaktadir. Bu kord faktorii (Trehaloz 6,6' dimikolat), genellikle
MTBK iiyeleri tarafindan liretilir ve énemli bir viriilans faktoriidiir. Kord faktorti,
ozellikle kiiltlir ortaminda iiretilen kolonilerden hazirlanmis olan preparatlarda
bakterilerin yilankavi kordonlar olusturmasina neden olmakta ve ayni zamanda
polimorfoniikleer 16kosit migrasyonunu inhibe etmektedir. Graniilom olusumunu
uyarmak gibi ¢esitli fonksiyonlara da sahiptir (32, 33). Duvar yapisinda bulunan gliko-
konjuge lipitlerden biri olan LAM fagozomal olgunlagsmay1 inhibe ederek konak hiicre

icinde mikobakterilerin canliligini slirdiirmesine olanak tanimaktadir (33, 34).

2.2. Tiiberkiiloz Enfeksiyonu
2.2.1. Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz hastalig1 diinya genelinde en ¢ok mortalite ve morbiditeye yol agan
hastaliklardan biri oldugu icin hastalikla miicadelede epidemiyolojik verilerin biiyiik
onemi bulunmaktadir. Bu veriler, hastaligin yayilma sekli, risk faktorleri, etkilenen
gruplar ve enfeksiyon kontrolii stratejilerinin belirlenmesinde biiyiik bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle tiiberkiilozla miicadelede etkin bir epidemiyolojik izleme
ve veri analizi siireci onemlidir (1). Tiiberkiilozun ilk biiyiik epidemilerinin, diinyanin
en eski yerlesik medeniyetlerinin bulundugu Mezopotamya bolgesindeki yerlesik
hayatla birlikte ortaya ¢iktig1 ve ardindan Dogu Asya, Akdeniz bolgesi, Rusya ve
Kuzey Avrupa dahil olmak {izere diger bolgelere yayildigi varsayilmaktadir (35).
Gliniimiizde dahi uygulanan tiim teshis, tedavi ve koruma yoOntemlerine ragmen
tiiberkiiloz hala insan hayatini ciddi sekilde tehdit eden 6nemli bir enfeksiyon hastaligi

olarak kabul edilmektedir (1).

Biiyiik kism1 Afrika ve Asya iilkeleri olmak iizere toplamda 30 iilke tim
diinyada TB vakalarin % 87’sini olusturmaktadir. 2022 yilinda TB vakalarinin {igte
ikisini su sekiz iilke olusturmaktaydi: Hindistan (% 27,0), Endonezya (% 10,0), Cin



(% 7,1), Filipinler (% 7,0), Pakistan (% 5,7), Nijerya (% 4,5), Banglades (% 3,6) ve
Demokratik Kongo Cumbhuriyeti (% 3,0) (1). Tiiberkiilozun Asya ve Afrika'da yiliksek
insidans gostermesinin baslica nedenleri olarak yoksulluk, evsiz bireylerin artisi, HIV

pozitifligi ve tiiberkiiloz ilag direnci gosterilmektedir (23, 36).

DSO verilerine gére COVID 19 salgini tiiberkiiloz tan1 ve tedavisi iizerinde son
yillarda olumsuz etkiler olusturmustur. 2019 yilma kadar DSO’niin kiiresel tiiberkiiloz
hedefleri yoniinden yillar i¢inde katettifi basari tersine donmiis ve hedeflenen
durumun gerisinde kalinmigtir. Yeni bildirilen tiiberkiiloz tanili hasta sayisindaki bariz
diisiis goriilen en biiytik etki olmustur. Bu say1 2019 yilinda 7,1 milyon ile zirvedeyken
2020 yilinda 5,8 milyona diiserek % 18’lik bir azalma gostermistir. Bu degerler daha
once en son 2012 yilinda goriilen degerler olmustur. 2020 yilinda bu say1 6,4 milyon
kisiye yiikselmistir (2016-2017 seviyesi). 2020 ve 2021 yilinda tani1 alan hasta
sayisindaki azalmayla birlikte tan1 almamis ve tedavi edilmemis hasta sayis1 artmistir.
Bu durum sonrasinda ilk olarak tiiberkiiloz kaynakli 6liimlerin artigsiyla sonuglanmis
daha sonra da toplumda enfeksiyonun yayilmasina ve tiiberkiilozlu hasta sayisinin
artisgina neden olmustur (37). 2022 yilinda ise rakamlarda biiyiik bir toparlanma
yasanmistir. Yeni bildirilen tiiberkiiloz tanili hasta sayis1 2022 yilinda 7,5 milyon
olarak bildirilmis ve DSO tarafindan kiiresel tiiberkiiloz verilerinin izlendigi 1995
yilindan beri en yliksek degere ulasmistir (1). Bu durumun olusmasinda asil etken
2019-2021 yillar1 arasinda COVID 19 nedenli saglik sistemine erismekte sorun
yasayan hasta popiilasyonu olmustur (37). DSO’niin 2023 raporuna gére 2022 yilinda
TB gelisen kisilerin % 55°1 erkek, % 33’1 kadin ve % 12’si ¢ocuklardan (0-14 yas)

olusmustur (1).

DSO verilerine gore 2022 yilinda yaklasik 1,3 milyon kisi TB hastalig1
sebebiyle hayatin1 kaybetmistir. Bu say1 ise 2020 ve 2021 yillarina gore gerileyerek
2019 seviyesine geri donmiistiir. TB sebepli 6liimler hastalarin HIV durumu goz 6niine
alinarak degerlendirildiginde, 1,13 milyon kisi HIV negatif, tahmini 167.000 kisi ise
HIV pozitif bireylerden olugmaktadir. 2022 yilinda diinya genelinde tahminen 410.000
kiside ¢oklu ilaca direncli veya rifampisine direngli TB (CID-RD TB) gelismistir (1).

DSO 2023 kiiresel tiiberkiiloz raporuna gére 2022 yilinda Tiirkiye’den yaklasik
12.000 TB olgusu bildirilmistir. Bu olgularin yaklasik 6.600’linii erkekler, yaklasik



5.200’tnt kadinlar, 740’11 ise c¢ocuklar olusturmaktadir. Olgularin 47’sinin HIV
pozitif oldugu tespit edilmistir. 2022 yilinda tilkemizde 310 kisi TB sebebiyle hayatini
kaybetmistir (1).

Ulusal Tiiberkiiloz Kontrol Programi iilkemizde verem savas dispanserleriyle
basariyla yiiriitilmektedir. TB vaka sayis1 2014 yilinda 20.535 iken kontrol
programlari sayesinde 2020 yilinda 8.358’e gerilemistir ve TB insidansi1 yiiz binde
10,6°d1r. Olgu bildirimi yine 2020 yilinda % 22,1 gibi beklenmedik sekilde yiiksek bir
oranda azalmistir. Bu durum COVID 19 pandemisinin saglk sistemi iizerine etkisine

baglanmistir (38).

Tiirkiye’de ilag duyarlilik testi (IDT) ¢alisilan yeni TB olgularinda en sik
goriilen ilag direnci olarak izoniazid direnci yillar i¢inde %10-11 civarlarinda
seyretmistir. Onceden tedavi gdrmiis olgularda ise tiim ilaglara kars1 direng daha
yiiksektir. Ancak 2010 yilindan bu yana goriilen direnglerde azalma mevcuttur. 2020
yilt i¢in tek ilag olarak en sik izoniazid (% 5,0) direnci saptanmistir. 2020 yilinda
toplamda 113 CID-TB hasta saptanmustir. 113 olgunun 74’i Tiirkiye dogumludur.
Kalan 39’u ise Asya ve Afrika iilkeleri basta olmak iizere farkl lilke vatandaslaridir.
CID-TB orani yeni olgularda % 77,9 iken (n= 88), niiks olgularda % 13,3 (n= 15)
olarak saptanmistir. TB olgular1 giderek daha yiiksek oranda HIV i¢in taranmaktadir.
Tarama oran1 2010 yilinda olgularin % 3,5’1 iken 2018’de % 71,1’¢ (n= 8.382)
yiikselmistir. 2020 yilinda olgularin % 3,5°1 (n=4) HIV pozitif saptanmistir (38).

Tiirkiye’de TB tani ve takibinde en 6dnemli rol verem savas dispanserleridir.
2006 yilindan beri TB tan1 ve takibi siirecinde Diinya Saglik Orgiitii’'niin 6nerdigi
dogrudan gozetimli tedavi (DGT) yontemi kullanilmaktadir. 2019 yili1 sonunda 174
verem savas dispanserinin faaliyet gosterdigi belirtilmistir. Ayrica mobil ekipler ile
toplu yasam alanlarinda (cezaevi, huzurevi, askeri kurum, cocuk yuvasi gibi) taramalar

gergeklestirilmektedir (38).
2.2.2. Tiiberkiiloz Patogenezi
Tiiberkiiloz hastalig1 hasta kisilerin solunum hareketleri ile havaya sactig

Mycobacterium tuberculosis kompleks basillerinin sonucu gelismektedir (39). Basil

viicutta akcigerlerde makrofajlar tarafindan fagosite edilmekte ve hiicre iginde



fagozom-lizozom birlesmesini engelleyerek canli kalabilmektedir (23). Gelistirdigi
reaksiyonlar ile 3-8 hafta sonucunda hiicresel immiinite ve ge¢ asiri duyarlilik
reaksiyonu gelisir. Bu asama sonrasinda hastalara uygulanan PPD testi pozitif

sonuglanir (23, 40).

2.2.3. Tiiberkiiloz Klinik Semptom ve Bulgular:

Pulmoner tiiberkiiloz hastalarinda ates, oksiiriik, kilo kaybi, gece terlemesi,
hirilt1 ile beraber hafif diizeyde nefes darlig1 goriilebilmektedir (41). Semptomlar en
sik 2 hafta veya daha uzun siiren produktif ya da nonproduktif olabilen oksiiriik olmak
lizere, hemoptizi, gogiis agrisi, sirt ve yan agrisi, eger larinks tutulumu varsa da ses
kisiklig1 seklindedir (42). Cocuklarda sik goriilen semptomlar ise ates (% 94,3),
oksiiriik (% 77) ve kilo kayb1 (% 55,2)’dir (43). Bu semptomlarin biri ya da daha
fazlas1 olan hastalarda tiiberkiilozdan siiphelenmek gerekir, bazi hastalarda higbir

semptom olmayabilir (44).

Muayene bulgular1 akciger tiiberkiilozunda genellikle azdir. Lokalize ral,
ronkiis duyulabilmektedir. Konsolide alan varsa brongial ses duyulabilmektedir.
Subfebril ates, kaseksi gibi nonspesifik bulgular olabilir. Fizik muayene ayirici tanida

daha ¢ok yardimci olmaktadir (38).

2.3. Tiiberkiiloz Laboratuvar Tanis1

Tiiberkiiloz ile miicadelenin en etkin yolu, hastaligin erken tanis1 ve dogru bir
sekilde tedavi edilmesiyle bulas zincirinin kirilmasidir (45). Tiiberkiiloz hastaliginin
tanis1  klinik, histopatolojik, immiinolojik ve mikrobiyolojik yOntemlerle
konulabilmektedir. Tiiberkiilozun kesin tanisi ise basilin klinik 6rneklerde saptanmasi
ile konur. Tiberkiiloz laboratuvarlarinda mikroskobik inceleme, kiiltlir, kiiltiirde
tireyen mikobakteri tiiriiniin tanimlanmasi ve ilaca duyarliliginin saptanmasiyla

olmaktadir. Molekiiler yontemler de taniya yardimcidir (46).

2.3.1. Orneklerin Alinmasi

Tiiberkiilozun dogru teshisi i¢in hasta 6rneginin dogru bir sekilde alinmasi ve
uygun sekilde laboratuvara taginmasi son derece onemlidir. Hastaligin etkiledigi

organa bagli olarak akciger veya diger organlardan farkl tipte 6rnekler alinir. Ornek



alirken aseptik sartlara dikkat edilmeli, 6rnekler steril kaplara konulmali ve higbir
koruyucu kimyasal madde eklenmemelidir. Orneklerin dogru sekilde etiketlenmesi de
biiyiik dnem tasir. Ornegin alindig1 kabin iizerinde hasta adi-soyadi, alinma tarihi ve
ornek tlirli gibi bilgiler bulunmalidir. Ayrica, testi isteyen merkez veya hekimin
iletisim bilgileri de istem formunda veya otomasyon sisteminde yer almalidir. Bu

onlemler 6rneklerin dogru iglenmesini ve taninin dogru konulmasini saglar (47).

Akciger tiiberkiilozu tanisinda kullanilan en sik o6rnek balgamdir.
Kullanilabilecek diger ornekler indiiklenmis balgam, bronkoalveoler lavaj (BAL),
endotrakeal aspirat, aglik mide suyu (AMS), akciger doku biyopsi Ornegi ve bu
orneklerin higbiri alinmadig1 durumlarda larinks siiriintlisidiir (45). Bu o6rneklerin

alinmasinda dikkat edilmesi gereken durumlar Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2. 1. Akciger tiiberkiilozu tanisinda kullanilacak 6rneklerin 6zellikleri (48)

Ornek Tiirii Almnacak Ornegin Ozellikleri

Balgam Sabah erken saatlerde minimum 3 ml olacak sekilde
almmalidir. Balgam veremeyen hastalarda indiiklenmis
balgam diistiniilmelidir. Biitiin yas gruplarindan
toplanabilir.

Indiiklenmis Balgam Hastaya salin solutularak miimkiinse sabah erken saatte
almmalidir. Miktart minimum 3 ml olmaldir.
Indiiklenmis balgam alinamadig1 durumlarda diger
ormekler diisliniilmelidir. Biitlin yas gruplarindan
toplanabilir.

Ac¢hk Mide Suyu Nazogastrik aspirasyon yolu ile mide igerigindeki
yutulmug olan balgam-mide sivis1 karigimi toplanmaya
caligilir. Sabah erken saatte alinmasi Onerilir. 7 yas altt
icin uygundur.

Nazofaringeal Aspirat Bu yontemle nazofarenksteki solunum salgilar1 toplanir.
Hastanin 06giirme refleksi uyarilabilir. Buna dikkat
edilmelidir. 7 yas alt1 i¢in uygundur.

Bronkoalveolar Lavaj Basilin saptanmasi agisinda balgam veya mide aspirat
stvisina Ustlinliigii yoktur. Biitiin yas gruplarn igin
uygundur.

Diska Ornek giin iginde herhangi bir saatte toplanabilir. Idrar ile

kontamine olamamasina dikkat edilmelidir. Xpert
MTB/RIF veya Ultra ile degerlendirilmeden 6nce birkag
basit islemden gegirilmelidir. Noninvaziv olmasi
avantajidir.
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Diinya Saglk Orgiitii, akciger tiiberkiilozu tanisinda sabah alinmis en az iki
balgam Orneginin ARB incelemesinin yeterli oldugunu belirtmistir. Yapilan
calismalarda, ikinci 6rnekle duyarliligin ortalama % 11,1 arttig, liclincli 6rnekle ise
%3,1 arttig1 tespit edilmistir. Bu nedenle, tiiberkiiloz tanisinda en az iki O6rnegin

alinmasi &nerilmektedir. Uglincii 6rnegin ARB saptanmasina katkist minimaldir (49).

Akciger tiiberkiilozu tanisinda en sik kullanilan 6rnek balgam olmasina ragmen
her hasta tarafindan rahatlikla ¢ikarilamamaktadir. Ozellikle gocuklar, nérolojik
defisiti olan hastalar, HIV pozitif hastalar, yaslt ve yogun bakim hastalar1 gibi genel
durumu kotii olan hastalar hem yeterli balgam iiretememekte hem de tiretilen balgami
kolayca ¢ikaramamaktadir (50-57). Goreceli olarak immunsuprese hasta gruplarinda
azalmis bir inflamatuvar yanit mevcuttur. Bu durum balgam iiretimini
engelleyebilmektedir (58). Bu durumda alternatif olarak balgam indiiksiyonu, gastrik
aspirasyon, bronkoskopi ve nazofaringeal aspirasyon gibi invaziv ve hasta agisindan
zahmetli yontemlere basvurulabilmektedir (56, 59-63). Fakat bu yontemler agril,
hasta icin konforsuz, maliyetli ve biyogiivenlik acisinda risklidir (13, 64). Ayni
zamanda nitelikli teknik ekip, ekipman ve hatta bazen hastanin hastanede yatisini
gerektirmektedir (64-67). Yine birinci basamak saglik kuruluslarinda alinamamaktadir

(57). Bu invaziv islemlerin ayrica hasta i¢in potansiyel komplikasyonlar1 da mevcuttur

(15).

Normal mukosiliyer aktivitenin bir parcasi olarak solunum salgilar
yutulmaktadir (68, 69). Tiiberkiiloz basili yutulan salgilarla birlikte mide sivisina
karismaktadir. MTBK suslar1 aside direngli olduklar1 i¢in mide sivisinda tespit
edilebilmektedir (14). Daha sonra mikroorganizma enterik kanalda potansiyel olarak
hayatta kalip digkiyla atilabilmektedir (15, 70). Boylelikle digski ornegi akciger

tiiberkiilozunda tanisal bir 6rnek olarak kullanilabilmektedir (70).

DSO’niin 2022°de yayinladig1 Konsolide Tiiberkiiloz Rehberi (modiil 5) de
akciger tiiberkiilozu bulgular1 olan ¢ocuk ve addlesanlarda, baslangi¢ tanisinda ve
rifampisin direnci saptanmasinda ilk asamada ARB, kiiltiir ve fenotipik ila¢ duyarlilik
testlerinin yerine Xpert MTB/RIF veya Ultra (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) ile
balgam, nazofaringeal aspirat ve diski 6rneginde MTBK saptanmasini énermektedir

(16). Disk1 DSO tarafindan MTBK tanisinda kullanilmasi yeni &nerilen bir 6rnektir
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(16, 71). Ogzellikle yeterli solunum 6rnegi elde edilemeyen akciger tiiberkiilozlu
hastalarda noninvaziv ve kolay bir sekilde elde edilebilen bir solunum 6rnegi olarak
kullanilabilmektedir. Elde edilen kanitlar cocuklarda Xpert MTB/RIF veya Ultra ile
calisilan balgam ve gastrik aspiratin en yiiksek basil saptama oranina sahip oldugunu,
diskinin ise diger solunum ornekleri ile benzer orana sahip oldugunu gostermektedir.
Digkinin noninvazive elde edilmesi diger drneklere gore biiyiik bir avantajdir (16).
Xpert MTB/RIF veya Ultra ile ¢alisilan pediatrik hastalarda numune tiirlerinin referans
yontem olan solunum orneklerinin kiiltiiriiyle duyarhilik ve o6zgiilliik yoniinden
degerlendirilmesi Tablo 2.2. ‘de ayrintili olarak gosterilmistir. ARB ve kiiltiir i¢in ise
diskinin bakteriyolojik verimi balgam ve gastrik aspirata gore daha diistiktiir (48).
Diski 6rneklerini kullanirken, numuneyi Xpert kartusuna yerlestirmeden dnce bir 6n
isleme adimi1 gereklidir. Optimize edilmis siikroz yiizdiirme (OSF) ve Basit tek adiml
(SOS) diskr isleme yontemi gibi farkli disk: isleme yontemleri, Xpert MTB/RIF ve
Ultra testleri i¢in gelistirilmistir (48).

Tablo 2. 2. Xpert MTB/RIF veya Ultra ile ¢alisilan pediatrik numune tiirlerinin
degerlendirilmesi* (48)

Xpert MTB/RIF

Balgam 0.65 0.99 Orta

Gastrik Aspirat 0.73 0.98 Cok diisiik (duyarhhk)
Diisiik (6zgiilliik)

Nazofaringeal Aspirat 0.46 1.00 Orta (duyarhhk)
Yiiksek (ozgiilliik)

Diska 0.61 0.98 Diisiik (duyarhlhik)
Orta (6zgiilliik)

Diski (HIV-pozitif) 0.70 0.98 Diisiik (duyarhhik)
Yiiksek (0zgiilliik)

Xpert Ultra

Balgam 0.73 0.97 Diisiik (duyarhhk)
Yiiksek (ozgiilliik)

Gastrik Aspirat 0.64 0.95 Orta

Nazofaringeal Aspirat 0.46 0.98 Cok diisiik (duyarhhk)
Diisiik (6zgiilliik)

Diski 0.53 0.98 Orta

*Referans yontem olarak solunum 6rneklerinin kiiltiirii kullanilmistir.** Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan hazirlanan Operational Handbook on Tuberculosis Module 5’den

alinmustir.
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Tiiberkiilozun akciger tutulumu disinda diger organ ve sistemlerin tutuluma da
neden oldugu goriilmektedir (47). Tani i¢in etkilenmis olan organa gore idrar, beyin
omurilik sivis1 (BOS), doku biyopsi 6rnegi, plevra, periton ve eklem sivisi gibi steril

viicut stvilari, apse, kemik iligi ve kan 6rnegi kullanilabilmektedir (45).
2.3.2. Orneklerin Islenmesi

Tani i¢in laboratuvara génderilen drneklerin biiytlik kismu steril degildir ve flora
bakterileriyle kontaminedir. Orneklerde bulunan mukus gibi yapilarin arasinda
gizlenmis olan basilleri meydana ¢ikarmak ve basillerin 6rnek icerisinde homojen
sekilde dagilmasim1i saglamak icin homojenizasyon-dekontaminasyon islemi

uygulanmaktadir (45). Orneklerin islenme diyagrami Sekil 2.2. ‘de ayrmtil olarak

gosterilmistir.
Steril 6rnekler* Kontamine/aseptik sartlarda alinmamis érnekler
= BOS = ince igne = Idrar * Balgam
= Plevra sivisi aspirasyonu * 10 mL'nin Gzerinde * IndUklenmis balgam
= Perikard sivis = Doku biyopsisi alinan érnekler (AMS = AMS
= Periton sivis ve kontamine viicut = Bronkoskopi érnegi
= Eklem swis sivilari vb) = Larinks sUrantisi**
l = Deri biyopsisi
A 4 = Endometrial kiretaj
Homojenizasyon Konsantrasyon = Otopsi materyali
I
Konsantre edilmis érnek l
v l

—> Konsantrasyon +—— Dekontaminasyon - Homojenizasyon

1

islenmis Grnek

Sekil 2. 2. Orneklerin islenmesi akis diyagrami (45)
*BOS: Beyin omurilik stvisi, AMS: A¢lik mide suyu **Sekil Ulusal Tiiberkiiloz Tan1
Rehberi’nden alinmistir

2.3.3. Mikroskobik inceleme

TB tanisinda mikroskobik inceleme, gergekten de uzun bir gegmise sahip olan
ve giiniimiizde hala yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, hastaligin hizli
bir sekilde tespit edilmesine ve tedaviye baglanmasina olanak tanirken, maliyet
acisindan da daha uygun bir secenektir. Mikroskobik inceleme genellikle asit-alkol
direngli basil (ARB) boyalariyla yapilarak tiiberkiiloz basilinin hizli bir sekilde

gbzlemlenmesini saglar. Bu yontem, 6zellikle gelismekte olan tilkelerde tiiberkiilozun
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hizli tanisinda ve kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir (72). Kullanan &rnek
cesidine ve farkli boyama yontemlerine gore mikroskobik inceleme duyarliligi % 20-

85 arasinda degismektedir (73).

ARB pozitifligi alinan 6rnegin mililitresinde yaklasik olarak 5.000-10.000
basil oldugunda saptanabilmektedir. Bu sebeple tiiberkiiloz siiphesi ile gelen tiim
orneklere yayma duyarliliginin diisiik olmasi sebebiyle ve lireme durumunda ilag
duyarhilik testi yapilabilmesi amaciyla mutlaka altin standart olan kiiltiir islemi

uygulanmalidir (45).

Mikroskobik incelemede yayma, direkt 6rnekten veya islenmis Ornekten
hazirlanabilmektedir. Basilin goriilme ihtimalini yiikseltmek amact ile islenmis
ornekten yayma hazirlanmasi onerilmektedir. (47). Klinik 6rneklerde ARB varligi
aragtiritlirken kullanilan iki boyama yontemi karbol fuksin ve florokrom boyama

yontemidir (45, 74).

v’ Karbol fuksin yontemleri:
-Erlich Ziehl-Neelsen (EZN)
-Kinyoun

v" Florokrom (floresan) yontemleri:
-Auramin O
-Auramin-Rhodamin

Bu yontemlerin avantaj ve dezavantajlari ayrintili olarak Tablo 2.3’de

gosterilmistir.

Tablo 2. 3. Boyama yontemlerinin karsilagtirilmasi (45)

Karbol fuksin Florokrom boyama
boyama
EZN Kinyoun Auramin O/Auramin-
Rhodamin
Bazik fuksin % 0,3 % 3,3 Yok
konsantrasyonu
Boyama Fenol konsantrasyonu % 4,5 % 6,7 % 3
Isitma Var Yok Yok
Biiyiitme x1000* x1000%* x250-x400
Goriiniim Mavi zeminde Karanlik zeminde sari/turuncu
Mikroskopi kirmiz1 basil floresan veren basil
Goreceli duyarhhk Orta Diisiik Yiiksek
Goreceli 6zgiilliikk Yiiksek Orta Diigiik**

*x1000 bityiitme: x100 objektif x x10 okiiler **EZN: Erlich Ziehl-Neelsen
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Mikroskobik olarak degerlendirme yapilirken preparata negatif diyebilmek
i¢in; 151k mikroskobu ile en az 300 alan, floresan mikroskop ile X250 biiyiitmede en az
30, x400 biiylitmede en az 70 alan incelenmelidir. Karbol fuksin ile boyama
yonteminde mavi zemine kirmizi basiller aranmaktadir (45).

Tablo 2. 4. Yaymalarin degerlendirilmesi (47)

Karbol fuksin boyama Florokrom boyama
%1000 %250 %400

Negatif 0 0 0
Stipheli 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
+ (1 pozitif) 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
++ (2 pozitif) 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
+++ (3 pozitif) 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
++++ (4 pozitif) >9/1 alan >90/1 alan >36/1 alan

2.3.4. Kiiltiir yontemleri

Tiiberkiilozun kesin tanisi, basilin kiiltiir ortaminda iiretilmesiyle konmaktadir.
MTBK’nin boliinme siiresi diger bakterilere gére daha uzun oldugundan, kiiltiirde
tiremeleri zaman almaktadir. Bu sebeple, lireme ve tanimlama siireci genellikle 6-8
haftaya kadar uzayabilmektedir (45). MTBK'nin iiretilmesi i¢in 0zgiil besiyerler
kullanilmast gerekliligi onemlidir. Genellikle yumurta temelli veya agar temelli kat1
besiyerleri ile zenginlestirilmis sivi besiyerleri kullanilmaktadir. Cogunlukla sivi
besiyerlerinde iireme daha hizli olmaktadir. Ancak kati besiyerlerin avantaji
kontamine olmus Kkiiltiirlerde kolonileri gozlemleyebilme imkanidir. Bu sebepler
dikkate alindiginda hem kati hem de sivi besiyerlerinin birlikte kullanilmasi ve
sonuglarin  birbirleriyle karsilastirilmasi  onerilmektedir (47). Kullanilabilecek
besiyerleri Sekil 2.3. ‘da 6zetlenmistir.

Kultdr besiyerleri

//\\

—— —_—
P N

Kati Besiyerleri Si1vi Beslyerlerl
A A
-
o — ~ ™
Yumurta Temelli Agar Temelli Manuel Sivi Otomatize Sivi

Besiyerleri Besiyerleri Besiyerleri Sistemler
= Léwenstein Jensen = Middlebrook 7H10 = Middlebrook 7H9 : slaGcIt_{_Ag\:g: sb
= Ogawa = Middlebrook 7H11 = MGIT Manuel

= VersaTREC

Sekil 2. 3. Tiiberkiiloz kiiltiirii i¢in kullanilabilecek besiyerleri (45)

*Sekil Ulusal Tiiberkiiloz Tan1 Rehberi’nden alinmistir.
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Kullanilacak besiyerleri ekonomik olmali, kolay hazirlanmali, hizli {ireme
saglamali, mikobakterilerin disindaki bakterilerin liremesine engel olmali ve kati

besiyerleri i¢in iireyen koloni morfolojisi ile izolatlarin 6n tanisi yapilabilmelidir (45).

Kati besiyerleri i¢in iireme ve kontaminasyon takibinin ilk hafta iki defa,
sonrasinda 8. hafta sonuna kadar haftada bir defa yapilmasi onerilmektedir. Sivi
besiyerlerinin ise haftada iki defa bulaniklik, yiizeyde zar ve partikiil olusumu ile

tireme takip edilmelidir (45).
2.3.4.1. Otomatize Sivi sistemler

Giliniimiizde bir¢cok laboratuvarda, tliberkiilloz basillerinin izole edilme
stiresinin kisalmasi ve izolasyon oraninin artmasi nedeniyle hizli kiiltiir sistemleri rutin
inceleme i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sistemler genellikle sivi besiyerleri
kullanmakla birlikte, bifazik ve kati besiyerlerinin de kullanildigi versiyonlari
bulunmaktadir. Bu sistemlerde gaz basincindaki degisiklikler, CO, olusumu ve
oksijen kullanimi florometrik veya kolorimetrik olarak oSlgiilerek kiiltliriin gelisimi
izlenmektedir. BACTEC MGIT 960 (BD Biosciences, Sparks, MD), VersaTREK
(ESP Culture System II) (Trek Diagnostics, Inc., Ohio), BacT/ALERT 3D
(bioMerieux, Lyon, France) gibi ticari otomatize kiiltiir sistemleri mikobakterilerin

tanisi i¢in gelistirilmis 6rneklerdir (75).

2.3.4.1.1. BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960
(BD, Sparks, MD)

BACTEC MGIT 960 sistemi, kiiltiir tiiplerinin cihaz i¢inde inkiibasyonunun
gergeklestigi ve lireme kontroliiniin otomatik olarak yapildigi tamamen otomatize

edilmis bir ticari hizl kiiltiir sistemidir (23).

BACTEC MGIT 960 sistemi, Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren tiipleri
kullanir ve bu tiiplerin dip kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal kompleksi
igeren silikon bulunur. Ornekler eklenmeden &nce, besiyetlerine oleik asit, albiimin,
dekstroz, katalaz (OADC) ve polimiksin B, azlosilin, trimetoprim, amfoterisin B
(PANTA) gibi ilaglar eklenir. Besiyerlerinde tireme olup olmadigini tespit etmek igin

UV 1511 kullanilir. Ureme olmadiginda, silikon tabakadaki UV 1s181na kars: floresans
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olusmaz. Ancak lireme oldugunda, oksijen kullanimina bagli olarak floresan madde
serbest kalir ve UV 1sinina karsi floresans olusur. Bu floresans miktar1 tireme birimi
olarak degerlendirilir. Bu sistemin manuel olarak kullanilabilen BBL MGIT 4ml tiip
besiyerleri de bulunmaktadir. Bu tiipler, UV 15181 altinda makroskobik olarak
degerlendirme yapilabilmesi i¢in tasarlanmistir ve kan disindaki diger tiim klinik
ornekler icin kullanilabilir. Yiiksek kapasiteli laboratuvarlarda BACTEC MGIT 960
sistemi tercih edilirken, daha diisiik kapasiteli laboratuvarlarda manuel besiyerleri

kullanimi 6nerilmektedir (23).

2.3.4.1.2. VersaTREK (ESP Culture System II) (Trek Diagnostics, Inc.,
Ohio)

VersaTREK sistemi, seliiloz siinger ve Middlebrook 7H9 sivi besiyeri igeren
bir sistemdir. Bu sistemde, mikroorganizmalarin {iremesi sonucu olusan gaz
basincindaki degisiklikler olgiilerek degerlendirme yapilir. Sistemin bilgisayar
destekli olmasi, olusan gaz basincindaki degisiklikleri grafiksel olarak goriintiilemeyi
saglar. Besiyerlerine ekim yapmadan once, mikobakterilerin liremesini desteklemek
ve kontaminasyonu 6nlemek i¢in OADC gibi bilesenler ve antibiyotik karigimi ilave
edilir. Bu eklenen maddeler, mikobakterilerin uygun bir ortamda liremesini saglayarak

dogru sonuglarin elde edilmesine katkida bulunur (75).
2.3.4.1.3. BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France)

MB/BacT, Middlebrook 7H9 besiyeri igeren bir sistemdir ve besiyerin dip
kisminda kolorimetrik bir sensér bulunur. Bu sensor, mikroorganizmalarin tiremesi
sonucu olusan CO, diizeyini Olger ve bu sayede iiremeyi degerlendirir. Sistem,
bilgisayar destegiyle ¢alisir ve besiyerleri siirekli olarak kontrol altinda tutulur. Bu
sekilde, mikroorganizmalarin iliremesi ve besiyerin degisen kosullar1 siirekli olarak

izlenir ve degerlendirilir (75).
2.3.5. identifikasyon

Ureyen mikobakterilerin MTBK ve TDM olarak ayrimi olduk¢a dnemlidir.
Ciinkii mikobakteri enfeksiyonlarinin ¢ogunlugu MTBK'dan kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle identifikasyon siirecinde temel ama¢ MTBK'nin TDM'den ayrilmasini

saglamaktir. Bu ayrim genellikle tireme 6zellikleri ve biyokimyasal testler kullanilarak
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yapilmaktadir. Ancak son yillarda hizli genotipik testlerin ve immiinokromotografik
yontemlerin de kullanilmaya baglandigi goriilmektedir. Bu yontemler, biyokimyasal

testlere gére daha hizli sonuglar verir ve degerlendirilmesi daha kolaydir (45).
2.3.5.1. Fenotipik Yontemler

MTBK tiirleri lireme 6zelliklerine géore TDM’lerden ayirt edilebilmektedir.
MTBK kat1 besiyerinde 7. giinden itibaren R tipi, deve tilyli renginde pigmentsiz
koloniler olusturarak iiremektedir. Sivi kiiltiirden iireme sonucu ARB boyama
incelemesinde kord faktér (yilanvari olusum) yaptiklar1 goriilmektedir. Biitiin bu

ozellikler yardime1 olmakla birlikte kesin bir ayrim yaptirmamaktadir (45).

MTBK’nin TDM’den ayriminda kullanilan biyokimyasal testler ve bu testlere
ait MTBK sonuglar su sekildedir:

o Katalaz testi; negatif

e Niasin birikim testi; pozitif

e Nitrat indirgenme testi; pozitif

e Paranitrobenzoik asit (PNB)’li besiyerinde lireme; lireme olmaz.

PNB’de tireme olmamas1t MTBK olarak degerlendirilmektedir.

Katalaz, niasin ve nitrat indirgenme testleri bir arada kullanilmaldir, tek

baslarina MTBK-TDM ayrim1 yapamamaktadirlar (45).

Mikobakteri izolatlarinin tanimlanmasinda, mikolik asitlerin ekstraksiyonu ve
ayristirtlmasina dayanan kimyasal bir yontem olan High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) kullanilabilmektedir. ~Ekipman  gerektirmesi ve
uygulamadaki zorluklar nedeniyle yaygin kullanilmamaktadir (45).

2.3.5.2. Genotipik Yontemler

Mycobacterium tuberculosis genomu homojendir. MTBK igerisinde yer alan
tiirler birbirleriyle genetik olarak iliskilidir (76). Molekiiler yontemler i¢in hedef olan
ribozomal RNA bakteri tiirleri arasinda yiiksek oranda korunurken, ayni zamanda
filogenetik agidan onemli degisken bolgeler icermektedir. 16S rRNA geninin PCR
primerleri i¢in uygun kombinasyonlarin olusturulabilecegi korunmus bolgeler ve

degisken bolgeler igermesi, hiicre igerisinde ¢ok sayida kopyasinin olmasi ve uygun
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biiyilikliikte olmasi nedeni ile filogenetik tanimlama igin tercih edilmektedir (77).
Ayrica MTBK onemli genetik cesitlilige sahiptir; genomunun genis sekansh
polimorfizmler ve tek niikleotid polimorfizmleri igermesi filogenetik analizler i¢in
kullanish olmasimi saglamaktadir (78). insertion element (IS) 6710, polimorfik GC
acisindan zengin tekrarlayan diziler (PGRSs), aralikli kisa palindromik tekrarlar olarak
diizenli kiimelenmis polimorfizimler (CRISPRs) ve degisken numarali ardisik
tekrarlar (VNTR) gibi gen bdlgeleri de MTBK tiir tanimlanmasinda kullanilan
molekiiler yontemlerin hedefleridir (79-81).

2.3.5.3. Immiinokromotografik Yéntem

MTBK'ya 6zgii MPT64 antijeninin immiinokromotografik temelli yontemlerle
saptanmasi, MTBK-TDM ayriminda kullanilan &nemli bir tekniktir. Bu ydntem,
MPT64 spesifik monoklonal antikor aracilifiyla MPT64 antijeninin hizli bir sekilde
tespit edilmesine dayanmaktadir. Test genellikle yaklasik 15 dakika gibi kisa bir
siirede sonu¢ vermekte ve kati veya sivi kiiltiirlerden elde edilen orneklerde
calisilabilmektedir. Kontrol ve test bantlar1 bulunmakta bunlarin pozitifligi
degerlendirilmektedir. Testin basit, uygulamasi kolay ve giivenilir olmasi,
laboratuvarlarda yaygin olarak tercih edilmesini saglamaktadir. Ayrica bu testin diisiik
maliyetli olmasi1 da avantajli bir 6zelliktir. Bu tiir hizli ve etkili immiinokromotografik
temelli testler, tiiberkiilozun tani ve takibinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hem
laboratuvar personeli hem de hastalar i¢in pratik ve kullanim1 kolay olan bu testler,
tiiberkiiloz hastaliginin dogru tanimlanmasina ve tedavi siirecinin yonlendirilmesine

yardimci olmaktadir (45, 82, 83).
2.3.6. ila¢c Duyarhik Yontemleri

Tiiberkiilozda ila¢ direncinin saptanmasi etkin tedavinin erken baslanmasini
saglayarak ila¢ direncinin yayilimini azaltabilmekte, tedavi siirecini kisaltabilmekte ve
boylece iyilesme oranini artirabilmektedir (45). Coklu ilaca direngli TB suslarinin
ortaya ¢ikmasi nedeniyle hizli ve dogru antitiiberkiiloz duyarllik testlerine gereksinim
vardir. Duyarlilik testi, her hastadan izole edilen ilk MTBK izolatina yapilmali ve eger
kiiltiir pozitifligi devam ediyorsa ii¢ ay sonra tekrarlanmalidir. Baglangigta izoniazid,

rifampisin, etambutol ve pirazinamid gibi birincil ilaglar1 igermelidir (17).
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En etkin antitiiberkiiloz ilaglardan rifampisin ve izoniazide direngli basillerin
neden oldugu tiiberkiiloz olgular1 “cok ilaca direngli tiiberkiiloz” (CID-TB) olarak
tanimlanmaktadir. “Yaygin ilag direncli tiiberkiiloz” (YID-TB) ise izoniazid ve
rifampisin direncine ek olarak bir kinolona ve bir de ikinci grup enjeksiyonla verilen

ilaca (kanamisin, kapreomisin, amikasin) diren¢ olmasidir (45).

M. tuberculosis kompleksin antitiiberkiiloz ilaglara karst duyarliligini tespit
etmede, kiiltire dayali yontemler (fenotipik ydntemler) ve dirence neden olan
mutasyonu belirlemeye yonelik molekiiler yontemler kullanilmaktadir (45). En yaygin

kullanilan ila¢ duyarlilik yontemleri Sekil 2.4’ de gdsterilmistir.

IDT Yéntemleri

/—/%

Kudlttre Dayall Yontemler Molekuler Yontemler
Proporsiyon Otomatize sivi Real-time LPA (Ters Dizi analizi
yontemleri sistemler PCR hibridizasyon)

| l ‘ !

= Agar (MB 7H10/11) = MGIT 960 = MtbDRplus

= Léwenstein Jensen = VersaTREK * GeneXpert = InnolLipa RIFTB

Sekil 2. 4. Yaygin kullanilan ila¢ duyarlilik yontemleri (45)

* Sekil Ulusal Tiiberkiiloz Tan1 Rehberi’nden alinmistir

2.3.6.1. Kiiltiire Dayal Yontemler
Agar Proporsiyon Yontemi:

Direng saptamada kullanilan bu yontem diinya genelinde en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir (84). Agar proporsiyon yontemi giivenilir bir yontemdir (45).
Amag bir ilacin kritik konsantrasyonuna direngli olan bakterilerin kritik proposiyon
olan % 1’in lizerinde olup olmadigin1 tespit etmektir. Sivi besiyerinde kiiltlire dayali
ticari otomatize yoOntemlerde de proporsiyon yonteminin prensibi benzer sekilde
kullanilmaktadir (45). Genel olarak, hesaplanan direng yiizdesi % 1'den biiyiik veya
esitse, o bakteri susunun test edilen antibiyotige direncli oldugu kabul edilmektedir.

Ancak, hesaplanan diren¢ ylizdesi % 1'den kiigiikse, bakteri susunun test edilen
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antibiyotige duyarli olarak kabul edilmektedir. Bu degerlendirme, antimikrobiyal
tedavi seceneklerinin belirlenmesi ve uygun tedavi protokollerinin olusturulmasi

acisindan énemlidir (84).
Diren¢ Oram Yontemi:

Bu yontemde, direnci bilinmeyen bir sus, antitiiberkiiloz ilaclarin farkl
konsantrasyonlarini igeren besiyerlerine ekilir. Ayn1 zamanda, ilaca duyarli standart
sus (genellikle H37Rv susu) ilag iceren ve icermeyen besiyerlerine ekilir. Tiipler 37
°C'de 4 hafta boyunca inkiibe edilir. Sonrasinda her iki susun minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerleri belirlenir. Direng orani, direnci bilinmeyen susun
MIK degerinin standart susun MiK degerine boliinmesiyle hesaplanir. Eger bu oran >
8 ise, sus denenen ilaca direngli kabul edilir. Eger oran < 2 ise, sus ilaca duyarl olarak
kabul edilir. Bu degerlendirme ydntemi, ilaca direngli ve duyarhi suglarin ayrimini

yapmak i¢in kullanilan 6nemli bir yontemdir (84).
Floresan Kiiltiir Sistemi (BACTEC MGIT 960):

BACTEC MGIT 960 (BD, Sparks, MD, ABD) sistemi, mikobakterilerin
antimikrobiyal ilaglara duyarliligini degerlendirmek i¢in kullanilan bir sistemdir. Her
MGIT tiipii, modifiye Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri igermekte ve tabaninda floresans
absorbe edici bir oksijen sensorii bulunmaktadir. Bu sensoér, besiyerinde ¢dziinen
oksijen varhigini algilar. Floresans bilesik, oksijen varliginda absorbe edilir, ancak
mikroorganizmalar ¢oziinmiis oksijeni kullanarak solunum yaptikca floresans artar.
Bu sistemde, ilaglara duyarliligin test edilmesi i¢in primer ve sekonder ilaglar
kullanilabilmektedir. Sistem, antimikrobiyal ilaglarin etkisini degerlendirmek ig¢in
antimikrobiyal ila¢ iceren besiyerlerini kullanmaktadir. Mikobakteriler, bu
besiyerlerinde biiyliyerek ilaca duyarliliklarimi gosterirler. Sonuglar, floresansin
artistyla belirlenmekte ve bir UV transiluminatér kullanilarak saptanmaktadir. Bu
yontem, antimikrobiyal ilaglarin mikobakterilere karsi etkinligini degerlendirmek i¢in

giivenilir bir sekilde kullanilan bir yontemdir (23, 75).
2.3.6.2. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler, tiiberkiiloz ve diger mikobakteri enfeksiyonlarinda ilag

direnci ile iligkili gen mutasyonlarini tespit etmek i¢in kullanilan 6nemli araglardir. Bu
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yontemler genellikle PCR tabanlidir ve Orneklerden alinan DNA'y1 analiz ederek
spesifik gen mutasyonlarini belirler. Bu sayede, bir bakterinin belirli bir ilaca direngli

olup olmadig1 hizli ve dogru bir sekilde belirlenebilir (45).

Rifampisin direnciyle iligkili mutasyonlarin biiytik bir kismi artik
bilinmektedir. Bu mutasyonlar, genellikle rifampisin direncini saptayan gen bolgesi
olan rpoB geninde bulunmaktadir. Ozellikle 7poB geninin 81 baz ciftlik bir
bolgesindeki mutasyonlar, rifampisin direncinin % 95'inden fazlasindan sorumludur
(85). Rifampisin direngli izolatlarin % 90’indan fazlasi diger ilaglara da direngli
oldugu i¢in rifampisin direnci CID-TB’nin temel gdstergesi olarak kabul edilmektedir

(86, 87).

Molekiiler yontemlerin, tiiberkiiloz gibi hastaliklarda ila¢ direncini belirlemede
onemli bir rolii oldugu kabul edilirken, baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunlar
arasinda yiiksek maliyetin One c¢ikmasi, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde bu
yontemlerin genis ¢apta kullanimini kisitlayabilir. Ayrica, sessiz mutasyonlar olarak
adlandirilan ve ilag direnciyle iligkili olmayan mutasyonlarin saptanmasi, gereksiz
endiselere veya yanlis sonuglara yol acabilir (88). Molekiiler yontemler genellikle
DNA eldesi, hedef DNA'nin amplifikasyonu ve mutasyonlarin saptanmasi gibi
adimlardan olusur. Bu yontemler, belirli mutasyonlar1 hizli ve hassas bir sekilde tespit
edebilir, ancak maliyet ve diger pratik dezavantajlar géz onlinde bulundurulmalidir

(89).
2.3.6.2.1. Line prob assay (LPA-Ters hibridizasyon)

Kat1 fazda ters hibridizasyon esasina dayanan bu yontem birinci basamak TB
ilaglarina direngli RD-CID TB’nin saptanmasi i¢in 10 yildan uzun siiredir DSO
tarafindan onaylanmistir (90). GenoType MTBDRplus (Hain Lifesciences-Bruker,
Nehren, Germany) ve Nipro NTM+MDRTB II (Osaka, Japan) adinda iki modeli
mevcuttur. Daha hassas olan yeni nesil siirlimleri (GenoType MTBDRsl version 2.0)
florokinolonlar ile ikinci basamak enjektabl ilaglarla iligki mutasyonlar

saptayabilmekte ve CID-TB nin tedavisinin baslanmasina rehberlik etmektedir (91).
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2.3.6.2.2. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

LAMP testi izotermal kosullarda Mycobacterium tuberculosis ’1 6 primer seti
kullanilarak gogaltilir. Testte izotermal ¢ogaltma sicakligi olan 63 °C’de aktif olan
polimeraz enzimi kullanilir. Nonspesifik islemler engellenir ve ¢apraz bulas riskini
azaltan kapali tiip sistemi kullanilir. Yiiksek miktarda DNA iiretilir ve reaksiyonun
spesifikligi sayesinde floresansin veya bulanikligin gorsel olarak bakilmasini miimkiin

kilar. Jel elektroforezi veya cihazla tespit yapma ihtiyacini ortadan kaldirir (92)
2.3.6.2.3. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi genomu hizli bir sekilde analiz etmek i¢in kullanilan referans
yontemdir (93). Bu yontem tiirlerin tanimlanmasina, ornekteki bilinen ve yeni
mutasyonlarin saptanmasina, ila¢ direncinin tespit edilmesine ve mikroorganizmanin
evriminin tahmin edilmesine olanak saglamaktadir (94). En yaygin kullanilan dizi
analizi teknigi olan Sanger’in dizi analizi ydnteminde DNA polimerazlar,
deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP) ve dideoksintiikleotid trifosfatlar: (ddNTP) substrat
olarak kullanilmaktadir. DNA dort deoksiriboniikleotid trifosfatin (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) birbirine baglanmasiyla olusan bir polimerdir ve yeni niikleotidler bir
onceki niikleotidin 3'OH ucuna eklenmektedir. Burada ddNTP’ler 3'OH ucu igermez
ve sentez sirasinda eklendiginde reaksiyon durmakta ve zincirin son niikleotidini
olusturmaktadir. DNA dizileri kapiller jel elektroforezi ile okunmaktadir (95). Yeni
nesil dizileme yontemi ile geleneksel fenotipik kiiltiir veya kiiltiir tabanli testlerin
aksine sonuclar ¢cok daha hizli elde edilmektedir. Proba 6zgii hedeflerle sinirl tespit
yapabilen prob tabanli testlerden farkli olarak da tiim genom i¢in ayrintili ve dogru

dizi analizi bilgileri elde edilebilmektedir (96).
2.3.6.2.4. Spoligotiplendirme (Spacer oligonucleotide typing)

Spoligotiplendirme bir tiir DNA parmak izi tespit etme teknigidir. Bu teknik,
Mycobacterium tuberculosis tiiriine 6zgii olan bir genetik bolgeleri analiz ederek farkl
tiiberkiiloz suslarini tanimlamay1 saglar. MTBK izolatlarinin genotiplerini belirlemek
icin izolatlardaki kromozomal “Direct Repeat (DR)” lokusunda bulunan
polimorfizmlerin gosterilmesine dayanmaktadir. Spoligotiplendirme genellikle

tiiberkiiloz epidemiyolojisi, hastalik yayilimi ve genetik cesitlilik {izerine arastirmalar
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yapmak i¢in kullanilir. Bu yontem, hastaligin yayilma yollarin1 anlamak, belirli
suslarin belli bir cografi bolgede yayginligini belirlemek ve tedaviye direngli suslari

izlemek gibi amaglarla kullanilmaktadir (97).

2.3.6.2.5. MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-
Variable Number of Tandem Repeat)

MIRU-VNTR yonteminde MTK izolatlarinin genotiplerinin belirlenmesinde
41 farkli degisken sirali tekrar (VNTR) bolgesi tespit edilmis ve bunlara MIRU
denilmistir (98). MIRU-VNTR tiplendirme yontemi, MTBK suslarinin epidemiyolojik
Ozelliklerini belirlemede kullanilan en hizli yontemdir. Bu yontemin ayrim giicli
yiiksektir. Farkli laboratuvarlarda tekrarlanabilir ve uluslararasi standartlara uygundur

(99).
2.3.6.2.6. IS6110 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Insertion sequence I1S6/10 yalmzca MTBK suslarinda bulunan genetik bir
elementtir. Bu 6zellik IS6/170’u biyolojik 6rneklerde MTBK tanisinda degerli bir arag
haline getirmektedir. Ek olarak 1S67/7/0, MTBK kromozomunda ¢oklu kopyalarda
bulunmaktadir. TB gelisen hastalardan izole edilen suslarin 1S6//0 RFLP analizi,
yillar icinde aynmi1 kaliplar1 gostermistir. Standartize edilmis IS6/7/0 RFLP tiplemesi
TB epidemiyolojik belirteci olan 25 yildan uzun siiredir altin standart olmustur. Fakat
son yillarda yerini MIRU-VNRT, tiim genom analizi, spoligotiplendirme gibi

yontemler almistir (100).
2.3.6.2.7. Xpert MTB/RIF ve Ultra (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA)

DSO’den onay almis, pulmoner ve extra pulmoner klinik &rneklerden
eszamanli olarak hem M. tuberculosis'in varhigimi hem de rifampisin direncinin
yaklasik % 95’inden sorumlu mutasyonlar1 saptamada kullanilan bir molekiiler tani
testidir. Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) testi, RIF ila¢ direncine
neden olan mutasyonlarla birlikte MTBK’y1 tespit etmek i¢in 7poB geninin 81 bp’lik
RRDR (rifampicin resistance determining region) hedef bolgesine 6zgl, aym
multipleks reaksiyonda gendeki farkli hedef sekanslarinin tamamlayicisi olan ve farkl
renkli bir florofor ile isaretlenmis, bes farkli niikleik asit probu (A-E) kullanan, kartus

tabanli, otomatik semi-nested real-time PCR sistemidir. Bu bes farkli prob, rpoB
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geninin rifampicin resistance determining region (RRDR) bdlgesindeki A (507-511
kodonlari), B (512-518 kodonlari), C (518-523 kodonlar1), D (523-529 kodonlari) ve
E (529-533 kodonlar1) sekanslara hibridize olmaktadir (101, 102).

MTBK varliginin pozitif olarak kabul edilebilmesi i¢in, bes probdan en az
ikisinin bir dongii esigi (Cycle treshold, Ct) < 38 olmas1 gerekmektedir. Bir veya daha
fazla probun hibridizasyonunu gostermeyen herhangi bir sus veya ilk ve son Ct
arasindaki fark 3,5'ten fazla oldugunda ise RR-TB pozitif olarak degerlendirilmektedir
(101, 103).

Xpert MTB/RIF, TB tanisinda ve RIF direng tespitinde ileriye dogru biiytiik bir
adim olmustur. Fakat ARB negatif hastalarda, HIV ile iliskili TB'de ve rifampisin
direncinin belirlenmesinde bazi kisitliliklara sahiptir. Cepheid tarafinda bu kisitliliklar
gdz Oniline alinarak Xpert MTB/RIF Ultra (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA)
gelistirilmistir. MTBK saptama duyarliligini arttirmak icin iki farkli ¢oklu kopya
amplifikasyon hedefi icermektedir. (IS67170 ve IS1081) Ultra ayrica tamamen nested
niikleik asit amplifikasyonu, daha fazla termal dongii, gelistirilmis akiskanlar ve
enzimler igermektedir. Biitlin bunlarin sonucunda Ultra tespit sinir1 (limit of detection-
LOD) 16 CFU/ml olarak gelistirilmistir. Xpert MTB/RIF icin bu deger 114
CFU/ml’dir (104).

Xpert MTB/RIF ve Xpert MTB/RIF Ultra numune olarak balgam ve islenmis
balgam igin teknik talimat igermektedir. Uretici firma Cepheid akciger dist numuneler
icin teknik talimat saglamamaktadir (105). Yapilan ¢alismanin sonuglarina gére Xpert
MTB/RIF i¢in kiiltir sonuclariyla kiyaslandiginda farkli 6rnek ¢esitlerinin
duyarliliklar1 su sekildeydi: lenf dokusu i¢in % 96, tiim doku 6rnekleri icin % 88,
plevral s1v1 i¢in % 34, mide aspirat s1visi i¢in % 78, beyin omurilik sivis1 i¢in % 85 ve

plevral sivi disindaki diger ser6z sivilar icin % 67°dir (106).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Mayis 2023 — Mart 2024 tarihleri arasinda, Gaziantep Universitesi
Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 poliklinigine bagvuran
tiiberkiiloz 6n tanis1 alan 20 hasta ve poliklinige farkli sebeplerle bagvuran 20 goniillii
lizerinden yiiriitiildii. Ornek alimi i¢in hastalardan aydinlatilmis onam formu alindi.
Yetiskin popiilasyonda, akciger tiiberkiilozlu hastalardan ve kontrol grubundan alinan
diski1 ornekleri PCR yontemiyle calisilarak diskinin akciger tliberkiilozu tanisinda

gecerli bir 6rnek olup olamayacagini degerlendirdi.

Gli¢ analizi: Diski tiiberkiilloz PCR ve balgam tiiberkiiloz PCR testlerinin
balgam tiiberkiiloz kiiltiirii pozitif ve akciger tiiberkiilozu ile uyumlu semptomlar1 olan
hasta grubu ile balgam tiiberkiiloz kiiltlir sonucu negatif ve klinik olarak tiiberkiiloz
sliphesi olmayan kisileri ayirma yetenegi icin % 80’lik bir AUC beklentisinin
istatistiksel olarak anlamli olacagi beklentisi i¢in gruplarda gerekli minimum katilimci
sayis1 17°ser olarak tahmin edilmistir (0=0,05, 1-f=0,90). Gii¢ analizi Medcalc version
18.11.3 programinda yapildi. Yapilan gii¢c analizine gore ¢alismaya 20 tiiberkiiloz
hastas1 ve 20 saglikli goniillii dahil edildi.

Calisma oncesi Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
15.03.2023 tarih ve 2023/40 sayr numarasi ile izin alinmistir. Ayrica calismamiz
Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

(Proje no: TF.UT.23.12)
3.1. Hasta Géniillii Grubun Secilmesi ve Orneklerin Toplanmasi

Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Gogiis
Hastaliklar1 klinigine basvuran akciger tiiberkiilozu 6n tanist olan hastalardan tanisal
amagli tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen balgam 6rneklerinden MTBK
PCR sonucu pozitif olarak degerlendirilen kisiler hasta grup igerisinde ¢aligsmaya dahil
edildi. Bu hastalara laboratuvar isletim sisteminden (LIS) kayitli telefon numarasi
tizerinden ulasilarak hastaneye cagirildi ve goniillii olur formu imzalatilarak diski

Ornegi vermeleri istenerek uygun kaplara 6rnek alindi. Balgam 6rnekleri mikroskobik,
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kiiltir ve PCR yontemleriyle degerlendirildi. Digki 6rnekleri PCR yoOntemi ile
degerlendirildi.

3.2. Kontrol Grubunun Segilmesi ve Orneklerin Toplanmasi

Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama hastanesi Gogiis
Hastaliklar klinigine bagvuran ve oksiiriik, gece terlemesi, kilo kayb1 gibi tiiberkiiloz
enfeksiyonu belirtileri olmayan, klinik ve laboratuvar olarak tiiberkiiloz tanisi
konmamis hastalardan farkli sebeplerle hastaneye bagvurular1 esnasinda goniillii olur
formu imzalatilarak balgam ve diski 6rnegi vermeleri istendi. Uygun kaplarda 6rnekler
alindi. Balgam Ornekleri mikroskobik olarak, kiiltir ve PCR yoOntemleriyle

degerlendirildi. Digk1 6rnekleri PCR yontemi ile degerlendirildi.
3.3. Toplanan Balgam Orneklerinin islenmesi

Hasta ve saglikli goniilliilerden toplanan balgam ornekleri tek kullanimlik,
steril, vidali kaplarin icerisinde tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina kabul edildi.
Ornekler dekontaminasyon ve homojenizasyon islemlerine tabi tutuldu. Daha sonra
konsantrasyon islemi uygulandi. Yapilan islemler biyogiivenlik kabininde (Class II

B2) gerceklestirildi. Islemler yapilirken kisisel koruyucu ekipman giyildi.

Dekontaminasyon-homojenizasyon islemi i¢in balgam 6rneginden 5 ml 50
ml’lik steril dibi konik polipropilen tiiplere aktarildiktan sonra esit miktarda (1:1
oraninda) daha Once hazirlanmig olan NALC (N-asetil L-sistein) — NaOH ile
kanistirilip tiipiin kapagi sikica kapatildiktan sonra 6rnek sivi hale gelene kadar (15-30

saniye) vortekslendi.
NALC-NaOH soliisyonu hazirlanisi:

% 4 NaOH (500ml) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve % 2,9 sodyum
sitrat dehidrat (500 ml) (Merck, Darmstadt, Almanya) soliisyonlar1 karistirtlarak 121
°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi (NaOH final konsantrasyonu % 2’dir).

Kullanim 6ncesinde tizerine 5 g NALC eklendi.

NALC-NaOH soliisyonu ile karigtirilmis olan balgam ornegi 15 dakika
bekletildi. Bekleme siiresince tiipler 5 dakikada bir birkag saniye vortekslendi. Uzerine

50 ml seviyesine kadar fosfat tampon (pH:6,8) ¢ozeltisi eklenerek 3000 x g’de 10
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%C’de 20 dakika santrifiij edildi. Ust stvi kismi1, uygun bir dezenfektan igeren atik
kabina dikkatli bir sekilde dokiildii. Cokelti lizerine 1-2 ml fosfat tampon ¢ozeltisi

eklenerek hazirlanan karisim ARB ve kiiltiir iglemlerinde kullanildi.

3.4. Toplanan Balgam  Orneklerinin  Mikroskobik  Olarak

Degerlendirilmesi

Ornekler EZN yoéntemi ile boyanip degerlendirildi. Kursun kalem ile rodajl
lam tizerine hasta ve goniilliilerin 6rnek numaralar1 yazildi. Daha sonra islem gérmiis
ornekten, ¢okeltiden Pastor pipeti ile 1-2 damla, lamin ortasinda yaklasik 1 x 2 cm’lik
alan i¢inde dairesel hareketler ile yayildi. Hazirlanan 6rnekler bir gece biyogiivenlik
kabininde (Class II B2) bekletilerek kurutuldu. Kurumus yaymalar Bunsen bekinde

alevden gecirilerek lama sabitlendi.

Hazirlanan yaymalar boya diizenegi lizerine birbirine temas etmeyecek sekilde
yerlestirildikten sonra preparatlarin lizerini tamamen kaplayacak sekilde karbol fuksin
dokiildii. Yaymalar 5 dakika boyunca buhar ¢ikacak fakat kaynamayacak sekilde alttan
1s1t1ld1. Buharlagma ile boya eksilen yaymalara boya eklenerek 1sitma islemine devam
edildi. Daha sonra lamlar nazikg¢e su ile yikandi ve egilerek getirilerek tlizerlerindeki
su siizdiiriildii. Uzerine sonrasinda % 3’liik asit-alkol ¢ozeltisi dokiildii. Bu isleme
renksizlesene kadar (1-2 dakika) devam edildi. Su ile yikanan yaymalarin tizerindeki
su stizdiriildiikten sonra metilen mavisi dokiildi. 1-2 dakika beklendikten sonra

yaymalar tekrar yikandi ve dik bir konumda oda 1s1sinda kurumaya birakildi.

Kurumus olan yaymalar 151k mikroskobunda 100x’liik biiyiitmede en az 300

alan incelenecek sekilde Tablo 2.4.’daki verilere gore degerlendirildi.
3.5. Toplanan Balgam Orneklerinin Kiiltiir Degerlendirmesi
Kat1 Besiyerine EKim

Islenmis balgam &rneginde 0,3 ml pastdr pipet ile alinarak Lowenstein Jensen
(LJ) (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, ABD) besiyerine eklendi. Ik bir
hafta yatik daha sonrasinda dik bir sekilde 37°C etiivde bekletildi. Ik hafta iki kere
daha sonrasinda 8. haftaya kadar haftada bir kere lireme agisindan kontrol edildi.
Ureme goriilmesi halinde preparat hazirlanip, EZN yontemiyle boyand1 ve ARB

varlig1 agisindan incelendi.
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Sivi Besiyerine Ekim

BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, ABD)
sisteminde, modifiye Middlebrook 7H9 igeren MGIT besiyerleri (7 ml) ile MGIT 960
supleman kiti (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, ABD) kullanildi.
Supleman kiti igerisinde, OADC polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit,
trimetoprim ve azlosilin (PANTA) igeren antibiyotik karisimi1 bulunmaktadir. MGIT
tireme destegi sisesinden, 15 ml alinarak BBL MGIT PANTA icgerisine eklenmis, bu
karistmdan da 0,8 ml alinarak MGIT besiyerlerine eklendikten sonra islenmis balgam
orneginden 0,5 ml inokiile edildi. Ekim yapilan besiyerleri {istiindeki barkod cihaza
okutulduktan sonra yiiklendi. MGIT 960 igindeki besiyerleri 37 °C’de inkiibe
edilmekte ve i¢indeki foto dedektdrleriyle 60 dakikada bir floresan 1sima seviyesini
otomatik olarak dlgerek iiremeyi kontrol etmektedir. Ureme durumunda cihaz sesli
uyar1 vererek tiremenin oldugu besiyerlerinin bulundugu kisimda “+” isaretinin 15181
yanmaktadir. Ureme olan yer acilip pozitif besiyerleri ¢ikarildiktan sonra ARB

yontemiyle boyandi. Immiinkromotografik yéntemle MTBK dogrulamasi yapildi.
3.6. MGIT 960 Sistemi ile Duyarhlik Arastiriimasi

MTBK olarak saptanan suglarin streptomisin, INH, RIF ve etambutole
duyarliliklar1 iireme tespit edildikten sonraki bes giin i¢cinde MGIT 960 SIRE
(Streptomisin, INH, RIF, etambutol) kiti (SIRE kiti) kullanilarak MGIT 960 sistemi

ile degerlendirildi.
Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi:

SIRE kiti igerisinde liyofilize halde rifampisin bulunmaktadir. Liyofilize
antibiyotik sisesine 4 ml steril distile su eklenerek 83 pg/ ml RIF iceren antibiyotik

soliisyonlar1 elde edildi.
Duyarhlik deneyi icin MGIT besiyerlerinin hazirlanmasi:

Antimikrobiyal duyarliligi degerlendirebilmek icin her bir sus 6zel bes tane
MGIT besiyeri hazirlandi. Birinci besiyeri kontrol amaglhi diger besiyerleri test
edilecek antibiyotikleri degerlendirmek amagli isaretlendi. Aseptik kosullarda her
besiyerine SIRE iireme desteginden 0,8 ml ilave edildi. Daha sonra biitiin besiyerlerine

antibiyotikler 100’er ul eklendi, kontrol besiyerine ise higbir antibiyotik eklenmedi.
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Inokiilumun hazirlanmasi:

Antibiyogram iireme tespit edildikten sonraki iki giin igerisinde yapildiysa
pozitif sonug veren MGIT besiyeri direkt kullamldi. Ureme tespit edildikten sonraki
3-5. gilinde yapiliyorsa, pozitif kiiltiir sisesinden 1 ml alinarak 4 ml steril fizyolojik

tuzlu su iceren tiipe ilave edilip 1:5 oraninda sulandirildi.
Ekim islemi ve MGIT besiyerlerinin cihaza yiiklenmesi:

Pozitif kiiltiir sisesinden tamami farkli antibiyotikler igeren besiyerlerine 0,5’ er
ml ilave edildi. Besiyerleri ¢alkalanarak iyice karistirildi. Pozitif kiiltiir sisesinden 0,1
ml alintp 10 ml steril fizyolojik tuzlu su iceren tiipe eklenerek siispansiyon 1:100
oraninda sulandirilarak kontrol sisesi i¢in hazirlandi. Sulandirilmig (1:100 oraninda)
siispansiyondan 0,5 ml alinip kontrol sisesine eklendi. Hazirlanan besiyerleri

barkodlar1 okutularak cihaza yerlestirildi.
3.7. Toplanan Balgam Orneklerinin PCR Degerlendirmesi

Islenmemis balgam &rneginden 0,5 ml almarak 1:2 oraminda 1 ml Xpert
MTB/RIF Ultra (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) kit iceriginde bulunan sample
reagent ile 15 ml’lik falkon tiipli igerisinde karistirildi. 10 saniye vortekslendikten
sonra 15 dakika inkiibasyona birakildi. Sonrasinda cihaza yiiklendi. Cikan sonuglar

degerlendirildi.
Xpert MTB/RIF Ultra calismasi

MTBK saptama duyarhiligini arttirmak igin iki farkli coklu kopya
amplifikasyon hedefi igermektedir. (IS6710-IS1081) Tespit sinir1 (limit of detection-
LOD) 16 CFU/ml olarak gelistirilmistir. MTBK varh@nin pozitif olarak kabul
edilebilmesi i¢in ¢oklu kopya problarindan biri veya her ikisinin pozitif saptanmasi
(Ct <37 olmasi) ve en az iki rpoB probunun pozitif saptanmasi (Ct <40 olmasi)
gerekmektedir. Ultra semi kantitatif olarak Xpert MTB/RIF ile ayni1 kategorileri
kullanmaktadir. Bunlar high (yliksek), medium (orta), low (diisiik) ve very low (¢ok
diisiik)’tlir. Bunlara ek olarak ‘trace’ kategorisi mevcuttur. Bu en diisiik basil yiikiinii
ifade etmektedir. Trace sonucu i¢in ¢oklu kopya problarindan biri veya her ikisinin
pozitif olmasi (Ct <37 olmasi) ve birden fazla rpoB probunun negatif olmasi (Ct <40

olmamasi) gerekmektedir. Xpert MTB/RIF Ultra rifampisin direng tespitinde Xpert
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MTB/RIF’den farkli olarak melting-temperature (erime sicakligi) temelli bir yontem
kullanmaktadir. Dort rpoB probunun tiimii vahsi tip profilinde tanimlanan erime
sicakligr (Tm) piklerine sahipse rifampisin direncinin olmadig1 kabul edilmektedir.
Trace sonuglarda rpoB problarinin Tm degeri degerlendirilemedigi i¢in rifampisin
direnci degerlendirilememektedir. Trace sonucu HIV pozitif veya siipheli olan
hastalarda, c¢ocuklarda ve akciger dis1 Orneklerde goriildiigiinde tedaviye
baslanilmalidir. Diger hasta gruplarinda tekrar edilmeli ve klinik ve radyolojiyle

birlikte degerlendirilmelidir (104).
3.8. Toplanan Diski Orneklerinin PCR Degerlendirmesi

Hasta ve saglikli goniilliilerden toplanan diski 6rnekleri hastalardan alindiklart
giin Diinya Saghk Orgiiti'niin de o©nerdigi sekilde isleme alindi (16, 107).
Dondurularak saklanmadi. Yine Diinya Saglik Orgiitii niin 6nerisiyle PCR yontemiyle

Xpert MTB/RIF Ultra cihaziyla degerlendirildi. Diski cihaza yiiklenmeden 6nce

e 0,5 gram digk: hassas terazide tartilarak 15 ml falkon tiipiine konuldu ve iizerine
10 ml Sheathers soliisyonu (% 56°lik siikroz soliisyonu) eklendi.

e Plastik 6ze yardimiyla karistirilarak 30 saniye vortekslendi.

e 1 dakika 100 x g’de santrifiij edildi.

e 30 dakika beklendikten sonra iizerinde olusan supernatan kisimdan 0,5 ml
almarak 15 ml’lik baska bir falkon tiipiine aktarildi ve bunun {izerine 1,8 ml
sample reagent eklendi.

e Buda 20 kez elde calkalandiktan sonra 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Kanisimin 2 ml’si cihazin kartusuna eklendi. Daha sonra kartus cihaza
yiiklenerek sonuglar degerlendirildi.

Sheathers soliisyonunun hazirlanisi1 (107):

DSO’niin &nerisine gore 355 ml distile su igerisine 454 g siikroz (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, ABD) eklenerek 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Sogutulan
soliisyon 50 ml’lik falkon tiiplerine konarak +4 °C’de en fazla bir ay siireyle

kullanilmak tizere stoklandi.
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3.8. istatistiksel Yontem

Verilerin analizi SPSS 18.0 Paket Programi kullanilarak yapildi. Yeni tam
testinin etkinlik istatistikleri olarak duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger (PPD),
negatif prediktif deger (NPV) ve dogruluk degerleri ve % 95 giiven araliklar
hesaplanmistir. Bu istatistiklerin gliven araliklarinin % 50°nin istiinde olmasi

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Balgam ve digki PCR’da ulasilan Ct degerleri Wilcoxon isaretli siralar testi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 klinigine bagvuran kisilerden 20 TB 6n tanili hasta

goniilli ve 20 TB klinigi olmayan goniillii analiz edildi.

Hasta goniilliilerin yas ortalamasi 50,1, median yasi 48 (minimum 22,
maksimum 78) idi. Caligmaya katilan hastalarin % 25’1 (n=5) kadin, % 75’1 (n=15)
erkekti. Ilkokul mezunlarinin oran1 % 65 (n=13), ortaokul mezunlarinin % 20 (n=4),
lise mezunlarinin ise %15°di (n=3). Gelir diizeyleri degerlendirildiginde % 80’ninin
(n=16) aylik geliri asgari {icret altindaydi. Kalan % 20’sinin (n=4) ise iizerindeydi.
Hastalardan % 90’1 (n=18) evli, % 10’u (n=2) ise bekardi. Diyabet, hipertansiyon gibi
kronik hastalik dykiisii mevcut olan hasta oran1 % 75°di (n=15). Saglikli goniilliilerin
yas ortalamasi 37,6, median yasi 33,5 (minimum 21, maximum 63) idi. Calismaya
katilan saglikli goniilliilerin % 50°si (n=10) kadm, % 50’si (n=10) erkekti. ilkokul
mezunlarinin oram1 % 10 (n=2), lise mezunlarinin oram1 % 45 (n=9), lniversite
mezunlarinin orani ise %45°di (n=9). Gelir diizeyleri degerlendirildiginde % 25’inin
(n=5) aylik geliri asgari licret altindaydi. Kalan % 75’inin (n=15) ise iizerindeydi.
Saglikli goniilliilerin % 65°1 (n=13) evli, % 35’1 (n=7) bekardi. Diyabet, hipertansiyon
gibi kronik hastalik 6ykiisii mevcut olan hasta oran1 % 35°di (n=7). Tablo 4.1. hasta ve

saglikli goniilliilerin sosyodemografik verileri ayrintili olarak gdsterilmistir.

Tablo 4. 1. Hasta ve saglikli goniilliilerin sosyodemografik verileri

Hasta Goniillii Sayisi Saghkh Goniillii Sayisi
Cinsiyet
Kadin 5 (% 25) 10 (% 50)
Erkek 15 (% 75) 10 (% 50)
Egitim Durumu
Ilkokul 13 (% 65) 2 (% 10)
Ortaokul 4 (% 20) 0(% 0)
Lise 3 (% 15) 9 (% 45)
Universite 0 (% 0) 9 (% 45)
Gelir Diizeyi
<10.000 TL 16 (% 80) 5% 25)
10.000-30.000 TL 3 (% 15) 7 (% 35)
>30.000 TL 1 (% 5) 8 (% 40)
Medeni Durum
Evli 18 (% 90) 13 (% 65)
Bekar 2 (% 10) 7 (% 35)
Kronik Hastalik Durumu
Var 15 (% 75) 7 (% 35)

Yok 5 (% 25) 13 (% 65)
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Saglikli goniilliilerin ARB, balgam kiiltiir, balgam PCR ve digki1 PCR sonuglari
degerlendirildiginde tamami1 negatif olarak saptandi. Hasta goniilliilerin tamaminin
balgam PCR sonucu pozitif bulundu. Hastalardan % 40’mnin (n=8) balgam ARB
sonucu pozitif, kalan % 60’min (n=12) balgam ARB sonucu negatif saptandi.
Hastalarin % 85’inin (n=17) balgam kiiltiir sonucu pozitif, kalan %15’inin (n=3) ise
negatif degerlendirildi. Hastalardan % 10’u (n=2) disinda tamaminin (n=18) disk1 PCR
sonucu pozitif saptandi. Hastalardan % 15’inin (n=3) balgam kiiltiir sonucu negatif
olmasina ragmen balgam PCR sonucu pozitifti. Ayn1 hastalardan ikisinin digki PCR
sonucu da pozitifti. Bir hastanin ise balgam PCR ve kiiltlir sonuglar1 pozitif olmasina
ragmen digki PCR sonucu negatif saptandi. Ayrintili bir sekilde ARB, kiiltiir ve PCR

sonuglar1 Tablo 4.2. ‘da gosterilmistir.

Tablo 4. 2. Hasta goniilliilerin ARB, balgam PCR, disk1 PCR ve kiiltiir sonuglar1

Balgam ARB Balgam PCR Diski PCR Ct Balgam

sonucu Ct sonucu sonucu kiiltiir sonucu
1.Hasta Negatif 19.7 20.9 Pozitif
2.Hasta Negatif 31.7 223 Pozitif
3.Hasta Pozitif (++) 16.6 16.3 Pozitif
4.Hasta Negatif 18.9 Negatif Negatif
5. Hasta Pozitif (++) 16.1 16.6 Pozitif
6. Hasta Negatif 19.6 26.6 Negatif
7. Hasta Negatif 22.9 Negatif Pozitif
8. Hasta Pozitif (+) 16.1 16.3 Pozitif
9. Hasta Negatif 25.3 25.4 Negatif
10. Hasta  Negatif 17.1 24.1 Pozitif
11. Hasta  Negatif 17.1 16.9 Pozitif
12. Hasta  Negatif 18.9 19.2 Pozitif
13. Hasta  Pozitif (+++) 16.4 16.4 Pozitif
14. Hasta  Pozitif (+++) 16.2 17.6 Pozitif
15. Hasta  Pozitif (++) 17 17.6 Pozitif
16. Hasta  Negatif 16.20 18.7 Pozitif
17. Hasta  Negatif 16.20 16.4 Pozitif
18. Hasta  Negatif 16.2 16.4 Pozitif
19. Hasta  Pozitif (++) 16.4 21.9 Pozitif
20. Hasta  Pozitif (++) 16.1 17.7 Pozitif

PCR’da ulagilan balgam ve diski Ct degerleri Wilcoxon isaretli siralar testi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik
olarak kabul edildi. Iki farkli 6rnek tipini degerlendiren yéntemler arasinda anlamli
fark bulunmadi (p=0,2429). Her iki testin anlaml1 derecede yakin sonug verdigi tespit
edildi.
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Hasta goniilliiler arasinda sadece birinin balgam PCR sonucunda rifampisin
direnci saptandi. Digski1 PCR sonucunda da ayni sekilde rifampisin direnci tespit edildi.
Yapilan balgam Kkiiltiir sonucu ile rifampisin direnci fenotipik yontemle de saptandi.
Tiirkiye Halk Sagligi Laboratuvarina gonderilen ornek ile sonu¢ dogrulandi. Diger
balgam PCR pozitif saptanan orneklerin tamami rifampisin duyarliydi ve uyumlu
olarak digki1 PCR sonuglarinin tamami da rifampisin duyarli bulundu.

Balgam kiiltiir sonucu referans olarak kabul edildiginde diski PCR testinin
duyarlilig1 % 94,1, 6zgiilliigii % 91,3, pozitif prediktif degeri (PPD) % 88,8 ve negatif
prediktif degeri (NPD) % 95,4 seklinde hesaplandi. Karsilastirilan sonuglar ayrintilt
olarak Tablo 4.3. ‘de gosterilmistir.

Tablo 4. 3. Balgam Kkiiltiir ve diski PCR sonuclarinin karsilastirilmasi

Tiiberkiiloz balgam kiiltiir sonucu

Tiiberkiiloz B Pozitif Negatif Toplam
diski PCR Pozitif 16 2 18
:Onucu Negatif 1 21 22
Toplam 17 23 40

* Referans kabul edilen test: Balgam kiiltiir testi

Karsilastirilan test: Disk1 PCR testi

Balgam kiiltiir sonucu referans olarak kabul edildiginde balgam PCR testinin
duyarlilig1 % 100, 6zgiilliigii % 86,9, PPD % 85 ve NPD % 100 seklinde hesaplandi.

Karsilagtirilan sonuglar ayrintili olarak Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4. 4. Balgam kiiltiir ve balgam PCR sonuglarinin karsilagtirilmasi

Tiiberkiiloz balgam Kkiiltiir sonucu

Tiiberkiiloz N Pozitif Negatif Toplam
baleam PCR Pozitif 17 3 20
sgonucu Negatif 0 20 20
Toplam 17 23 40

*Referans kabul edilen test: Balgam kiiltiir testi
Karsilagtirilan test: Balgam PCR testi

Balgam PCR sonucu referans olarak kabul edildiginde diski PCR testinin
duyarlilig1 % 90, 6zgiilliigii % 100, PPD % 100 ve NPD % 90,9 seklinde hesaplandi.

Karsilagtirilan sonuclar ayrintili olarak Tablo 4.5. ‘de gdsterilmistir.



Tablo 4. 5. Balgam PCR ve diski PCR sonuglarinin karsilastiriimasi
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Tiiberkiiloz balgam PCR sonucu

Tiiberkiiloz N Pozitif Negatif Toplam
diski PCR Pozitif 18 0 18
:Onucu Negatif 2 20 22
Toplam 20 20 40

*Referans kabul edilen test: Balgam PCR testi
Karsilastirilan test: Disk1 PCR testi

Hasta goniilliilerin degerlendirilen balgam kiiltiir-balgam PCR-digki PCR

sonuclarinin toplu analizi Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4. 6. Balgam Kkiiltiir-balgam PCR-diski1 PCR sonug¢larinin toplu analizi

Diski PCR-Balgam Balgam PCR -Balgam
kiiltiir karsilagtirilmasi kiiltiir karsilastirmasi
Duyarlilik % 94,1 % 100
Ozgiilliik % 91,3 % 86,9
PPD % 88,8 % 85
NPD % 95,4 % 100

*PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz tiim diinyada yaygin goriilen ve 6liimlere yol agcan enfeksiydz bir
hastaliktir (1). Erken tan1 hem hastanin tedaviye erken baglamasini saglamakta hem de
hava yoluyla daha fazla kisiye bulagsmasinin 6nlemektedir. Tan1 da balgam kdiltiirii
altin standart olmakla birlikte sonuclanmasi hem zaman alicidir hem de her hasta
rahatlikla balgam verememektedir. Balgam veremeyen hastalardan ag¢lik mide suyu,
bronkoalveolar lavaj gibi farkli 6rnekler elde edilip calisilabilmektedir. Fakat bu
orneklerin elde edilmesi hem hasta i¢in travmatik hem de ekipmana ihtiya¢ duyulan
maliyetli yontemlerdir. Disk1 akciger tiiberkiilozu tanisinda son yillarda kullanilmaya
baslanan bu alanda yeni bir 6rnek tiiriidiir. Bizim ¢alismamizda noninvaziv, kolay elde
edilebilen alternatif bir Ornek olarak diskinin akciger tiiberkiilozu tanisinda

kullanilmasini desteklemektedir.

Akciger tiiberkiilozlu c¢ocuk ve adolesanlarda digki kullanilarak MTBK
saptanmasi ve bunun TB tanisinda ilk tan1 yontemi olarak kullanilmasi DSO tarafindan
Ocak 2020°den beri 6nerilmektedir (108). Bizler de bu 6nerinin yetiskin popiilasyon
icin gegerli olup olmayacagimi degerlendirmek amaciyla 18 yas {stii akciger
tiiberkiilozlu ve saglikli eriskinlerde ¢alismamiz: yiiriittiik. Calismamizda toplamda 20
tiiberkiiloz hastas1 ve 20 saglikli goniillii bireyde Xpert MTB/RIF Ultra (Cepheid,
Sunnyvale, CA, USA) ile diski1 6rneginde MTBK saptanmasini degerlendirdik.

Calismamizda balgam kiiltiirii referans test olarak kabul edildiginde digsk1 Xpert
MTB/RIF Ultra testinin duyarlilig1 % 94,1, 6zgiilliigii % 91,3, PPD % 88,8 ve NPD %
95,4 olarak saptandi. Liu ve ark. (109) Xpert MTB/RIF kullanarak 31 hasta ve 34
saglikli toplamda 65 kisi lizerinde yaptig1 benzer bir ¢calismada ayni sekilde kiiltiir
referans yontem olarak kabul edildiginde duyarlilik % 90, 6zgiilliik % 93,5, PPD %
93,5 ve NPD % 91,2 olarak hesaplanmistir. Bu ¢aligmada balgam veremeyen agir hasta
grubu c¢aligmaya alinmigtir. Ayni hasta grubunda gastrik aspirat érnegi de PCR ile
degerlendirilmis ve duyarlilig1 % 56,5 hesaplanmistir. Bu da diski duyarliliginin ¢ok
altindadir.
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Yu ve ark. (110) yaptig1 bir calismaya eriskin yas grubundan 96 TB hastasi ve
34 saghkli goniilli dahil edilmis, Xpert MTB/RIF Ultra ve Xpert MTB/RIF
kullanilarak digki 6rnekleri degerlendirilmistir. Referans test olarak balgam kiiltiirii
kabul edildiginde digki PCR duyarliligt Xpert MTB/RIF icin % 68,6, 6zgilligi %
88,6, Xpert MTB/RIF Ultra icin % 78,4, o6zgiilliigii % 77, 2 olarak hesaplanmustir.
Cocuk yas grubunda Kabir ve ark. (111) yaptig1 baska bir ¢alismada kiiltiir altin
standart kabul edildiginde diski1 Xpert MTB/RIF duyarlilig1 % 37,9, 6zgiilliigii % 100
ve Xpert MTB/RIF Ultra duyarlilig1 % 58,6, 6zgiilliigli % 88,1 olarak hesaplanmustir.

Mesman ve ark. (59) tarafindan 259 tiiberkiiloz semptomlu c¢ocuk hasta
lizerinde yapilan bir calismada biiylik cocuklarda, ARB pozitifligi, kaviter lezyon
varlig1 pozitif disgki PCR sonucu ile iligkili bulunmustur. Bu 6zellikler erigkin yas
grubunda gegirilen tiiberkiilozda daha sik goriilmektedir. Bu sebeple ¢cocuklara oranla
erigkin tiiberkiiloz hasta grubunda digki pozitif saptanma oram1 daha yiiksek

beklenmektedir.

Digki PCR sonuglar1 balgam ARB sonuglariyla yakin iligkilidir. Yetigkin yas
grubunda Kokuto ve ark. (112) tarafindan yapilan 56 TB hastasinin, 37 saglikli
gbniilliiniin dahil edildigi baska bir ¢alismada Xpert MTB/RIF kullanilmis referans
yontem olarak balgam kiiltiir pozitifligi ve/veya balgam Xpert MTB/RIF pozitifligi
kabul edilmistir. Digki PCR duyarliligt ARB pozitif hasta grubunda % 100, ARB
negatif hasta grubunda % 50 ve ARB siipheli sonuclanan hasta grubunda % 81 olarak
degerlendirilmistir. Tiim hasta gruplar1 dahil edildiginde 6zgiilliigii % 100 olarak
hesaplanmistir. Bizim c¢alismamizda da ARB sonucu pozitif olan sekiz hastanin
tamaminin balgam kiiltiir, balgam Xpert MTB/RIF ve digki Xpert MTB/RIF
sonucunun pozitif oldugu goriildii. Rahman ve ark. (113) yaptig1 baska bir ¢calismada
102 TB hastast 50 saglikli goniillii dahil edilmis ve balgam kiiltiir referans yontem
alindiginda diskida Xpert MTB/RIF duyarliligi % 94,8, 6zgiilliigli ise % 100 olarak
hesaplanmistir. Yine ayni ¢aligmada digki Ct degerleri ile balgam ARB sonuglari
arasinda anlaml korelasyon bulunmustur (p<0.01) (113). Bu durum hastalarin basil

ylkiiniin yiiksek olmasi ile iligkilendirilmistir.

Literatiire bakildiginda Xpert MTB/RIF veya Xpert MTB/RIF Ultra

kullanilarak digkidan tiiberkiiloz basilinin saptanmasinda birka¢ faktoére bagli olarak
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farkli duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglar1 bulunabilmektedir. Digkida PCR yontemini
inhibe edebilecek organik ve inorganik maddeler bulunmaktadir. Bunlar yanlig veya
yetersiz sonuglara sebep olabilmektedir. Bu sebeple PCR 6ncesi digki iizerinde bazi
miidahalelere ihtiya¢ vardir. Bu miidahale sirasindaki testte kullanilan digki miktari,
numunenin islem Oncesinde dondurulup dondurulmamasi, santrifiij yapilip
yapilmamasi1 gibi farkliliklar farkli sonuglar olugmasina sebep olmaktadir. 2013
yillinda Nicol ve ark. (114) tarafindan ¢ocuk yas grubunda yapilan bir ¢alismada disk1
islem oncesi -80 °C’de dondurulmus ve islem i¢in 0,15 g diski kullanilmustir.
Caligmanin sonucunda balgam kiiltiirii referans test kabul edildiginde duyarlilik %
47,1, ozgillik % 99,0 bulunmustur. Diisiik duyarlilik diizeyi digki miktarinin az
olmasina ve dondurulmasma baglanabilmektedir. DSO diskinin ¢alisma oncesi
dondurulmasini kesinlikle 6nermemektedir (71). Diskinin dondurulmasinin bakterinin
genetik yapisina zarar verdigi ve tespit edilme oranini azalttigi diisiiniilmektedir (115).
Bu sebeple bizim calismamizda toplanan diski dondurulmadan aymi giin isleme

aliarak degerlendirilmistir.

Calisma esnasinda kullanilacak diski miktar1 da sonuclar etkileyebilmektedir.
Banada ve ark. (55) yaptig1 bir ¢alismada tiiberkiiloz ile enfekte edilen makaklardan
alman disk1 6rnekleri degerlendirildiginde 0,6 g digkinin 0,2 g ve 1,2 g diskiya gore
daha iyi performans gosterdigi goriilmiistiir. Yine ayni calismada 20 tiiberkiiloz
hastasi, 20 saglikli cocuk degerlendirilmistir. Digki miktar1 0,6 g olarak alindiginda
duyarhilik % 85, 6zgiilliik % 100, 1,2 g olarak alindiginda duyarlilik % 84, 6zgiilliik %
94 olarak tespit edilmistir. Digk1 miktarindaki artisla igerdigi tiiberkiiloz basil miktari
artmakta fakat bununla birlikte diski igerisindeki diger komponentlerde arttig1 igin
PCR’1 inhibe edebilmektedir. Cok diisitk miktardaki digki ise yetersiz gelmektedir
(55). Yapilan baska bir ¢alismada hem icerdigi basil miktarinin yeterli olmast hem de
PCR yontemini inhibe edecek yabanci komponentlerin daha az olmasi sebebiyle 0,5 g
diskinin kullaniminin ideal oldugu diisiiniilmektedir (59). Bizim calismamizda da

DSO’niin de énerdigi sekilde 0,5 g disk: 6rnegi kullanilmgtir (71).

Lounnas ve ark. (116) DSO tarafindan &nerilen diski Xpert MTB/RIF
degerlendirmesi Oncesinde yapilan islemlerin (kullanilan digski miktari, manuel

calkalama, filtrasyon uygulama, sedimentasyon siiresi gibi) farkli versiyonlarinin ayni
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grup hasta drnegi lizerinde denendigi bir ¢alisma yapmistir. Calismada 0,5 gve 1 g
disk1 Ornegi, filtrasyon islemi uygulanmasi durumuna ve 30 dk, 60 dk ve 90 dk
sedimentasyon siiresine gore farkli kombinasyonlarda degerlendirilmistir. Sonug
olarak 13 kombinasyon kiyaslandiginda en iyi sonuclarin 0,5 g diski kullanilarak islem
sirasinda manuel calkalama yapilarak, filtrasyon yapilmadan 30 dk sedimentasyon
stiresi verilerek saglandigi goriilmiistiir. Sekil 5.1.°de ayrintili olarak gosterilmistir.
Gebre ve ark. (117) yaptig1 bir derlemeye gore digski 6rneginin santrifiijlenmesi yiiksek
duyarlilik saglamaktadir. Bizde ¢aligmamizi Lounnas ve ark. (116) 6nerdigi optimize
methoda santrifiij yontemini ekleyerek gerceklestirdik. Bu da ¢alismamizda yiiksek

duyarlilik ve 6zgiilliik elde etmemizi saglamistir.

A. Original (reference) methad

1. Add05gofstoolin10ml 2 Filtration through 3. Centrifugation 4, Transfer 0.5 ml from the top of the specimen toa ;
) ; : ‘ 5. Incubation and transfer to
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Sekil 5. 1. Referans yontem ile optimize edilmis yontemin karsilastirilmasi (116)
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2022 yilinda diinya genelinde tahminen 410.000 kiside ¢oklu ilaca direngli
veya rifampisine direncli TB (CID-RD TB) gelismistir (1). Cok ilaca direncli
tiiberkiiloz hastalarinin erken teshisi, tedaviye erken baslanmasi ve direngli susun
yayilmasini azaltmak i¢in hizli saptanmasi ¢ok dnemlidir (118). Xpert MTB/RIF veya
Xpert MTB/RIF Ultra kullanilarak tiiberkiiloz basili saptandig1 gibi rifampisin direng
geni de tespit edilmektedir (104). Rahman ve ark. (113) 89 diski 6rnegini Xpert
MTB/RIF ile degerlendirdigi ¢alismada % 96,6’s1 (n=86) rifampisin duyarli, % 3,4’
(n=3) ise rifampisin direngli saptanmistir. Bu sonuglar balgam Xpert MTB/RIF
rifampisin diren¢ sonuglariyla tamamen uyumlu bulunmustur. Bizim calismamizda
sadece bir hastada balgam PCR sonucuna gore rifampisin direnci tespit edilmisti. Bu
sonug kiltiir ile dogrulanmistir. Kalan biitiin hastalarin balgam PCR, diski PCR ve

kiiltiir sonuglar1 uyumlu olarak rifampisin duyarli saptanmistir.

Akciger tiiberkiilozlu hasta digkilari PCR yontemi kullanilarak pek cok
calismada degerlendirilmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir. Digk1 6rnegi birkag
calismada ARB ve kiiltiir yontemleriyle de degerlendirilmis fakat duyarliligina dair
anlamli sonucglar elde edilememistir. Tiiberkiiloz hastalarinin digki kiiltiirii balgam
kiiltiirii ile kiyaslandiginda % 30’un altinda duyarliliga sahiptir (119). Abaye ve ark.
(58) tarafindan 117 eriskin HIV (+) tiiberkiiloz siipheli hastada yapilan bir ¢alismada
33 hastanin balgam kiiltiirii pozitif saptanmistir. Bu hastalarin digki kiiltiirleri balgam
kiiltiirleriyle kiyaslandiginda duyarlilik % 30,3, 6zgiillik ise % 96,4 bulunmustur.
Digki ARB sonuglart ayni sekilde balgam kiiltiirleriyle kiyaslandiginda duyarlilik %
12,1, ozgiillik % 100 hesaplanmistir. Rahman ve ark. (113) yaptig1 bagka bir
calismada balgam kiiltiir sonuglariyla kiyaslandiginda diski ARB duyarlilig1 % 53,9,
ozgulligli % 100, diski kiiltiir duyarliigi % 35,3, ozgilligi % 100 olarak
degerlendirilmistir. Musisi ve ark. (115) yaptig1 ¢aligmada ise balgam kiiltiirli referans
yontem kabul edildiginde diski kiiltiir duyarliligr % 44, 6zgilligi % 80, PPD %48,
NPD ise %48 hesaplanmistir. Aym1 g¢alismada digki kiiltiiri % 21 oraninda
kontaminasyon sebebiyle belirsiz sonu¢ vermistir. Bu durumun yiiksek mikrobiyal
dansite ve ¢esitlilik sebebiyledir. Goriildiigi gibi digkit ARB ve kiiltiir sonuglari tanida
kullanilabilecek seviyede degildir. Biitiin bu sebeplerden dolay1 bizim ¢alismamizda
diskr 6rnegini sadece PCR yontemiyle degerlendirilmistir. ARB ve kiiltiir yontemleri

kullanilmamustir.
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Calismamizda 2 (% 10) hastanin balgam kiiltiir sonucu negatif olmasina
ragmen balgam ve digki1 PCR sonucu pozitif olarak saptanmistir. Bu hastalarin ikisi de
tedavi goren takip hastalariydi. Balgam ve digkida saptanan basil 6lii basil olarak
degerlendirildi. Ciinkii hastalar diizenli tedavilerini almakta ve semptomatik olarak da
diizelmekteydi. Yapilan ¢aligmalarda tedavi takibinde bir siire daha balgamla 6lii basil
atilim1 olabilecegi bunun Xpert MTB/RIF gibi PCR testleri ile tespit edilebilecegi
goriilmiistiir (13). Bizim ¢alismamizda da hastalarin negatif balgam kiiltiir sonucuna

ragmen pozitif PCR sonuglari 6lii basil atilimi olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda 1 (%5) hastanin balgam kiiltiir ve diski PCR sonucu negatif
olarak saptanmasina ragmen balgam PCR sonucu pozitif saptanmistir. Bu hasta tedavi
goren takip hastasiydi. Kiiltiir pozitifligi 6li basil sagilimi olarak degerlendirilirken
balgam PCR pozitif olmasina ragmen diski PCR negatifligi mevcut basil yiikiiniin
diskida tespit edilemeyecek diizeyde diisiik oldugu seklinde yorumlanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiiberkiiloz tanisinda digki 6rnegi yeni bir tanisal numune olarak son yillarda
karsimiza ¢ikmistir. Bizim ¢alismamizda da akciger tiiberkiilozlu yetigkin hastalarda
diski PCR degerlendirmesinin yeni bir tanisal yontem olup olamayacagi
degerlendirilmistir ve % 90 iizerinde duyarlilik ve 6zgiillik elde edilerek digkinin
yetigkin hasta grubunda akciger tiiberkiiloz tanisinda kullanilabilecek bir numune

oldugu kanisina varilmistir.

Ozellikle immiin yetmezlikli hasta grubu basta olmak iizere ndrolojik defisiti
olan hastalar, yogun bakim hastalar1 ve herhangi bir sebeple balgam veremeyen
hastalar i¢in akciger tiiberkiilozu tanisinda digki 6rnegi muhakkak akla getirilmelidir.
Calismamizda kullandigimiz PCR islemi dncesi silikroz yiizdiirme yontemi, basit ve
her laboratuvarda rahatlikla uygulanabilir bir yontemdir. Tiirkiye’de heniiz akciger
tilberkiiloz tanisinda digki o6rne8i kullanimi yaygmn degildir. Fakat klinik
mikrobiyologlarin ve klinisyenlerin ortak ¢alismasiyla rutine sokulmalidir. Bu sayede

hem hasta i¢in hem hekim i¢in bir¢ok fayda saglayacaktir.

Sonug olarak, digki PCR eriskin yas grubunda akciger tiiberkiilozu tanis1 i¢in
yiiksek derecede 6zgiil ve duyarli bir tekniktir. Hizli, noninvaziv bir 6n test olarak
potansiyel kullanima sahiptir. Tanisal duyarliligi artirmak i¢cin PCR islemi Oncesi
farkli digski hazirlama yontemleri gelistirilmeye devam etmektedir. Literatiir

tarandiginda ¢alismamiz bu alanda Tiirkiye’de yapilan ilk ¢calismadir.
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