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OZET

Togay A. (2014). Klinik Orneklerden izole edilen Mycobacterium tuberculosis
kompleks tirlerinin gyrB PCR-RFLP Yontemi ile belirlenmesi. Saglik Bakanligi Sisli
Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari. Tipta Uzmanlik Tezi. Istanbul.

Mikobakterilerin  tir diizeyinde tanimlanmasi, patojen olan tiirlerin patojen
olmayanlardan ayrimi, uygun tedavi rejiminin se¢imi ve epidemiyolojik verilerin
toplanmasi i¢in Oonemlidir. Geleneksel yontemler ile laboratuar tanisi zaman alic1 ve
zahmetli olan mikobakterilerin identifikasyonu i¢in daha hizli, duyarli ve giivenilir
yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Bu ¢alismanin  amact  Mycobacterium
tuberculosis kompleks suglarinin tiir diizeyinde tayini ve tiirlere 6zgii risk faktorlerinin
irdelenmesidir.

Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Ocak 2011-Nisan 2013 tarihleri arasinda TB siiphesi ile
laboratuvarimiza gonderilen 1896 hastaya ait klinik ornekten 136’sinda MGIT kiiltiir
sistemi ile mikobakteri izole edilmistir. Bu drneklerden elde edilen 117 MTBC susu
calisma kapsamina alinmistir.

Mikobakteri kiltiri yapilmasi istenen klinik 6rnekler MGIT ve LJ besiyerlerine ekilmis
ve 136 hastadan mikobakteri tiretilmistir. MGIT kiiltiir yontemi ile izole edilen 136
susun ancak 117’ si (%86) LJ besiyerinde iiretilebilmistir. LJ’de tiremeyen suslarin 13’
NTM, 6’s1t MTBC’dir. Kilturiinde Greme saptanan 136 6rnegin 55’inde (%40) Ehrlich-
Ziehl-Neelsen (EZN) ve Auromine-Rhodamine yontemleri ile aside direncli basil
saptanmistir.

Kltirde tGreyen Mycobacterium tuberculosis kompleks tirlerinin identifikasyonu
amaciyla gyrB PCR-RFLP yontemi uygulanarak 113 sus M. tuberculosis, 4 sus M. bovis
olarak saptanmustir.

Gelisen teknoloji ile biyokimyasal deneylere gore daha hizli ve daha dogru tanimlama
saglayabilen, maliyeti diger yontemlere oranla oldukga diisiik olan gyrB PCR-RFLP
yonteminin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda kullanilmas1 fayda saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: PCR-RFLP, gyrB, M.tuberculosis complex, M.tuberculosis, M.bovis
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ABSTRACT

Togay A. (2014) ldentification of Mycobacterium tuberculosis complex strains isolated
from clinical specimens via gyrB PCR-RFLP method. Health Ministry the Sisli
Hamidiye Etfal Training and Research Hospital Microbiology and Clinical
Microbiology Laboratory. Thesis for specialisation in medicine. Istanbul

Mycobacterial identification to the species level is important for, discrimination of a
nonpathogenic species from pathogenic species, selecting proper treatment regimen and
collecting epidemiological data. Because the conventional methods for mycobacterial
identification are time consuming and labor intensive, there is a need for rapid,
sensitive, and reliable methods. The aim of this study was to determine whether species
identification of M.tuberculosis complex strains and analyze risk factors of species.

A total of 136 mycobacterial isolates were obtained from 1896 patients submitted to the
Sisli Etfal Training and Research Hospital, Microbiology and Clinical Microbiology
Laboratory between January 2011 and April 2013. 117 strains which were covered in
the study, were identified as MTBC.

Mycobacterial culture requested clinical samples were inoculated MGIT and LJ
medium and of them 136 mycobacteria were isolated. 117 (86%) out of strains were
also showed growth in LJ medium. 13of NTM and six of MTBC weren’t showed
growth LJ medium. Acid-fast bacilli was detected in 40 % of the mycobacterial culture
positive samples with Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) and Auromine-Rhodamine stains.

Mycobacterium tuberculosis complex isolates obtained from clinical specimens were
identified as 113 M. tuberculosis and four as M. bovis by using the gyrB PCR-RFLP.

In our study, it has been showed that gyrB PCR-RFLP method enable the identification
of the MTBC. Moreover, it is a cheap, easy, and convenient method for routine use in
clinical microbiology laboratories.

Key Words: PCR-RFLP, gyrB, M. tuberculosis complex, M. tuberculosis, M. bovis
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1. GIRIS VE AMAC

Tuberkiloz (TB) 1882 yilinda tanimlanmis olmasina ve uygun tedavi
seceneklerinin gelistirilmis olmasina ragmen, basta akciger olmak {izere tiim organ ve
sistemleri tutabilen, uygun tedavi edilmediginde hayat1 tehdit eden sekellerle
sonuclanabilen bir hastaliktir (1). 15-49 yas araliginda bulunan kisilerde, tek bir

enfeksiyoz etkene bagl goriilen Sliimlerin en sik sebebidir (2).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin tahminlerine gore, diinyada her (i insandan biri
(yaklasik iki milyar kisi) Mycobacterium tuberculosis ile enfektedir. 2013 yil1 verilerine
gore 2012 yilinda kiiresel olarak 8,6 milyon yeni olgu ortaya ¢ikmis, 0,3 milyon HIV
iligkili olmakla birlikte toplamda 1,3 milyon TB iliskili 6liim olmustur. TB olgularinin
ve Olumlerinin ¢ogunlugunu erkekler meydana getirmektedir. Ancak kadinlarda da
hastalik yikt ylksektir. Kadinlarda 2012 yilinda 2,9 milyon olgu ve 410 000 TB
nedeniyle 61im tahmin edilmekteyken,cocuklarda bu sayilar 530 000 olgu ve 74 000 TB
nedeniyle 6lim gibidir. Kiiresel olarak olgularin % 55'i Asya boélgesi, % 30'u Afrika
bolgesi, % 7'si Dogu Akdeniz Bolgesi, % 41 Avrupa Bolgesi ve % 3'U Amerika
Bolgesi'nde goriilmiistiir. DSO’ne gére TB prevalansi ise, 2012 yilinda 12 milyon
olarak bildirmistir (169/100 000) (3).

1980’11 yillara kadar gelismis iilkelerde saglik otoriteleri tarafindan uygulanan
kontrol dnlemlerinin ve korunma stratejilerinin etkisiyle insidansta azalma saglanmis
ancak bu yillardan sonra HIV epidemisinin ortaya ¢ikmasi, Goklu ila¢ direnci gosteren
basillerin neden oldugu enfeksiyonlar, immunsupresif tedavilerin artisi, seyahatlerin
yayginlagmasi, populasyon yogunluklarinin artisi ile gelismis iilkelerde de epidemik bir
hastalik haline gelmistir(4, 5).

Verem Savag Daire Bagkanligi (VSDB) 2012 raporunda; dispanser kayitlarina
gore Ulkemizdeki TB insidans1 28/100000 , prevelansi 24/100000 olarak bildirilmistir
(6).

2006 yilinda yedi iilkenin dahil oldugu Balkan iilkelerinden bildirilen 26 911 TB
olgusunun % 76’s1 Tiirkiye’den rapor edilmistir (1).

Tedavi altinda olmayan aktif akciger TB olan bir hastanin yilda 10-15 kisiyi
enfekte edebildigi belirlenmistir (3, 4). TB hastalarinin erken tani ve tedavisi bu

hastaliktan toplumu korumak igin en etkili yoldur (7).



TB tanisinda ilk basamak olan mikroskobik inceleme kolay, ucuz ve hizl
olmasi nedeniyle en sik kullanilan yontemdir. Mikroskobik inceleme ile aside direncli
basil goriilmesi ilk bakteriyolojik kanittir. Giliniimiizde halen balgam ve diger klinik
orneklerden yayma ile ARB saptanmasi ve bunun kiiltiir ile dogrulanmasi1 TB teshisinde
altin standarttir (8-10). Kiiltiir islemi sonucunda elde edilen mikobakterilerin 6zellikle
de tdberkiloz disi mikobakterilerin (NTM) identifikasyonu, nadir olarak Uretilen
patojenlerin  patojen olmayanlardan ayrimim1  saglayacaktir(11). Bu sebeple
identifikasyon test sonuglarinin zamaninda ve dogru olarak raporlanmasi, hastalarin
tedavilerinin etkili olmasi, ve enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin dogru olarak alinabilmesi
icin gereklidir.

Mikobakteri  tiirlerinin  tanimlanmas1  amaciyla kullanilan  geleneksel
biyokimyasal yontemler; uygulanisinin fazla emek gerektirmesi, sonu¢lanmasinin uzun
stire almasi, ayni tiire ait suslarin tiimiiniin ayni fenotipik 6zelligi gostermemesi, degisik
tirlere ait suslarin ayni fenotipik 6zelligi gostermesi ve tekrarlanabilirliginin diisiik
olmasi 6nemli dezavantajlaridir (11).

Mikobakteri tiirlerinin hizli bir sekilde tanimlanmasi tedavinin etkinligi i¢in
oldukca 6nemlidir. Cinki NTM’lerin ¢ogunda antitiiberkiiloz ilaglara kars1 direng
goriilmektedir. Bu durumda hastaya yarar1 olmayan bir ilacin gereksiz yere kullanilmasi
ve hastanede kalis siiresinin uzamasi ile ekonomik kayiplara ve hasta agisindan da
zaman kaybina neden olunmaktadir (9).

TB patojenlerinin tiir diizeyinde ayrimini yapan laboratuvar yontemlerinin
kullaniminin yayginlagmasi ile biiylik popiilasyonlar1 i¢ine alan bolgesel ¢alismalar,
stiphesiz ki gercek olgu sayisinin ortaya ¢ikmasina 151k tutacaktir. Dogrudan temas
yoluyla veya pastorize edilmemis siit lirlinlerinin tiiketilmesiyle insanlara bulasan
M.bovis farkli bolgelerde artis gostermektedir. Yapilacak olan siitiin pastorizasyonu ve
zorunlu kontrol programlarinin uygulanmasi ile M.bovis enfeksiyonlarinin 6niine

gecilebilir (9).

Son yillarda mikobakterilerin direkt saptanmasi, identifikasyonu ve duyarlilik
testleri i¢in birgok molekiiler yontem gelistirilmistir. Bu yontemler ile birkag saatten
birka¢g giine kadar kisa siirelerde testler sonuglanabilmektedir (12). Ancak bu
yontemlerinde standardizasyon ve kalite kontroliinde eksiklikler oldugu ve bazi

tirlerin tanimlanmas1 ve ayriminda yetersiz kalabilmelerinden dolay1 fenotipik ve



genotipik testlerin kombinasyonu kullanilarak mikobakteriyel tanimlamanin yapilmasi

tavsiye edilmektedir (7, 8).

Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP) yontemi sekans analizi yontemine gore spesifik cihaz gerektirmeyen, daha ucuz

fakat ayriciligi daha diisiik olan bir yontemdir (13).

M.tuberculosis kompleks (MTBC) uyeleri, HPLC mikolik asit analizi, 16S
rRNA  dizi analizi ve hsp65 PCR-RFLP  yontemleriyle  birbirinden
ayrilamamaktadir(14). Bu nedenle bir¢ok laboratuvar sonuglarini kompleks diizeyinde

vermektedir.

gyrB PCR, MTBC gyrB geninin bir kisminin amplifikasyonu sagladigi icin
MTBC izolatlarin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir. Rsal, Taql, Sacll enzimleri sirasiyla
675/756, 1450 ve 1410/1311 pozisyonlarindaki bolgeleri hedefler. Primer olarak,
MTUB-f ve MTUB-r gyrB geninin 1020 baz ¢iftlik parganin amplifikasyonu igin
kullanilir (15). Niemann ve ark (15) DNA dizi polimorfizmi nedeniyle gyrB geninin,
dizi analizi veya PCR-RFLP yontemi ile MTBC tiirlerinin ayirimini saglayan tek
marker oldugunu belirtmislerdir.

Bu calismada, TB siliphesiyle laboratuarimiza gonderilen Orneklerden,
Lowenstein-Jensen (LJ) ve Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) kiltur
yontemleri ile izole edilen ve niasin birikimi, nitrat rediksiyonu, MGIT PNB (p-nitro
benzoic asit) deneyleri ile tanimlanan 136 mikobakteri susunun 117’si hsp65 PCR-
RFLP yontemiyle MTBC susu olarak tanimlanmis. Bu suslarin ise gyrB PCR-RFLP
yontemiyle tiir diizeyinde tayinleri yapilarak toplumumuzdaki MTBC tiir dagilimi ile

ilgili ¢alismalara destek olunmasi1 amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

TB insanlik tarihinin en eski ve en cok korkulan hastaliklarindan birisidir.
Insanlarin TB basili ile ilk karsilasmasinin sosyal yasama gectigi milattan dnce 8000
yillarinda oldugu tahmin edilmektedir. Son zamanlara kadar M.tuberculosis’in
M.bovis’in genetik degisikliklere ugramasi sonucunda, hayvanlarin evcillestirildigi
donemde insanda hastaliga yol agtigi goriisii benimsenmisti (16). Ancak glnimizde
MTBC yer alan bakterilerin molekiiler epidemiyolojik calismalarinda saglanan bilgiler,
bu goriisiin degigsmesine sebep olmustur. Yeni bilgi ve bulgular, MTBC 'nin atasinin
M.prototuberculosis oldugunu, ilk atadan delesyonel mutasyonlarla gelisen konak
spesifik fenotipik degisimlerin sanildigi gibi 15-35 yil 6nce degil, 3 milyon yil 6nce
sekillenmeye basladigini gostermistir (17).

Mycobacterium  cinsi  Mycobacteriaceae  ailesi icindeki tek  cinstir.
Mikobakteriler aerop, sporsuz, katalaz iireten, hafif kivrik ya da diizglin ¢omak
seklinde, dallanabilen, 0.2 ila 0.6 pm eninde, 1.0 ila 10 pum boyunda
mikroorganizmalardir. Koloni morfolojisi tiirler arasinda degismekle birlikte S
(smooth) ya da R (rough) pigmentli ya da pigmentsiz olabilir. Eski kilturler
karotenoid pigmentlere bagl olarak sar1, turuncu nadiren pembe de olabilir. Baz1 tiirler
pigment olusturmak i¢in 15183a gereksinim gosterirken (fotokromojen) digerleri 1s1ikta da
karanlikta da pigment olusturabilir (skotokromojen). Bazen filament6z ya da migelyuma
benzer treyebilir ancak hafif bastirinca kokoid ve basil pargalarina ayrilir. H37RV

susunun genomu 4 milyon baz ¢ifti biiytikliigiindedir ve 3959 genden olugmaktadir (18).

2.1. TARIHCE

TB yiizyillardir bilinen bir hastaliktir. Almanya’da bulunan ve M.O. 8000 yilina
dek uzanan tarih 6ncesi insana ait iskelet kalintilarinin hastalik izi tagidigi bulunmustur.
Milattan 6nce (M. O.) 4000- 2400’li yillarda Misir’da firavunlar déneminden
kalma Thebus bolgesindeki 85 mumyadan aliman organik materyalde bulundugu

ispatlanmig ve spoligotipleme ile sus tayini yapilmstir (19).



Hipokrat M. O. 460’1 yillarda erime, tiikenme anlamma gelen ‘fitizis’
terimini kullanmistir. {lk olarak Aristo (M.O. 354-322) bu hastaligin bulasici
oldugunu diisiindiiren bir 6zelliginin farkina varmistir.Ingiltere’ de M.O. 230-400 yil
once demir cagina ait bir insan iskeletinin omurgasinda ve giiniimiizden 5000 yil
Oncesine ait Misir mumyalarinin omurgalarinda TB diislindiiren kemik lezyonlarma
(Pott hastalig1) ve mikobakteriyel DNAya rastlanilmistir (20). Romal1 Celsus M. O. 30-
50 yillarinda tiiberkiil tanimmi literatiire gecirmistir. Istirahat, oksiiriigiin kesilmesi,
gogls yakilar1 gibi ilk tedavi Onerilerini ise M.S. II. ylizyilda yasayan Galen ortaya
koymustur. Vesailus (M.S. 1478) fitizisli hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlar

bildirmistir (19).

Mikobakterilerin hiicre duvarindaki lipitten zengin yapist ve DNA’larindaki
yiiksek guanintsitozin oranindan dolay: stabilitelerini diger bakterilere gore daha iyi
korumus olduklar1 diisiiniilmektedir. Bu sebeple bulunan eski DNA’lar molekiiler
calismalar i¢in ideal olmaktadir. Molekiiler ¢alismalar insan kalintilarinda TB tipik
patolojisini gostermekte ve TB tarihi siirecinde cografik yayilimi ile insidans1 hakkinda
bilgi vermektedir (20). Hindistan’da 3300 yil, Cin’de 2300 y1l oncesine ait kayitlarda
hastaligi tarif eden yazilar bulunmaktadir. (21).

3

17.yy baslarinda ‘Biiyiik beyaz veba ‘ olarak bilinen ve ikiyiiz yil boyunca
devam eden hastaligimn  TB oldugu ve Avrupa’da epidemik oldugu belirtilmistir.
Hastaligin patolojik ve anatomik olarak dogru tanimlanmasi ilk bu yiizyilda
gerceklesmistir. Franciscus Sylvius (1614-1672) ilk olarak  karakteristik akciger
nodiillerini “tiiberkiil” olarak tanimlamus, ingiliz doktor Richard Morton (1637-1698)
tlberkullerin TB’li akcigerde her zaman var oldugunu dogrulamistir. Pierre Desault
(1675-1737) ise hastaligin bulasici oldugunu, temel bulastirici unsurun ise balgam

oldugunu belirtmistir. Morton, hastaligin inflamasyon (yangi-tiberkdl), ulserasyon ve

verem olmak tizere ii¢ asamadan olustugunu savunmustur (20).

1882°de Robert Koch TB bakterisini tanimlayarak ve mikroskopta gdstererek
TB tarihinin doniim noktasini olusturmustur. Patates ve agardan olusan kati besiyeri
kullanarak bakterinin saf kiiltiiriinii elde etmistir. Koch, Paul Ehrlich tarafindan
gelistirilen metilen mavisi boyasi ve zit boyanma temeline dayanan bakteri boyamada
yeni metodlar gelistirmistir. 1890’da kendi adiyla anilan “Koch Postulatini”

yaymlamistir. Bu postulatta, mikrop ve hastalik arasindaki iliskiden bahsedilmektedir.
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1895°’te Rontgen X 1sinlarmmi bulmus, bu gelisme ile hastaligin ilerleyisinin

gozlemlenebilmesinde 6nemli mesafe katedilmistir (20).

1908’den 1919’a kadar gegen siirede Albert Calmette ve Camile Guerin
tarafindan M. bovis’in patojenik susunun 230 defa seri pasaji yapilarak sonunda
Calmette —Guerin veya BCG olarak bilinen hayvanlarda avirulan olan attenue sus elde
edilmistir. BCG insanlara ilk kez 1921°de as1 olarak uygulanmistir ve halen genis ¢apta
uygulanmaya devam edilmektedir (16, 20).

Onyedinci ve onsekizinci yiizyillarda sanayi devrimi, yoksul, yetersiz beslenen
ve kalabalik barinma kosullarinda yasayan insan sayisinin artirarak TB salgininin
genislemesine neden olmustur. Hastalik onsekizinci ylizyillda Avrupa’y1 tamamen etkisi
altina almistir. Avrupalilar tiim diinyaya yayildikca TB da yaygmlik kazanmistir. Bu

donem dinyada TB’den olumlerin en yilksek diizeyde yasandigi donemdir.

Ondokuzuncu  yiizyilin  sonlarmma  dogru  TB  salgini,  Osmanlh
Imparatorlugu’nda biiyiik bir halk saghgi sorunu olmus, Balkan Savaslart ve
1.Diinya Savasi’ndaki yogun yoksulluk kosullarinda Anadolu’ya yayilmaya baslayan
hastalik, 1940’ larin sonunda en yiiksek diizeyine ulasmis ve bu dénemde en sik goriilen
6liim nedeni olmustur. Ulkemizde TB ile etkin miicadele 1950°1i yillarda baslatilmistir.
Cikartilan bir yasa ile 1960 yilinda Verem Savas Dispanserleri kurulmustur.
Doksanli yillarla birlikte ‘Goglis Hastaliklari ve TB alaninda bilimsel dernek
orgiitlenmeleri gerceklesmis ve diizenli, disiplinli bir sekilde bilimsel caligmalar,

mezuniyet sonrast mesleki egitimler yapilmaya baglanmistir (22).

Tedavideki tarihsel siiregte ise ilk olarak aspirinin yapisinin ¢ok az
degistirilmesiyle para amino salisilik asit (PAS) gelistirilmis ve bakteriyel solunumu
engelledigi kesfedilmistir. {1k olarak 1944’iin sonlarinda denenmis ve hastada iyilesme
gbzlenmistir. 1944°te Selman Warksman ve 6grencisi birlikte Streptomyces griseus’ tan
Streptomisini saflastirmay1 basararak tedavide doniim noktasi olmuslardir. 1952 yilinda
izoniazid’in kesfini; pirazinamid, tiasetazon, etionamid ve etambutol izlemistir. Bu
kesifler senatoryumlarin sonunu getirmis ve tedaviler ayaktan yapilmaya baslanmistir
(19,20). 1966 yilinda rifampin kullanima girerek kemoterapideki son devrim olmustur

(19).



Tiim bu buluslarin sonucunda Once hastaligin gerileme donemine girmesi
saglanmig, ancak 1980’li yillarin ortalarinda tanimlanan HIV/AIDS hastalaliginin
epidemik hale ge¢mesi, antitiiberkiiloz ilaglara kars1 direngli olan basillerin neden
oldugu enfeksiyonlardaki artis ile TB varligmi giiclii bir sekilde siirdiirmeye ve

insanlig1 tehdit etmeye devam etmektedir (9, 23).

Tiirkiye'de verem hastaliginin durumu ile ilgili bilgilerimiz 190014 yillarin
basinda Istanbul'un 6liim istatistikleri ile baslamaktadir. 20. Yiizyilm ilk yarisinda 6liim
kayitlar1 ve TB enfeksiyonu ile ilgili yapilan g¢alismalarin sonuglari vardir. Hasta
kayitlart ise 19601 yillarda baglamigtir. 2007'den itibaren Tiirkiye TB verilerinin
ayrintili yer aldigir yillik raporlar yayimlanmaktadir. Bu raporlarda verem savasi
dispanserleri (VSD)’nde kayitli hastalarin bilgileri bireysel olarak toplanarak rapor
halinde VSDB tarafindan yayimlanmaktadir (6).

2.2. EPIDEMIYOLOJI

TB tarihte oldugu gibi guiniimuzde de halk sagligini tehdit eden en 6nemli
hastaliklardan biridir ve tiim diinyada 6nlenebilir 6liimlerin en 6nemli sebepleri arasinda
yer almaktadir(24). Gelismis bir¢ok tilkede 1985 yilindan itibaren TB’lu hasta sayis1
tekrar artiga gegmistir(25). TB goriilme sikliginin artmasi birgok nedene baglanabilir:
artan ilag direnci ,yine bu yillarda baslayan HIV/AIDS pandemisi ,damar i¢i ilag
kullaniminin artmasi, sosyal yapinin degismesi, yliksek insidansin oldugu bolgelerden
go¢, toplu yasam alanlarindan aktif bulas (6rn. Hastane, hapishane vb.), hasta bakim
hizmetlerindeki yetersizlikler (26). MTBC i¢in bulas kaynagi infeksiyonlu insanlar yada
s181r vb bazi memeli hayvanlardir. Bulasta 6zellikle tedavi almay1p fazlaca basil ¢ikaran
insanlar 6nemlidir. Toplu yasam alanlarinda (okul, cocuk yuvasi, hastane) boyle
hastalar buyuk tehlike unsurudur. Tedavi verildiginde bulastiricilik 2-3 haftada sona
erer. En sik bulag solunum yoluyla olur. TB’li kisilerin oksiiriik ve aksiriklartyla etrafa
sacilan damlaciklarin icerdikleri basiller kolayca infeksiyonu bulastirabilir. Besinlerle
ve Ozellikle ¢ig icilen inek siitiiyle sindirim yoluyla da bulas olabilir. Cok yaygin
olmasa da daha ¢ok laboratuvar ¢alisanlarinda basil igeren infekte materyalle temas
sonrasi deri yoluyla da bulag goriilebilir. Primer infeksiyondan hastaliga gecis igin en

riskli dénem primer infeksiyondan sonraki ilk 1-2 yildir. Siit gocugu ve adoélesanda



bu egilim daha fazladir. Erkek cinste, genellikle yas arttikga goriilme sikligi artar.
Sistemik hastalig1 olanlar, immiiniteyi baskilayici tedavi alanlar ve bazi genetik
faktorlere sahip olanlarda hastaligin gelisme riskini artmistir (27).

TB epidemisi yayilmaktadir. DSO'niin 2013 yil1 verilerine gore 2012 yilinda
kiiresel olarak 8,6 milyon yeni olgu bulunmakta iken 0,3 milyon HIV iligkili olmakla
birlikte toplamda 1,3 milyon TB iligkili 6liim olmaktadir. TB olgularmin ve dlumlerin
cogunlugunu erkekler meydana getirmektedir. Ancak kadinlarda da hastalik yiKki
yuksektir. Kadinlarda 2,9 milyon olgu ve 410 000 TB nedeniyle 6lim tahmin
edilmekteyken,cocuklarda bu sayilar 530 000 olgu ve 74 000 TB nedeniyle 6lim
gibidir. Kiiresel olarak olgularin % 55'i Asya bolgesi, % 30'u Afrika bolgesi, % 7'si
Dogu Akdeniz Bolgesi, % 41U Avrupa Bolgesi ve %3'U Amerika Bolgesi'nde
goriilmiistiir. DSO’ne gore TB prevalansi ise, 2012 yilinda 12 milyon olarak bildirmistir
(169/100 000) (3).

VSDB 2012 raporunda; dispanser kayitlarina gore Ulkemizde 2010 yilinda
ulkemizde 15.183 yeni TB olgusu belirlenmis; TB insidans1 28/100 000 , prevelansi
24/100000 olarak bildirilmistir (6).

Sanayilesmis iilkelerde son 10 yil iginde TB kontrolii ¢abalart sonu¢ vermis ve
hasta sayilarinda yeniden diistis egilimi goriilmistiir (28). Tami konulan her dort
hastadan birisinin Gliiyor olmasi, diinyada TB hastalarinin yeterince tedavi
edilmediklerini acik bir sekilde gostermektedir. TB o6llimlerinin  hemen timd,
onlenebilir 6lumlerdir (29). Ulkemizde yapilan bir ¢ok ¢alismanin sonuglarma gore; TB
hastalarinin ¢ogunlugunun geng yasta oldugu, kadinlara gore erkeklerde 2.5 kat daha
fazla siklikta gortldigu, akciger TB’nin daha yaygin oldugunu sdyleyebiliriz (30).

TB’den korunma ve etkin kontrol o6nlemlerinin gelistirilmesinde hastalar
arasindaki yayilmanin derecesini ve kaynagin bilinmesi ¢ok Onemlidir. Bunun igin
kokenler arasindaki benzerligin arastirilmasi gereklidir. Mikobakterilerin biyokimyasal
ve morfolojik Ozelliklerinden yararlanilarak cins ve tiir diizeyinde tanimlamalari
yapilabilmektedir. Tiir diizeyinde tanimlama TB etiyolojisini aydinlatma bakimindan
yeterli olabilmektedir. Ancak, salginlar esnasinda izole edilen ayni tiir i¢indeki birgok
susun birbiriyle klonal iliskisinin olup olmadigin1 belirlemek i¢in tiir i¢inde farklilik

gosterebilen varyantlarin saptanmasi yani alt tipleme yapilmasi gerekmektedir (31).



2.3. TAKSONOMI

Mycobacterium cinsi yiksek G(guanin)+C (sitozin): (% 61-71 mol) iceren
DNA’sindan dolay1 diger mikolik asit igeren Gordonia(% 63-69),, Tsukamurella (%
68-74), Nocardia (% 64-72) , Rhodococcus (% 63-73) ile birlikte Actinomycetales
takiminda smiflandirilmis olup Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir (18,
32).

Giliniimiizde yapilan DNA hibridizasyon c¢alismalar1 ile bazi mikobakteriler
arasinda DNA homolojisinin % 85-100 oraninda degistigi belirlenmis, M.tuberculosis
ile M.bovis tiirleri arasinda % 100 benzerlik oldugu ortaya konmustur. Restriksiyon

endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilan deneylerde de benzer sonuglar alinmistir
(21).

Bakteriyolojik 6zellikleri ve DNA benzerlikleri yoniinden birbirleriyle yakindan
iliskili olan tiirler “kompleks” basghigr altinda gruplandirilmaktadir. MTBC icinde;
M.tuberculosis, M.bovis, M.bovis BCG, M.africanum, M.microti, M.canettii, M.caprae

ve M.pinnipedii yer almaktadir (33).

MTBC 'den farkli olan mikobakteriler atipik mikobakteriler, tiiberkiiloz dist
mikobakteriler (Mycobacterium Other Than Tuberculosis) veya NTM (Non
Tuberculous Mycobacteria) olarak adlandirilir. Molekiiler yontemlerin gelismesiyle

giinlimiizde 200’e yakin mikobakteri turd belirlenmistir (33).

Mikobakteriler genel olarak hizli ve yavas tireyenler olmak tizere ikiye ayrilirlar.
1950 lerin sonuna dogru, Ernest Runyon, M.tuberculosis ve M. bovis disindaki
mikobakterileri, ireme hizlarini, pigment iiretimlerini ve koloni morfolojilerini temel
alarak, fotokromojenler, skotokromojenler, nonfotokromojenler ve hizli {ireyenler
olarak 4 grupta siniflandirmistir(34). Bu smiflandirma uzun yillar mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmistir. Ancak daha sonralari tibbi 6nem
kazanan bazi tiirlerin Runyon smiflamasina gore tanimlanmasinda bazi giigliiklerle
karsilagilmistir. Halen klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari, MOTT tiirlerinin 6n
tanimlanmasinda bu siniflamadan yararlanmaktadir (32).
Mikobakterilerin hiicre yapis1 ve genetigi ile ilgili bilgilerimizin artisiyla yeni klinik
Oonem kazanan mikobakterileri i¢ine alan bir siniflandirma, 1987’ de Woods ve

Washington tarafindan 6nerilmistir (4).



2.4. MORFOLOJI VE UREME OZELLIKLERI

Mikobakteriler aerop, sporsuz, hareketsiz, 0.2-0.6 um en ve 1-10 um boyunda,
diiz veya hafif kivrik basillerdir. Lipitten zengin hiicre duvarina sahip olmalari
nedeniyle gram boya ile iyi boyanmazlar. Yine ayni nedenle hiicre duvarini gegen
boyanin uzaklastirilmasi da zordur (35). Dekolorizasyon (renksizlestirme islemi) diger
bakterilerde de alkolle yapilirken mikobakterilerde asit alkolle yapilir. Asit
kullanilmasina ragmen ilk boyayi birakmazlar. Bu nedenle ARB olarak anilirlar (18,
36). MTBC fiyeleri hiicre duvar yapisinda bulunan trehaloz-6-6’-dimikolat (kord
faktorii) maddesi varligina bagli olarak sivi besiyerinde uzun kordonlar olusturur.

Virilan olmayanlarda ve MOTT’da ise goriilmez (37).

Mikobakterilerin hiicre duvari ii¢ tabakadan olusmustur: Sitoplazmik zarin
lizerinde bulunan en i¢ tabaka peptidoglikan (murein) tabakadir. Mikobakterilerin
peptidoglikan tabakasinda diger bakterilerden farkli olarak {ii¢ 6zellik bulunur. Birincisi
yapisinda N-asetil muramik asit yerine N-glikol muramik asit bulunmasidir.
Peptidoglikan tabakasinin peptid birimlerinde hem glutamik asit hem de mezo-
diaminopimelik asit ve {izerlerinde birer amid grubu bulunmaktadir. Ugiincii farklilik ise
diger bakterilerden farkli interpeptid baglarinin bulunmasidir. Peptidoglikan tabakasinin
tizerinde bulunan ikinci tabaka arabinogalaktan tabakasidir. Bu iki tabaka fosfodiester
baglar1 ile birbirlerine baglanir. Arabinogalaktan zincirini olusturan arabinozlardan 10
tanesine bir mikolik asit molekilli kovalent olarak baglanir. Bu asitler hiicre duvarinin
kalinligindan ve biiyiikk oranda da hiicrenin aside direngli olmasindan sorumludur.
Mikolik asitler trehaloz gibi bir sekere baglanarak kord faktoriinii olustururlar. En dis
tabaka ise bir grup heterojen peptidoglikolipit veya fenolik glikolipitten olusmustur ve
mikozit olarak adlandirilir. Hiicre duvarinda bulunan ve duvar agirhiginin % 60° 11
meydana getiren  lipitlerin ¢ogu uzun zincirli yag asitlerinden olusmaktadir.
Tuberkdlostearik asit, mikoserik asit ve mikolik asitleri iceren bu tabaka hidrofobik
Ozellikte olup mikobakterileri glcli asit-bazlara, birgok kimyasal maddeye karsi

korumakta ve bazi antibakteriyel ilaglara kars1 dogal direng saglamaktadir (18, 38).

Zorunlu aerop bakterilerdir, ortamda % 5-10 CO: varliginda daha iyi irerler.
Optimal tireme 1silar1 35-37°C dir, ancak 24-42°C arasinda Ureyebilmektedirler (18).
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Cogalabilmeleri icin gerekli sicaklik, tiirler arasinda degiskenlik gosterirken (30-
45°C) ¢ogu tiir 37°C’de 1yi iireyebilmektedir. Bazi tiirler mikroaerofilik sartlarda daha
1yi iirerken bazilar diisiik oksijen konsantrasyonuna tahammiil edemez. Genel olarak
patojen olanlarin ikiye boliinme siireleri daha uzun, iireme sicakliklar1 daha sinirli ve

asit-alkole direngleri daha fazladir (21).

Mikobakterileri tiretmek i¢in yumurta ve patates bazli semi sentetik kati
(Lowenstein-Jensen ve Petragnani), ayrica vitamin, katalaz enzimi, oleik asit gibi
zenginlestirici maddeler igeren kati-sivi besiyerleri (Middlebrook 7H9-12) mevcuttur.
Mikobakterileri diger bakterilerden ayiran en énemli 6zellik boliinme siirelerinin 18-20
saat olmasidir, bu nedenle kati besiyerinde gozle goriiliir koloni olusturmalar1 15-20

gund bulmaktadir (18).

Diliie bir inokulumdan ideal ortamda kati besiyerinde goriiniir koloni
olusturabilmeleri i¢in yedi glinden uzun siireye gereksinim duyanlar1 ‘yavag iireyen
mikobakteriler’ olarak siniflandirilirken yedi giinden kisa siirede koloni olusturabilenler
‘hizli tireyen mikobakteriler’ grubuna dahil edilmistir (18, 39). Son zamanlarda
otomatize sistemlerde (BACTEC TB 460, MGIT 960, MB/BacT Alert, Myco-ESPII ve
MYCOLOR TK) kati-s1v1 besiyerleri kullanilarak bu siire on giine kadar inmistir (40).

Koloni morfolojileri tiirler arasinda degisken olup diiz, kaba veya piiriizlii,
pigmentli veya pigmentsiz olabilir. Pigment olusumu bazen sadece 1gikli ortamda
(fotokromojen), bazen de hem karanlikta hem 151kl ortamda (skotokromojen) olabilir.
Pigmentli tirlerin kolonileri genellikle keratonoid pigmente bagli olarak sari, portakal

veya nadiren pembe reklidir(18, 21).

M.tuberculosis kuruluga olduk¢a dayaniklidir, giines gérmeyen ortamda kuru
balgamda 6-8 ay , kati besiyerinde 12 yil canli ve virulan olarak kalabilmektedir.
Ancak, sicaga duyarlidir; 60°C de 20 dakika, 70°C de 10 dakikada olmektedirler.
Camasir suyu, povidon-iyot, % 5 fenol bilesiklerine ve UV 1sinlarina kars1 duyarhidirlar
(9, 18).
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2.5. ANTIJENIK OZELLIK VE VIRULANS FAKTORLERI

M.tuberculosis’in virulansinda rol oynayan histolitik enzimleri, endotoksin veya
ekzotoksinleri yoktur. Ancak yapisinda bulunan lipid, protein ve polisakkaritlerden

olusan antijenlerinin tima immunojeniktir (9).

Bu birimlerin, immiinsupresyon, makrofaj aktivasyonu, graniillom olusturma,
toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi c¢ok c¢esitli etkileri vardir.
Proteinler anahtar immunojen olarak kabul edilirler (32).

2.5.1. Lipit yapisindaki antijenler
M.tuberculosis hiicre duvarinin en dis katmaninda yer alirlar.

Trehaloz-6-6-dimikolat: Konak hiicre membran sistemlerine toksik etkili,

akcigerde graniilom olusumunu indiikleyen, immun stimulatuvar etkili, kord faktor

olarak da bilinen molekuldir (9).

Sulfolipidler: Fagozom-lizozom fuzyonunu engelleyerek lizozim enzimlerinin

etkisinden korur (9).

Fosfatidil Inozitol Mannozid (PIM): Konagmn graniilomatdz yanitinin ortaya

cikisinda ve fagositik olmayan hiicrelere baglanmada adezin molekiil olarak gorev alir
(9).

Mannoz- Lipoarabinomannan (ManLam): Makrofaj aktivasyonunu ve

proinflamatuvar sitokinlerin {iretimini inhibe eder. Ayrica aktive makrofajlarin

apopitozunu indukleyen etkili bir virulans faktéradur (9).

2.5.2. Protein yapidaki antijenler

Old Tuberkilin (OT):

flk kez Koch tarafindan elde edilen OT’nin infekte bireylerde, basille
karsilasmamis olanlara gbére daha cabuk ve belirgin reaksiyon olusturdugu
goriilmiis ve TB enfeksiyonu tanisinda intradermal cilt testi olarak kullanilmigtir
(21). Ancak  sadece  mikobakteriyel  proteinler igermemesi nedeniyle

saflastirilmasina gerek duyulmustur(41).

Purified Protein Derivated (PPD):
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[lk kez Seibert ve Glenn tarafindan 1941°de tanimlanmustir.  Sentetik
besiyerlerinde hazirlanmis old tiiberkiilinin kollodyen membranlardan siiziilmesi ve

amonyum sulfatla ¢oktlrilmesi sonucu elde edilmistir

Diger mikobakteri tiirleri ile olusan enfeksiyonlarda, ¢apraz reaksiyonlarin
goriilmesi  gibi  olumsuzluklarina ragmen immunodiagnostik O6nemini halen
korumaktadir. PPD deneyi, kisinin aktif TB oldugunu degil, TB etkeni bakteriler ile
karsilasip karsilasmadigini gostermektedir (9, 21).

Son yillarda gelistirilen daha hassas protein analiz teknikleri sayesinde, MPT63,
MPT64, MPT32, GroES, GroEL gibi bircok protein tanimlanmistir. Bu teknikler
sayesinde tanimlanan mikobakteriyel proteinlerin sayist giderek artmakta ve her yeni

tanimlanan protein, 6zel bir “Rv”’ numarasiyla ifade edilmektedir (9).

DSO 0.1 ml solisyonda 5 TU (0.0001 mg PPD-S proteini) dozunda PPD

bulunmasini dnermektedir (21).

16 kDa a-crystalin (Rv 2031c): M.tuberculosis’ in latent ve persistan reme

fazinda etkili olup, yapimi anoksik kosullarda makrofajlarda indiiklenir. Serolojik

testlerin hedef molekillerindendir (9).

ESAT-6 (Rv3874) ve CFP-10 (Culture filtrat protein):

M. tuberculosis ve M. bovis’te bulunup M. bovis BCG’de bulunmayan RD1(
Region of difference) gen lokusundan kodlanmaktadir ve bu proteinlere karst olusan
interferon yanitim1 T hiicre sayisini gostererek in vitro dlgen kitler gelistirilmistir. Bu
yontem yardimiyla aktif ve latent TB tanis1 konabilmekte, tedaviye yanit takip
edilebilmekte ve TB’un BCG asilamasiyla ayrimi yapilabilmektedir (42). Glntmiizde

as1 ¢alismalarinin ve serolojik testlerin en gézde molekiilleri arasindadir.

Fibronektin baglayan proteinler (Antijen 85 kompleks):

Mikobakteri hiicre duvarinin karakteristik yapisi trehaloz dimikolatin (Kord
faktor) sentezi igin gerekli olan M.tuberculosis’in salgiladigi major antijendir.
Potansiyel koruyucu bir antijen oldugu diisiiniilmektedir. Mikolik asit sentezini inhibe
eden izoniazidin in vitro Ag 85’in sentezini indiikledigi ve tedaviye cevap vermeyen
olgularda bu antijenin balgamda tespit edildigi gosterilmistir. Son caligmalar, TB’li

hastalarda bronkoalveolar hiicrelerin Ag 85’e saglikli insanlardan daha fazla yamt
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verdigini ancak bu yanitin PPD’ye olan yanittan daha az oldugunu ortaya koymaktadir
(43).

Antijen 5, antijen 6, antijen 60:

Saflastirilmis sitoplazmik proteinlerdir. Bakteriye karsi olusan humoral
yanit1 gostermek amaciyla kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle antijen 60’a dayali
ELISA (Enzim ile isaretli antikor testi) deneyi bu antijenin tim mikobakterilerde
olmasi ve Nocardia tiirleri ile ¢apraz reaksiyon vermesi nedeniyle tanida ¢ok yer

edinememistir (43).

Kat G ( Rv1908c): H202 ve organik asitleri parcalayan bir katalaz peroksidaz

olup patogenezde etkin rol oynamaktadir (9).

Sigma Proteinleri: M.tuberculosis in degisen ¢evre kosullarina, stres faktorlerine

uyum saglamak i¢in normal kosullarda ifade edilmeyen genlerin ekspresyonunu

duzenleyen regilator proteinlerdir (9).

65 kDa protein:
Konak hiicre i¢inde cogalan basillerden salgilandigi ve gecikmis tip asir
duyarlilik reaksiyonu sonucu lezyonda kazeifikasyon ve likefaksiyon olusturdugu

bulunmustur. Immiinojenitesi yiiksek olan bir 1s1 sok proteinidir (21).

19 kDa lipoprotein:

M.tuberculosis’in  hiicre duvarinda bulunur. Ozellikle immiiniteyle
ilgili ¢ok onemli rolleri vardir. Interferon gama (INF G) sentezini kodlayan
genleri ve makrofajlarin INF G reseptoriinii inhibe eder. Tiimor nekrozis faktor
alfa (TNF-a ) ve IL-12 sentezini azaltarak T lenfosit aktivasyonunu inhibe eder.
Nitrojen ara urunlerinin tretimini, MHC-I’in antijen baglamasini inhibe eder.

Monosit ve makrofajlarin apopitozunda gorevlidir (44).

2.5.3. Mikobakteriyel polisakkaridler
Arabinoz, galaktoz, mannoz iceren polisakkarid I molekiilleri gec tip asir1
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duyarhilik olusturabilir. Polisakkarid II molekiilleri ise serolojik aktivite gosterir

(45).

2.6. PATOGENEZ VE PATOLOJI

M.tuberculosis‘in salgiladigi bir toksini ve viriilansimi belirleyen bir 6zelligi
yoktur. TB, infeksiyon olusumu ve bundan sonraki donemde hastalik gelisimi olmak
tizere iki asamal1 bir siirece sahiptir. ilk infeksiyon inhalasyon ile olusur. M.tuberculosis
mukusu gecemediginden enfeksiyon olusumu i¢in mutlaka alveoler alana ulasmalidir.
Buraya da ancak 1-10 pum’lik damlacik ¢ekirdekleri ulasabilir. insanda minimal infekte
edici basil sayis1 10, tavsan ve kobaylarda ise 1-3 kadardir. Inhale edilen bakterinin
hastalik olusturmasi hem basilin virulansina hem de alveolar makrofajin o6ldiirme
kapasitesine baglidir. Eger bakteri bu asamada yok edilmezse histolojik olarak iki tip
reaksiyon olusur. Eksiidatif lezyon; bakterinin girdigi bolgede ¢cogalmast sonucu PNL
(polimorf niiveli lokosit)’lerin rol oynadigi akut ve subakut enflamasyondur.
Graniilomatoz (prodiiktif) lezyon ise; konagin TB proteinlerine hipersensitivite
gelistirmesi ile olur. Bakteri ile karsilasan makrofajlar epiteloid hiicreler haline donerek
hastaligin karakteristik yapisi olan tiiberkiilleri olustururlar. Tiiberkiilin ortasinda dev
hiicreler ¢evresinde ise lenfosit ve fibroblastlar yer alir. Bir siire sonra tiiberkiilin orta
kism1 nekroze olur (kazefikasyon nekrozu). Bu ge¢ tip asir1 duyarliliga baghdir.
Bulastan 2-8 hafta sonra meydana gelir. Eger konagin cevabi giiclii olursa lezyon
fibrozis ve kalsifikasyonla sonlanir. Bu bolge ve bolgesel lenf nodiilii primer kompleks-
Ghon kompleksi adint alir. Eger konagin immun yanit1 yeterli degilse hastalik ilerler ve
primer TB meydana gelir. Bazen disaridan tekrar basil alinmasi veya hastaligin
reaktivasyonu ile sekonder veya reenfeksiyon TB meydana gelir.

Bulasict nitelikteki bir akciger TB’li hasta ile (yayma pozitif) karsilagsan
tlberkulin deri testi negatif temaslilarin yaklagik % 30’unda TB infeksiyonu olusur ve
bu kisilerde gerek klinik gerekse radyolojik hi¢ bir belirti olmaksizin tiiberkiilin deri
testi pozitiflesir. Infekte olan bu kisilerin % 5’inde enfeksiyonu izleyen 5 yil icinde
hastalik gelisir (primer TB). Primer enfeksiyonu izleyen uzun bir latent ddnemden sonra

(en az 5 yil sonra) infekte kisilerin % 5’inde hastalik gelismektedir (sekonder TB).
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TB’da, canli bir basilinin alveole yerlesmesinden kaviter akciger TB gelisimine
kadar gecen olaylar, basil ile konakg1 arasindaki bir seri “savas” sonucu olur. Konakg1
tarafindan olusturulan hiicre aracilikli immiinite ve geg tip asir1 duyarlilik reaksiyonlari
TB patogenezinde belirleyici rolii oynarlar. Bu immiin yanitlar olusuncaya kadar TB
basilinin kendisi konakg¢1 dokularinda hi¢ bir hasar olusturamaz. Basil ¢ogalmasi ile
konagin olusturdugu immiinolojik yanitlar arasindaki etkilesim hastaligin hem
ilerlemesini veya gerilemesini hem de gelisecek olan hastaligin tipini belirler (9, 18).

Hastalia duyarhilikta irklar arasindaki farklilik ve genetik yapi onemli rol
oynamaktadir. Ornegin kizilderililerin, eskimolarin ve zencilerin bu hastaliga daha
yatkin olduklart belirlenmistir. Ayrica HLA BW15 tasiyan zenciler ile HLA DR2
tasiyan kizilderililerin daha duyarli olduklari tespit edilmis . Yas, cinsiyet, sosyo
ekonomik durum, sigara kullanimi, alkolizim, uyusturucu madde bagimliligi, kalabalik
yasanti, diyabet, HIV ve evsizlik hastaligin gelisimi i¢in risk faktorleri arasindadir (46,
47).

TB’nin baslica klinik formlar1 sunlardir:

Akciger TB: En sik rastlanan formudur. Hastalik insandan insana yakin temas ile
enfekte aerosollerin (damlacik ¢ekirdegi) alinmasi ile bulasir. TB’nin ortaya ¢ikabilmesi
icin basilin akcigerlere ulasmas1 gerekmektedir, konagin enfeksiyona verdigi yanita
bagli olarak doku hasar1 ve fibrozis ile karakterizedir. Akcigere ulasan bakteri alveoler
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler konagin cevabi bu asamada glgli olursa
bakteriler temizlenir. Eger basil miktar1 fazla ve immiin sistem zayif ise bakteri
uremesine devam ederek primer odak olusturur. Bu genelde sub plevral yerlesimlidir ve
alt-orta loblarda bulunur. ki haftadan uzun stiren 6kslrik, gogiis agrisi, nefes darligi ve
ses kisiklig1 ile baslar ve halsizlik, cabuk yorulma istahsizlik, kilo kaybi, ates ve gece
terlemesi gibi klinik bulgularla devam eder. Tanida fiziki muayene yardimci degildir
ancak altta yatan nedenlerin belirlenmesi igin zorunludur. Akciger grafisi ve PPD
pozitifligi kiymetlidir ancak kesin tani1 bakteriyolojiktir. Balgam, bronsial lavaj ve aglik
mide suyu gibi orneklerin mikroskopi, kiltir ve nukleik asit ¢cogaltma yontemleriyle
incelenmesi ile tan1 konulabilmektedir (9).

Miliyer TB: TB basillerinin bir odaktan hematojen yolla tim viicuda yayilmasi ve ¢esitli
organ ve dokularda graniilom gelistirmesidir. Oliim orani oldukca yiksektir. Basta
cocuklar olmak uzere, immunsuprese hastalarda ve kroniklesmis altta yatan hastalig

olan eriskinlerde sik goriiliir. Genellikle kazedz lezyonun pulmoner vene riiptiire olmasi
16



ile ortaya ¢ikar. Tiiberkiilin testi negatiftir. Tanida karaciger, kemikiligi biyopsileri ve
akciger grafisi 6nemlidir. Genelde tani post mortaldir (18).

TB lenfadenit: Akciger dis1 tiiberkiiloz i¢inde en sik rastlanan formudur. Hastalik primer
pulmoner odaktan hematojen yayilan TB basilleriyle meydana gelmektedir. En sik
tutulan lenf nodlar1 anterior servikal ve supraklavikiiler lenf nodlaridir (18).

Plevra TB: Akciger dis1 tiiberkiilozlarin en sik rastlanan ikinci klinik seklidir. Yaslilarda
ve eriskinlerde eksudatif plérezinin en énemli nedenidir. Plevral boslukta toplanan sivi
membranin spesifik allerjik reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikar. Tanida sivinin incelenmesi
yaralidir ancak graniillomlardan alinan biyopsi Orneklerinden etken daha sik izole
edilmektedir (18).

Kemik ve Eklem TB: Hematojen yayilim sonrasi ortaya g¢ikar. Kemik TB’larinin %
50’sini olusturan “Pott hastaligi” yani TB spondilit siklikla torakal bélgeyi daha sonra
da lomber, servikal ve sakral bolgeyi tutar. Klinikte soguk abse olarak bilinen tipik bir
tablo olusturur. En 6nemli komplikasyonu paraplejidir. Tanida effiizyon materyalinde
ve biyopsi materyalinde basilin ARB boyama ile gosterilmesi ve kilturd, direkt iskelet
sistemi grafileri kiymetlidir (18).

Bobrek TB: Basilin uzak bir odaktan hematojen yayilimi ile olusmaktadir. Genellikle
her iki bobrek de infektedir. Fakat yalniz birinde hastaligin ilerledigi kabul
edilmektedir. Hastalik basilin, bagisiklik sisteminin etkili olamadigi hipertonik bir
ortam olan kortikal medullaya yerlesmesiyle baslar. Sinsi seyreder, cogu zaman da
asemptomatiktir. Idrar kiiltiirlerinde {ireme olmamasi, hematiiri ve proteiniiri vardir. Ug
gun ard arda yogunlastirilmis idrarin ARB, kiiltiir ve PZR yontemleriyle incelenmesi ile
tan1 konulabilir. Ancak saprofit mikobakteriler tanida problem olusturmaktadir (18).
Barsak TB: Burada en sik izole edilen etken M. bovis’ dir. Pastorize edilmemis sutlerin
icilmesi ile bulasir. Akciger ve larinks odagi olan hastalarda hematojen yayilimla ve
enfekte balgamin yutulmasi ile enfeksiyon gelisir. Tanida gaitanin incelenmesi ve
kolonoskopi degerlidir (18).

TB menenjit: TB’nin en agir klinik formudur. Her yasta gorilebilirse de 0zellikle 5 yas
altinda siktir. Primer infeksiyonun erken veya ge¢ komplikasyonu olarak gelisir. Cogu
olgunun kendisinde ya da ailesinde TB &ykiisii vardir. Deri testi negatifdir. BOS basinci
artmistir, hiicre sayist 500 altinda ve lenfosit hakimiyeti vardir. Mikroskobik inceleme,

kiiltir ve PZR taniya yardimci olabilmektedir (18).
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TB ve HIV Enfeksiyonu: HIV ile enfekte kisilerde CD4 T lenfosit fonksiyonlarinin
bozulmasi TB basilinin bagisiklik sisteminden kagmasina neden olur. Normal kisilerde
TB basili ile karsilasildiktan sonra enfeksiyon gelisme riski % 10 iken HIV pozitif
hastalarda bu oran bir yil iginde % 10 dur. TB diger firsat¢1 enfeksiyonlardan daha

erken ortaya ¢ikar, akciger dig1 bolgelere yayilimi ve mortalite oran1 yuksektir (18).

2.7. MTBC UYELERININ MiKROBIYOLOJIiK OZELLIKLERI
MTBC; M.tuberculosis, M.bovis (M.bovis BCG dahil), M.africanum, M.microti,

M.canettii, M. caprae,ve M. pinnipedi tiirlerinden olusur (33).
M.tuberculosis

Tiim diinyada insanda hastalik etkeni olarak en sik izole edilen mikobakteridir. Diger
kompleks iiyelerinden fenotipik olarak ayirt edilebilir. Pigmentsiz, aerop ortamda,
37°C’de 2-4 haftada, R koloni yaparak urer. Niasin biriktirir, nitratlar1 nitrite indirger.
Tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid (T2H) varliginda iirer. Pirazinamidaz aktivitesi
pozitiftir. Katalaz aktivitesi yoktur. Esas konagi insandir. Mikrokolonilerinin

gozlendigi kiiltiirleri boyaninca kord faktoriinii olusturdugu goriilir(9).
M.bovis

Esas olarak sigirlarda infeksiyon yapmasina ragmen Kkeci, kedi, kdpek, geyik, porsuk ve
keseli sican gibi genis konak gesitliligi gosterir. Insan az da olsa konak olabilecegi igin
epidemiyolojik agidan M.tuberculosis ile tiir diizeyinde ayirt edilmelidir. Aerobik,
6-8 haftada R yada S koloni yaparak tirer. Cogunlukla niasin reaksiyonu vermez.
Nitratlar1 nitrite indirgemez. T2H’ya duyarhidir, varliginda iireyemez. Pirazinamidaz
aktivitesi yoktur. Katalaz aktivitesi vardir. Besiyerine piruvat eklenmesi remesini
artirir. M.bovis BCG 1924 yilinda Calmette ve Guerin tarafindan M.bovis’in 10 y1l
boyunca 233 kez pasaj edilmesiyle elde edilmis virulan olmayan as1 kokenidir.
Mesane kanserinin tedavisinde immiinsitiimiilan olarak kullanilirken nadiren

yayilabilir (48).
M.africanum

Genel olarak Afrika’da insan TB’ye yol acan bir tiir mikobakteridir. 1968 yilinda

Senegalli bir hastadan soyutlanmistir. Mikroaerofilik ortamda 1iyi tirer. Nitrati
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indirgeyemez. T2H varliginda tireyemez. Pirazinamidaz aktivitesi pozitiftir (48).

M.microti

Tarla faresi gibi kemiricilerden izole edilmistir. Hem immunkompetan hem de
immunsupresif  hastalarda  infeksiyon olusturabilir. Ehrlich Ziehl Nieelsen

boyamasinda ay ¢oregi gorintiisii tipiktir. Kiiltiirde tiretilmesi zordur (18).

M.canettii

MTBC’nin en son iyesi olan M.canettii 1969’da Canetti tarafindan,
1990’larin sonuna dogru Soolingen ve Pfyffer tarafindan tanimlanmistir. Dogal
konag1 bilinmemektedir ancak bildirilen vakalar insan infeksiyonlaridir. Diiz,

yuvarlak kolonileriyle kompleks tiyelerinden ayrilir (18).

M.caprae

M.caprae, daha onceleri M.tuberculosis subsp. Caprae (49) ve M.bovis subsp.
caprae (50) olarak adlandirilirken genotipindeki tekrarlara dayanilarak klasik M.bovis,
M.pinnipedii, M.microti ve atasal M.tuberculosis yakindan ilgili oldugunu ancak
modern M.tuberculosis'den farkli oldugu gosterilmistir (51).
Onceleri konak olarak sigir, kegi gibi hayvanlar tercih ettigi gosterilen M.caprae,
Almanya'da 1999 ve 2001 yillar1 arasinda yapilan ¢alismayla (50) sadece hayvanlarda
goriilmedigi insan TB vakalarina da neden oldugu gosterilmistir. Pirazinamide olan

duyarliligi ile M.bovis’ten ayrilmaktadir (18).

M.pinnipedii

Konak tercihi, fenotipik ve genotipik 6zelliklerine dayanilarak M.pinnipedii,
Cousins ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda MTBC’nin yeni bir Uyesi olarak
tanimlanmistir(52). M.pinnipedii’nin dogal konag1 ylizgec ayaklilar iken kobay, tavsan,
muhtemelen s1gir ve insanlar i¢in de patojen olarak kabul edilmektedir (33).
M.mungi
Son zamanlarda M.mungi Botsvana seritli firavun farelerinden tespit edilmistir ve
MTBC’in sekizci lyesi oldugu iddaa edilmektedir (53).
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2.8. MIKROBIYOLOJi LABORATUVARI ORGANIZASYONU VE
ISLEVI

M.tuberculosis’in primer izolasyonunda hem sivi hem kat1 besiyeri kullanmali, 24 saat

icinde ARB sonucunu rapor etmeli, basil izolasyonunu 14 giinde, tanimlamasini 24

giinde tamamlamali ve duyarlilik test sonuglarini 28 giinde rapor etmelidir (54).

TB kontroliiniin 6nemli bir kismi laboratuvara baglidir. Potansiyel olarak enfeksiyoz

acrosoller mikobakteriyoloji laboratuvarinda en 6nemli tehlikedir. Bu nedenle enfekte

materyalle c¢alismalarda aerosol olusumuna yol

acabilecek tiim wuygulamalar,

biyoguvenlik seviye 1l ve I1llI givenlik kabinlerinde standartlara uygun olarak
yapilmalidir (18, 32, 54).

Tablo 1. MTBC uyelerinin identifikasyon o6zellikleri *

@y | s |5 | E 5
8 4% § 4 2 4 B JES '3%98@
S 2 {= §9d= 8 9= 8 §=8 S8 (=8
Ureme 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C
sicakligi
Pigmentasy | N (100) | N (100) | N(100) [N (100) | N (100) | N (100) | N (100)
o11
Niasin +(95) d - - + d -
T2H + d - + - S -
varliginda
ureme
(10pg/ml)
Nitrat +(97) d -(9) + d - -
indirgenme
Si
Pirazinami | + + - + + S S
daz (4 gin)
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N, nonkromojenik; d, degisken; s, saptanmadi

Art1 ve eksi isaretleri sirastyla 6zelligin varligini1 ve yoklugunu gosterir.

V, degisken. Her testte CDC’nin test ettigi suslarin pozitif yilizdesi parantez i¢inde verilmistir ve test
sonucu bu yiizdelere baghidir.

*18 numarali kaynaktan modifiye edilmistir.

2.9. LABORATUVAR TANI

Mikobakteri enfeksiyonlarin kesin tanisi, uygun klinik 6érneklerden bakterilerin
izole edilmesiyle konur. Ozellikle TB olgularinin halk saghigini tehdit ettigi giiniimiizde
etkin mikrobiyal tedavinin hemen uygulanabilmesi, artan mikobakteri enfeksiyonlarinin
dogru ve giivenilir tanisinin konabilmesi ve epidemiyolojik verilerin elde edilebilmesi
icin kisa siirede sonug verebilen duyarliligi ve ozgilligl yiiksek tani yontemlerine
ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagcla hizli kiiltiir sistemleri ve molekiiler yontemler

gelistirilmistir (18, 32, 54).

2.9.1. Orneklerin Toplanmasi ve Islenmesi

Laboratuar tanisindaki basar1 klinik 6rnegin uygun sekilde alinmasi ve dikkatli bir
sekilde calisilmasina baglidir. Ornekler antitiiberkiiloz tedaviye baslanmadan once

alinmalidir.

Akciger TB’inde inceleme i¢in en uygun 6rnek balgamdir ve 3 giin arka arkaya
alman ekspektore balgam Orneklerinde basil aranir. Hastanin balgam ¢ikaramadigi
durumlarda bronkoalveolar lavaj (BAL), bronsial yikanti suyu, bronsial biopsiler,
ozellikle ¢ocuklarda gastrik aspirasyon sivilar1 gibi 6rnekler de kullanilabilir. Bébrek
TB’sinde sabah ilk idrar1 olmak kosuluyla 3 giin arka arkaya alinan orta akim idrarlar
kullanilir. Bunlarin disinda infeksiyon odagina yonelik beyin omurilik sivisi,
periton, plevra, digki, eklem ve kemik iligi aspirasyonlar1 ve kan gibi steril veya steril
olmayan klinik Ornekle islenmek icin alinir. Kan ve digki 6rnekleri ise AIDS’li

hastalardan kabul edilebilir (33).

Normal flora igeren klinik ornekler ile alinmalar1 veya transport islemleri
esnasinda sterilizasyon kurallarina uyulmadigir disiintilen klinik 6rneklere; organik
kalintilar1 sindirmek (digestion), kontaminasyona neden olan bakteri ve mantarlari
elimine etmek amaciyla dekontaminasyon iglemi uygulanir. Giiniimiize kadar g¢ok
saylda homojenizasyon-dekontaminasyon yontemleri tanimlanmigtir: NALC (N-asetil-

L-sistein)-NaOH yontemi, % 4’liik NaOH yontemi, Zefiran-trisodyum-fosfat yontemi,
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oksalik asit yontemi, setilpridinyum klorid-sodyum klorid yontemi ,sulfirik asit
yontemi. Bu yontemler arasinda en yaygin kullanilan NALC-NaOH ve % 4’lik NaOH
yontemleridir (32, 33, 39).

Ancak bu islemlerin mikobakterilere zarar vermemesi i¢in bu siire 15
dakikay1 gegmemelidir. Siire tamamlandiginda fosfat tamponu (pH 6.8) ilave
edilerek noétralizasyon saglanir ve dekontaminasyon islemi durdurulur. Kullanilan

fosfat tamponunun sterilitesinin korunmasi énemlidir.

Ayrica mikobakterilerin {ireme sansini artirmak igin santrifiijle konsantre
edilmesi de gerekir. En uygun santrifiij islemi 3000 g (RCF)’de 15 dakika stireyle
yapmaktir.

2.9.2. Aside Direncli Boyama Yontemleri

ARB yontemi, hala ucuz ve hizli bir yontem olarak, klinik 6rnegin mikobakteri
acisindan incelenmesinde ilk bagvurulan yontemdir. Mikobakteriler, c¢eperlerinde
onemli yer tutan mikolik asitler nedeniyle karbol fuksin gibi boyalar1 6zgiil olarak
tutarlar ve asit alkol gibi gliclii renk cikaric1 ¢ozeltiler ile dahi boyalarini birakmazlar
(10, 36). Yaymada ARB saptanmasi, klinik 6rnekte mikobakteri varligini gosteren ilk
bakteriyolojik kanittir. Giinlimiizde halen balgam ve diger klinik 6rneklerden yayma ile

ARB aranmasi ve bunun kiiltiir ile dogrulanmasi TB teshisinde altin standarttir (8-10)

Mikobakteriler disinda Rhodococcus, Nocardia, Cryptosporydium tdrleri ve
Legionella micdadei aside direncli olarak boyanabilir. Aside direncli bakterilerin

boyanmasinda genellikle iki tip boya tercih edilir (21):
1.Karbolfuksin boyama: Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) ve Kinyoun (soguk boyama)

2.Florokrom boyama: Auramine O ve Auramine-Rhodamine

Mikroskopik inceleme ile 6rnekteki 5000-10000/ml basil saptanabilmektedir.
Bazik fuksin temelli boyama yonteminde en az 300 alan, florokrom boyama
yonteminde ise en az 30 alan incelenmelidir (18, 32).

Mikobakterilerin saptanmasinda yaymanin 6zgilliigii ¢ok yiiksektir. Ancak

duyarliligy; test edilen Ornegin tipi, miktari, boyama yontemi, inceleyen kisinin
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deneyimi gibi bir¢ok faktdre bagli olarak % 20-80 arasinda degismektedir. CDC (Center
for Disease Control and Prevention), yayma iizerinde saptanan ARB’nin niceligi

hakkinda bilgi verilmesini énermektedir. Bunun i¢in yaygin kullanilan oneriler Tablo

2’de verilmistir (32, 33).

Tablo 2: Mikroskobik incelemede goriilen ARB miktarinin kantitatif degerlendirilmesi

Goriilen ARB Miktar1 (Basil sayisi/inceleme

alani)
Sonug

Karbolfuksin Boyama Florokrom
Boyama

%1000 x 250

x450
Negatif 0 0
0
Stipheli 1-2/300 alan 1-2/30 alan
1-2/70 alan
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan
2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan
4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/ 1 alan
4-36/1 alan
4+ >9/1 alan >90/1 alan
>36/1 alan

ARB: Aside direngli basil

2.9.3. Kultar

Mikobakteri tiirlerine bagli enfeksiyonlarin mikrobiyolojik tanisinda kiiltiiriin
onemli bir yeri vardir. Bunun nedeni, direkt mikroskobiden daha duyarli olmasi, tiir
tayini icin biyokimyasal testlere ve antimikrobiyel duyarlilik testlerine olanak
saglamasidir(10, 36, 55).

M.tuberculosis zorunlu aerop oldugundan anaerop ortamda Uremez. % 5-10

oraninda CO2’in iiremeyi arttirict 6zelligi vardir. Optimal iireme sicakligr 35-37°C, pH
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ise 7’dir. Mikobakterilerin iiremeleri icin 0zel besiyerlerine ihtiyact vardir. Bu
besiyerleri kompleks yapida olup, kati besiyerleri ve mikobakterilerin daha kisa siirede
tiremelerine imkan saglayan sivi besiyerlerinden olusur (18). Mikobakterilerin

kiiltiirtiniin yapilmasinda sivi ve kati besiyerlerinin birlikte kullanimi1 6nerilmektedir

(5).

2.9.3.1. Kultar yontemleri

Kiiltiir yontemlerinin duyarliligi ¢ok yiiksektir. Mikobakteri izolasyonunda
bugiin i¢in altin standart olarak kabul edilen uygulama s1v1 ve kati besiyerlerinin birlikte
kullanilmasidir. Mikobakterilerin izolasyonlar1 ve bazi 6zelliklerinin saptanmasi igin
kullanilan besiyerleri kati ve sivi olmak iizere iki tiptir. Kat1 6zellikteki besiyerleri
yumurta ve agar bazli olmak tizere iki bolimde incelenebilir (18).

LJ ve Middlebrook besiyerlerinde gozle goriiniir koloni olusturmasi 3-8 hafta
kadar siirer. Bu siirenin azaltilabilmesi i¢in hizli, ticari kiiltiir sistemleri gelistirilmistir.
Yillardir tiim diinyada yaygin olarak kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen
hizl kiiltiir sistemi olan radyometrik BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Biosciences,
Sparks, Md) sisteminde besiyerlerin radyoktif madde igermesi, yar1 otomatize
oldugundan manuel doldurulup bosaltilmasi, enjektorlerin yogun kullanilmasi, siselerin
cihazda okunmalarinda ¢apraz kontaminasyon riski gibi nedenlerden dolay: alternatif
sistemlerin gelistirilmelerine gereksinim duyulmaktadir. Bu sistemler yaninda, manuel
kullanim igin bifazik kiiltiire dayali Septi-Check AFB (BD Biosciences, Sparks MD),
floresans bastirma temelli Oz sensorlic MGIT (BD Biosciences, Sparks MD) ve
tetrazolium tuz indikatoriiniin indirgenmesiyle isleyen MB-Redox (Heipha Diagnostics,

Biotest, Heidelberg, Germany) bulunmaktadir (33).

2.9.3.2. Kat1 besiyerleri

Kat1 besiyerleri yumurta ve agar temelli olmak {izere iki ¢esittir. Bakteri veya
mantar kontaminasyonunun Ontine gecilebilmesi igin, bu besiyerlerine antimikrobiyal

maddeler eklenerek selektif besiyerleri elde edilmektedir.

o Nonselektif Besiyerleri:
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Yumurta bazli olanlar: Lowenstein-Jensen, Ogawa (55), Petragnani, American

Thoracic Society. Koloni olusumunun erken dénemde saptanamamasi dezavantajidir

(36).

Agar bazli olanlar: Agar bazli besiyerlerinden en yaygin kullanilan1 Middlebrook
7HI10 ve 7HI11’dir. Besiyerinin saydam olmasi1 nedeniyle mikroskopik yapidaki
kolonileri bile saptayarak 10-12 giinliik bir siirede tan1 konabilir. Middlebrook 7H10
besiyeri “National Comittee for Clinical Labarotory Standarts” (NCCLS) tarafindan

agar proporsiyon yonteminde 6nerilmektedir (36, 56).

o Selektif Besiyerleri:

LJ Gruft (penisilin, nalidiksik asit), Mycobactosel LJ (siklohekzimid, linkomisin,
nalidiksik asit), Mycobactosel Middlebrook 7H10, Mitchison’s selektif  7H11
(karbenisilin, polimiksin B, trimetoprim laktat, amfoterisin B) (18, 32, 55).

2.9.3.3. Bifazik besiyerleri

Septi-Check (BD Biosciences): Middlebrook 7H9’dan olusan bir sivi besiyeri
ile LJ, Middlebrook 7H11, ¢ukulatamsi agardan olusan ii¢ kat1 besiyerinden olusur.
Ekim islemleri sonrasinda mevcut siseler ters ¢evrilerek inkiibe edilir ve once giinliik,
sonra haftalik takibe alinir. Uremenin gozlenmesi halinde EZN boyama yapilan
preparat, mikobakteri varlig1 yoniinden incelenir. Kan disindaki tiim klinik 6rnekler i¢in
uygundur. Duyarliligt BACTEC 460TB’ye benzer ancak liremeyi saptama zamani daha
uzundur (18, 55).

2.9.3.4. Siv1 besiyerleri

Sivi besiyerleri mikobakterilerin hem ilk izolasyonunda hem de sub-
kiltlirlerinin  yapilmasinda kullanilabilirler. Sivi  temelli besiyerlerinde yapilan
kiiltiirlerde kati temelli besiyerlerine oranla daha hizli sonuglar alinmakta ve izolasyon
oranlar1 da daha yiiksek olmaktadir. Middlebrook 7H9 broth mikobakterilerin sub-
kiiltiirlinlin ~ yapilmasinda, duyarlilik testleri i¢in inokulum hazirlanmasinda,

biyokimyasal testlerin ve bazi ticari sistemlerin bazal besiyeri olarak kullanilmaktadir
(18).

Gilinlimiizde mikobakterilerin izolasyonu i¢in hazirlanmis ticari sivi kiltlr

sistemleri mevcuttur:
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1. MB Redox (Heipha Diagnostica Biotest): Mikobakterilerin izolasyonu

amaciyla antibiyotik karisimi ve renksiz tetrazolium tuzu igeren modifiye Kirchner
besiyeri kullanilir. Tetrazolium tuzu, mikobakterilerin redoks sistemi sayesinde hiicre
ylzeyinde graniiler formda biriken pembe, kirmizi ve menekse renginde formazona
indirgenir ve {ireme sonucu olusan mikrokoloniler renkli partikiiller seklinde
makroskobik olarak goriilebilir. Maliyeti uygundur, ancak gorsel okuma esnasinda fazla

manuel uygulama gerektirmesi dezavantajidir (18, 32, 55).

2. MGIT (Becton Dickinson, Biosciences): Modifiye Middlebrook 7H9 broth

kullanilmaktadir. Mikobakterilerin liremesini saptamak i¢in oksijen tiikketimine dayali
floresans sensoru igerir. Floresan madde, sivi besiyerindeki oksijen varliginda
maskelenmektedir. Wood lambasi veya transilluminator disinda baska 6zel ekipmana

gerek yoktur. Diistik kapasite ile ¢alisan laboratuvarlarda tercih edilen manuel sistemdir

(18, 32).

3. BACTEC 460TB (Becton Dickinson, Biosciences): Yar1 otomatize
radyometrik ve altin standart bir sistemdir. BACTEC 12B besiyeri **C isaretli palmitik

asit icerir. Mikobakterilerin *C isaretli palmitik asiti metabolize etmesi sonucu *CO;
olusur ve bu cihaz tarafindan izlenir. M.tuberculosis i¢in ortalama sonug alma stresi 9-
14 giin iken NTM i¢in 7 giinden kisadir. Koloni morfolojisinin gozlenememesi,
kontaminantlarin asir1 tiremesi, radyoizotop atiklar, enjektorlerin yaygin kullanimi

sonucu olusan laboratuar kazalar1 sistemin dezavantajlaridir (18, 32).

4. MGIT 960 (Becton Dickinson, Biosciences): Tam otomatize ve radyometrik

olmayan bir sistemdir. MGIT tiiplerinin dibinde igine floresan madde gomilu silikonlar
mevcuttur. Igerisindeki zenginlestiriciler mikobakteri disindaki organizmalarin
tiremesini arttirdig1 i¢in kontaminasyon oranlart BACTEC 460 TB sistemine gore daha

yuksektir ancak bu sisteme gore ¢apraz kontaminasyon orani daha dusiiktiir (18, 32).

5. .BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson, Biosciences): Tam otomatize bir

sistemdir. Oksijene duyarli floresan temelini kullanarak mikobakterileri tespit eder (15).

6. ESP Il (Versatrek): Tam otomatize bir sistemdir. Seliloz stnger ve

Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren bir sistemdir. Sistemde mikroorganizmalarin

Uremesi sonucu olusan gaz basincindaki degisiklikler dlgiilerek degerlendirme yapilir.
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Bilgisayar destekli bir sistemdir ve besiyerinde olusan gaz basincindaki degisiklik

grafiksel olarak bilgisayarda goruntilenir (18, 32, 55).

7.MB/BacT ALERT 3D (BioMerieux): Tam otomatize bir sistemdir. Besiyerinin

dip kisminda kolorimetrik bir sensor i¢eren ve olusan CO2 dlzeyini Olcerek lremeyi

degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar destegi bulunan sistemde besiyerleri siirekli

kontrol altindadir (18, 32, 55).

2.9.4. identifikasyon

Kiiltlir islemleri sonucunda izole edilen mikobakterilerin tiir diizeyine kadar
tanimlanabilmesi, halk saglig1 ve hastalarin dogru antimikobakteriyel tedavileri igin
gerekli olmaktadir. Mikobakterilerin tanimlanmasi1 konvansiyonel biyokimyasal
yontemler, BACTEC NAP testi, kromatografik analiz ve molekiler yodntemler
kullanilarak yapilabilir (18).

2.9.4.1. Konvansiyonel biyokimyasal yontemler
Mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmalar1 gereklidir. Her mikobakteriyoloji

laboratuvarinin tiim izolatlar1 tanimlayabilecek diizeyde olmasi1 gerekli degildir. Ancak

TB basillerinin etken olma siklig1 ve enfektivitesi goz 6niine alindiginda, en azindan M.
tuberculosis kompleksin tanimlanmasinda kullanilan anahtar testlerin uygulanmasi

gerektigi diigtiniilmektedir (18).

Mikobakteriler oncelikli olarak {ireme siireleri, iireme sicakliklari, koloni
morfolojileri ve pigment olusturma oOzelliklerine goére gruplandirilir. Bu gruplama
sonucunda tanimlanacak mikobakteri i¢in uygulanacak olan anahtar biyokimyasal
testler belirlenir. Mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testler;
niasin testi, nitrat rediksiyon testi, katalaz testi, PNB (p-nitro benzoik asit) iceren
besiyerinde Greme, TCH ile Gremenin inhibe edilmesi, pirazinamidaz testi, Tween 80
hidroliz testi, arilslilfataz testi, tellurit rediksiyonu, Ureaz testi, % 5 NaCl tolerans
deneyi, demir uptake’i, kristal viyoletsiz MacConkey agarda tremedir (18).

Ureme Hizi ve Pigment Uretimi: Uygun diliisyonlarda kati besiyerlerine yapilan
pasajlarinda yedi giinden 6nce lireyenlere hizl lireyenler, yedi giinden sonra iireyenlere
yavas lireyen mikobakteriler olarak kabul edilirler.

Karsilastirmali 16S rDNA dizilerinden elde edilen bilgi de kesin olarak hizli ve yavas
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tireyenleri ayirmaktadir (18). Yavas lreyenler pigment iiretme Ozelliklerine gore lig
gruba ayrilir: skotokromojen, fotokromojen ve nonkromojen (32). Isikta pigment
olusturma 6zelligi oksijen ve sicaklik parametreleriyle iliskili bulunmustur (57).

NAP testi (Nitro-a-Acetylamino-p-Hydroxypropriophenone) Deneyi: Radyometrik
BACTEC yontemine adapte edilmeye calisilmistir. Bu amacla yapilan caligmalarda
inhibitér maddenin 10ug/ml’ den, Spug/ml’ ye diisiirerek, NAP deneyinin radyometrik
sistemde de basarili sonuglar verdigini, deney siiresinin 4-6 giine indirdigini géstermistir
(58).

Niasin Birikimi: Niasin (nikotinik asid) mikobakterilerin  metabolik strecleri
esnasindaki NAD (nikotinik asid adenin diniikleotit) ve NADP (nikotinik asid adenin
dintkleotit fosfat) koenzimlerinin biyosentezinde 6ncul bir maddedir (18, 32).

Nitrat Rediiksiyonu: Birka¢ mikobakteri tiirli ile ¢ogu mikobakteri izolatlari nitratlarin
nitrite indirgenmesini katalizleyen nitrat rediiktaz enzimine sahiptir. Besiyerinde nitritin
varligi, siilfanilamid ve Nnaphthylethylendyamine ilavesi sonucu kirmizi rengin
olusmasiyla anlasilir (32).

Tween 80 Hidrolizi: Tween 80 (polyoxyethylene sorbitan monooleate) deterjan
etkilidir. pH’ s1 7’ye ayarlanmis besiyerinde, Tween 80 besiyeri igerisindeki notral
kirmizisi ile baglanir ve serbest haldeyken pH 7 iken kirmizi olan ndétral kirmizisi
saydam sar1 renk alir. Besiyerine ekilen bir mikobakteri susu lipaz iiretebiliyorsa,
Tween 80’ i oleik asit ve polyoxyethylene sorbitol” e hidrolizler ve serbest kalan nétral
kirmizisinin rengi kirmiziya donisiir (32).

Katalaz: Katalaz hidrojen peroksidi (H202) su ve oksijene parglayan bir hicre igi
enzimidir. Katalaz aktivitesini saptamak i¢in iki test kullanilmaktadir: semikantitatif
katalaz testi ve 1s1 tolerans testi(18). Semikantitatif katalaz testi mikobakterileri,
tirettikleri kopiigilin tiipte olusturdugu ytikseklige gore (45 mm’ den fazla ve daha az
kopiik yapanlar) yiiksek katalaz ve diislik katalaz iiretenler olarak ikiye ayrilirlar (59).
Cogu mikobakteri tiirii 68°C° de 1sitilinca katalaz aktivitesini korurlar. Cogu
M.tuberculosis susu diger MTBC iiyelerinden 1siya direngli katalaz liretememeleri ile
ayrilabilir. M.gastri de 1s1ya direngli katalaz iiretemez (18, 32).

Arilsllfataz Aktivitesi: Arilsulfataz enzimi renksiz bir madde olan tripotasyum
fenolftalein gibi maddelerin sulfatgrubu ile aromatik halka arasinmdaki bagi hidrolize

eder. Serbest kalan fenolftalein ortam baziklestiginde kirmizilasir (18). Hizli iireyen
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mikobakterileri, grup 111 non fotokromojenik mikobakterilerden ayirdetmede yararli bir
testtir (32).
Ureaz Aktivitesi: Ureaz enzimine sahip mikobakteriler tireyi hidrolize ederek amonyak
serbestlestirir, bu da ortam pH’simi yiikselterek rengin degismesine neden olur.
M.scrofulaceum (pozitif) ve M.gordonae (negatif) tiirlerinin ayiriminda kullnilan
6nemli bir testtir. M. gastrii’ yi diger gruplll non kromojenelerden ayirimda énemlidir
(32).
Pirazinamidaz Deneyi: Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi hidrolize ederek pirazinoik
asid ve amonyaga cevirir. Besiyerine ferrdz amonyum siilfat eklenirse pirazinoik asit iki
degerlikli demirle birlesir, besiyeri yiizeyinin altinda kirmizi renkli halka olusur.
M.tuberculosis-M.bovis, M.kansasii-M. marinum, MAC iyelerinin ayiriminda
pirazinamidaz testi kullanilir (18, 32).
Tiyofen-2-Karboksilik Asit Hidrazid (T:H) ile Uremenin Inhibisyonu: Cogu
mikobakteri T>H iceren besiyerinde (reyebilirken, M. tuberculosis’ i segici olarak
inhibe eder. M.bovis suglarmin, M.t uberculosis ve diger yavas iireyen
nonkromojenlerden ayiriminda 6zellikle yararlidir. Bazt M.bovis suslarinin niasin zayif
pozitif oldugu durumlarda M.tuberculosis’ ten ayirtettirici 6zellik olmaktadir (32).
Sodyum Klorir Tolerans Deneyi: % 5’ lik NaCl igeren L-J besiyerinde treyebilme
yetenegi, 28°C’de inkiibe edildikleri zaman, yavas iireyenleden sadece M. triviale, M.
flavescens’ in bazi suslari, M. abscessus ve M.fortiutum icin ortak bir 6zelliktir (18, 32).
McConkey Agarda Ureme: Kristal viyolet icermeyen McConkey agar RGM’ in
tiremelerini saglar. Diger mikobakterilerin ¢ogu lireyemez(32).

Mikobakterilerin ~ Greme  Ozelliklerinin  belirlenmesi ve  konvansiyonel
biyokimyasal yontemlerle identifikasyonu yaklasik 3-6 hafta veya daha uzun
strebilmektedir (32).

2.9.4.2. Kromotografik Analiz

Mikolik asit analizleri yeni mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasi i¢in Onerilen
cesitli yontemlerden birisidir. Mikolik asitler mikobakteri hiicre duvarinin énemli bir
kismin1 olusturan uzun zincirli B-hidroksi yag asitleridir. Her mikobakteri tiirtinde farkli
fonksiyonel gruplar ve farkli karbon sayili mikolik asitler bulunur. Tiire 6zgii bu
farkliliklar kullanilarak identifikasyon yapilir. Bu amacla Thin Layer Chromatography
(TLC), High Performans Liquid Chromatography (HPLC), ve Gas Liquid

29



Chromatography (GLC) yontemleri kullanilmaktadir. TLC yonteminde mikolik asitler
tasidiklar ester gruplaria gore, HPLC‘de mikolik asitler polarite ve karbon sayilarina
gore, GLC’ de ise sadece mikolik asit degil, mikobakteri hiicre duvarindaki biitiin yag
igerigi incelenerek tanimlama yapilmaktadir (40). Kromatografik yontemlerde, kati
veya s1vi besiyerlerinde iiremis koloniler kullanilarak ¢aligilir (32).

HPLC yontemi ile M.bovis BCG; M.tuberculosis ve M.bovis’ den ayirilirken,
bu iki tiir birbirinden ayirt edilememektedir. Kromatografik yontemler teknik agidan
kompleks olup, pahali ekipman ve yiiksek maliyet gerektirmektedir. Ancak yeni turlerin

saptanmasinda faydali olmaktadir (36, 60).

2.9.4.3. Molekuler yontemler

M.tuberculosis genomunun batin baz dizilimi gosterilmistir. Genom yaklagik
4.4 mega baz ciftinden meydana gelir ve oldukca yiiksek oranda guanin-sitozin (% 62-
70) igerir. Mikobakterilerin dogru sekilde tiplendirilmeleri i¢in kullanilacak en ideal
yontem tiim genomun dizi analizini yapilmasidir. Ancak genomun biiylikliigii dikkate
alindiginda bunun zaman alic1 ve maliyetinin yiiksek olmasi kullanimini sinirlamistir
(61). Bu nedenle mikobakteri DNA’sin1 direkt restriksiyon enzimi ile kesimi, 6zgiil bir
bolgenin restriksiyon enzimi ile kesimi, genom (zerinde bulunan tekrarlayan bolgeleri
ya da bunlarin arasindaki bosluklarin polimorfizmini hedefleyen yontemler gelistirilmis
ve yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (62).

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE): Bir ¢ok bakteri i¢in salginlarin
arastirtlmasinda ve popiilasyon bazli ¢aligmalarda kullanilan molekiiler tiplendirmede
“altin standart” kabul edilen bu yontemde genomik DNA diisiik 1s1l1 agaroz jel i¢inde
ekstrakte edilerek cesitli restriksiyon enzimleriyle (EcoR1,Asel, Dral, Spel ve Xbal)
kesimin ardindan belirli araliklarla yonii degistirilen uzun siireli elektrik akimina tabi
tutularak bantlarin ayrigmasi saglanir. Etidyum bromir ile boyanan jelde her bir izolata
ait tiim bakteri genomunun restriksiyon enzim paternleri belirlenir. Sinirl sayida bant
olusturmasi ve buna bagli olarak ayrim giiciiniin yetersiz olmasi M.tuberculosis’in

epidemiyolojik ¢alismalarinda kullanimini kisitlamigtir (61, 63).

PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP): PCR- RFLP
yontemi 1992 yilinda Plikaytis ve ark. (64) tarafindan hsp65 geni kullanilarak

mikobakterilerin hizli bir sekilde tanimlanmasi i¢in 6nerilmis, daha sonra Telenti ve ark.
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(14), Taylor ve ark (65), Devallois ve ark. (56) bu yontemi rutin klinik uygulamalar icin
gelistirmistir (36).

Bu yontem ile yakin zaman diliminde farklilagsmis bakteri gruplarinin tiir ve alt
tir ayriminda basarili  sonuglar alimmistir. Yavas iireyen mikobakterilerin
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilir. En sik hsp65 geni kullanilmaktadir. HSp65
geninin 440 bg¢’lik boliiminiin PCR amplifikasyonundan sonra BstEIl  ve Haelll
restiksiyon enzimi ile kesilmesi ve elde edilen iirlinlerin agaroz jelde molekiiler agirlik
standart1 ile karsilastirilarak biiyiikliiklerine gore degerlendirilmesi esasina dayanir.
Elde edilen veriler tlr saptama cetveline gore analiz edilerek tanimlama yapilir (40). Bu
yontemle MTBC iiyelerinin ayrimi yapilamamaktadir. Ayrica M. kansasii ve M.
gordonae i¢in birkag farkli PCR-RFLP paterni tanimlanmustir (66).

Bu yontemin avantajlar1 pahali ekipman gerektirmemesi, fenotipik yontem veya
HPLC ile tanimlanamayan baz tiirler dahil ¢ogu mikobakteri tiirlinii tanimlayabilmesi
ve hizli bir yontem olmasidir. Dezavantajlari ise nispeten kompleks bir igslem olmasi, en
son tanimlanan tlirlerin artisina baghh olarak tiirlerin  kesin tanimlamasinin
yapilamamasidir. Yontemin ¢ok merkezli degerlendirmelerinde; jel yiiriitme
durumlarindaki farkliliklarin ve paternlerin yorumlanmasindaki tecriibe eksikliginin

sonuglarin dogrulugunu etkiledigi gosterilmistir (66).

Hibridizasyon bazli RFLP: 1S6110 RFLP: M.tuberculosis’de bulunan
tekrarlayan bolgelerden biri de IS (insertion element)dir. Bu giine kadar dort farkl
yerlesim elementi 1S6110, 1S1081, 1S1547 ve IS-like tanimlanmistir. Bunlardan en
yaygin olarak kullanilan1 1S6110 ‘dur. Enterobakteriyel 1S3 ailesine ait 1361 baz ¢iftlik
bir yerlesim elementidir. M.tuberculosis kompleksinde susdan susa yeri ve sayisi (0-25
kopya) degiskenlik gostermekle birlikte ¢ogunlukla 8-15 kopya halinde bulunur. Bu

yontem M.tuberculosis tiplendirilmesinde “altin standart™ olarak kabul edilmektedir.

PGRS-RFLP: Sekonder tiplendirme yontemlerinden biridir. 1S6110 kopyasi
olmayan
veya dusiik sayida kopya bulunduran M. tuberculosis suslarinin tiplendirilmesinde
kullanilir.
Ayirict  dizilimlerin varligi veya yoklugu dijital olarak gozlenmektedir. Ayirict

dizilimler
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suslar arsinda degisim gostermektedir ve hibridizasyon membraninin sabitlesme
yuzeyinde leke seklinde gorulmektedir. Reverse dot blot hibridizasyon metodudur. Bu
yontemle M. bovis, M. microti ve M. canettii suslar1 kolayca tiplendirilebilmektedir.
Basit hizli ve tekrarlanabilirligi yiksektir. Disuk 1S6110 kopya sayili suslarin
tiplendirilmesinde ayrim giicii yliksektir. Bu metot [S6110 RFLP’den sonra
M.tuberculosis’in tiplendirilmesinde yaygin olarak kullanilan sekonder bir yontemdir
(61, 67).

Degisik sayida sirali tekrarlar iceren kiiciik uydulara dayali metotlar:
M.tuberculosis genomunda 41 farkli MIRU (mycobacterial interspersed repetitive units)
bolgesi tanimlanmistir. Bu lokuslar PZR bazli tipleme metodunun temelini olusturur.
MPTR (major polymorphic tandem repeat) ve ETR (exact tandem repeat) olmak izere
iki tip siral1 tekrar tanimlanmastir (30, 61).

MIRU-VNTR (mycobacterial interspersed repetitive units—variable numbers of
tandem repeats): Degisik sayida sirali tekrarlar iceren kiigiik uydularin (minisatellites)
polimorfizmine dayali bir yontemdir. Sirali tekrar lokuslarindan (tandem repeat loci)
elde edilen PZR iiriinlerinin dizi analizi yapilarak sirali tekrarlarin sayist ve bunlarin
(tandem repeats) her iki yaninda lokalize olmus DNA segmentlerinin buyuklGgu
belirlenmektedir. Genomda bagimsiz halde bulunan 12 farkli lokusdaki ‘tekrarlar’
degerlendirilir. Tekrarlar 52-77 oligonukleotid buytkligtndedir. PZR drtnleri % 2°lik
agaroz jelde yiritiliir, her lokusdaki MIRU tekrarlar1 bant biiytikliiklerine gore
degerlendirilir. Sonuglar 12 rakamli dijital formata g¢evrilir. Ayrnim giicii yiiksek,
tekrarlanabilir ve uygulamasi kolay, ¢cok merkezli ¢alismalara uygun ve otomatize
edilebilir bir yontemdir (30, 61).

ETR-VNTR(exact tandem repeat-variable numbers of tandem repeats ):VNTR
iceren 6 lokusun (ETR lokus A-F) amplifikasyonuna dayanan bir yontemdir. ETR-A,
ETR-B, ETR-C, ETR-D, ETR-E lokuslarina 6zel bir ¢ift primerle amplifikasyon
yapilmakta ve agaroz jel elektroforezinde amplifikasyon {iriiniinlin biiytkligl ve her
lokustaki ETR sayis1 belirlenmektedir. Ayirim giicii ve tekrarlanabilirligi MIRU-VNTR
tipleme ydnteminden daha dustktur (30, 61).

16S ve 23S rRNA : 16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genlerin arasinda kalan ve
suslar arasinda farklilik gosteren bdlgelerin gogaltilmasi ve sonrasinda restriksiyon

enzimi ile kesilerek agaroz jel elektroforezinde olusan restriksiyon enzim paternlerinin
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belirlenmesi seklinde uygulanir. Yontemin tekrarlanabilirligi ve ayrim giicii diger
yontemlerle kiyaslandiginda yetersiz bulunmustur (61, 68).

Arbitrarily Primed (Random Amplified) PCR (RAPD): Bu yontemde spesifik bir
DNA bdélgesini ¢cogaltmak yerine, rastgele segilen bir veya iki primerle DNA’daki bir
cok bolgenin cogaltilmasi esasina dayanir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki
uzaklik agaroz jel elektroforezinde farkli biiyliklilkte ve sayida bantlarin olusmasina
neden olur. Bu metot da kullanilan primerler 10-15 baz ciftlik kisa ve G-C ce
zengindirler. Diger amplifikasyon sartlarindan farkli olarak primerlerin baglanma 1silar
(annealing) 40-50°C’ye diisurilmiistir. Suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde
ortaya ¢ikan bir mutasyon susa 0zgl bant polimorfizmin olusmasina neden olur.
Elektroforez sonucu ortaya ¢ikan her bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle
karsilagtirilarak sonuglar yorumlanir. Uygulama kolayligi, kisa siirede sonug alma ve
cok sayida Ornek calisilmasina imkan tanimast nedeniyle genis kullanim alam
bulmustur. Ancak en 6nemli dezavantaji laboratuvarlar arasi standardizasyonunun
saglanmamis olmasidir (61, 63).

PZR bazli yontemlerden biri de tekrarlayan bdlgelerin arasinda kalan bolgelerin
cogaltilmasidir. Yontemde iki tekrarlanan element olan 1S6110 ve PGRS’nin arasinda
kalan DNA parcalarinin ¢ogaltilmasi yapilmaktadir. Tekrarlayan bdlgelerin sayis1 ve
aralarindaki uzaklik bant polimorfizmine neden olmaktadir. Yontem % 96’lik prediktif
degere sahiptir ve olusan paternlerin epidemiyolojik ¢alismalara uygun oldugu
goriilmiistiir ki tekrarlayan elementin arasindaki bolgelerin amplifikasyonu igin dort
adet primer kullanilmaktadir. IS6110 i¢in Risl ve Ris 2, PGRS i¢in Ptbnl ve Ptbn2
primerleri kullanilmaktadir. Primerler tekrar bdlgelerin her iki ucundan disa bakacak
sekilde dizayn edilmistir. Yontemin tekrarlanabilirligi diisik fakat ayrim giicii yiiksek
bulunmustur. Bu nedenle primer tipleme metotlariyla grup ig¢inde bulunan suslarin
dogrulanmasi amaciyla kullanilabilir (61).

Hasta 6rneklerinden direkt olarak MTBC varligini arastirmak amaciyla gesitli
ticari molekiiler tan1 sistemleri gelistirilmistir. Bunlardan bazilari; Amplicor PCR Test
(Roche), Amplified M. tuberculosis Direct Test (AMTD; Gen-Probe Inc.), BD Probe
Tec (Becton Dickinson), GenoType Mycobacteria Direct Test (Hain Lifescience
GmbH), LAMP Test (Eiken Chemical Co.Ltd.), LCx MTB Test (Abbott )’dir (36).

Tablo 3: MTBC uyelerinin konaklari
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Tar

Konak

M. tuberculosis
M. bovis

. caprae
. africanum
. microti

. canetti

< I L

. pinnipedii

1nsan

Sigir, geyik, bizon, porsuk, keseli
sican

Kegi

Insan

Tarla faresi

1nsan

Fok
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. BAKTERI IZOLATLARI

Saglik Bakanligi Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuarinda Ocak 2011-Nisan 2013 tarihleri
arasinda TB siiphesi ile laboratuvarimiza gonderilen 1896 hastaya ait klinik 6rnekten
136’sinda MGIT kiltiir sistemi ile mikobakteri izole edilmistir. Bu 6rneklerden elde
edilen 117 MTBC susu ¢alisma kapsamina alinmistir.

Her hasta icin birden fazla gonderilen tekrarlayan ayni klinik 6rnekler arasindan
sadece tek ornekten izole edilen sus ¢alismaya dahil edilmistir. Kalite kontrol amaci ile

M.tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) susu kullanilmistir.

Calismalarin tiim asamalar1 sinif II biyolojik emniyet kabini (Heraeus Instruments

HS 12) i¢inde yapilmistir.

3.2. HOMOJENIZASYON-DEKONTAMINASYON-
KONSANTRASYON ISLEMI

Laboratuarimiza gonderilen orneklerden steril olmayip mukoid olanlar % 4
NaOH-Sodyum sitrat-NALC c¢0zeltisi, mukoid olmayan o6rnekler ise % 4 NaOH
¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirild1 ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu siirenin
sonunda notralizasyon amaci ile 50 ml’lik tiiplin agzina kadar fosfat tamponu ilave
edilip dekontaminasyon islemi durduruldu. Bakteri yogunlugunu arttirmak i¢in 15-20
dakika 3000 g’de santrifiij edildi. Ust siv1 dokiiliip sedimentin {izerine 1:1 oraninda
fosfat tamponu ilave edilerek, iyice ¢alkalandi. Bu islemlerin sonucunda steril olmayan
ornekler, ekim i¢in hazir hale geldi. Steril oldugu diisliniilen viicut sivilari, BOS
ornekleri NaOH ile dekontaminasyon islemi uygulanmadan direkt ekim asamasina
alindi. Idrar &rnekleri ile miktar1 fazla olan viicut sivilar1 santrifiij edildikten sonra

dekontaminasyon islemlerine alind1 (18, 32, 55).

Gereg:
a) NaOH 49
Distile su 100 ml
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b)Trisodyom sitrat 3 H, O 2,94 ¢
Distile su 100 ml

(a) eriyiginden 50 ml + (b) eriyiginden 50
¢)NaOH-sodyum sitrat-NALC eriyigiicin, ml + 0,5 g N-acetyl-L-cystein toz

karigtirildi.
d) NaH2PO4.2H >0 31,29
Distile su 1000 ml
e)NaHPO4.2H20 28,39 g
Distile su 1000 ml

(d) eriyiginden 51 ml + (e) eriyiginden 49

f) Sodyum Fosfat Tamponu igin ml karistirildi.

3.3. ASIDE DIRENCLi BOYAMA

Mikroskobik inceleme icin her hastaya 3 adet lam hazirlandi ve dekontamine
edilmis Ornek, lam iizerine 1x2 cm’lik bir alana yayilarak oda sicakliginda giivenlik
kabini i¢inde kurumaya birakildi. Lamlar alevde tesbit edildi. Lamlardan biri EZN
boyama, bir digeri de Auromine-Rhodamine boyama ile boyandi. Her boyama igin

pozitif ve negatif kontroller hazirlandi.

3.3.1. EZN boyama:

Lam karbolfuksin ile kaplanip alttan yavasca 3-5 dakika boyunca (buharlagma)
duman ¢ikmasi saglanana kadar i1sitma islemi uygulandi ve soguduktan sonra su ile
yikandi. % 3 asit alkolle renk giderilinceye kadar muamele edilip su ile yikand1 . Zit
boyama i¢in lamin iizeri metilen mavisi ile kaplandi ve 1 dakika sonra su ile yikandi.
Boyanan lamlar havada kurutulduktan sonra x1000’lik biiyiitmede 151k mikroskobunda
incelendi (55).

3.3.2. Auromine-Rhodamine boyama:
Lam Auromine-Rhodamine boyasi ile kaplanip 15-20 dakika oda sicakliginda
beklendi. Ardindan su ile yikand1 ve % 0,5 asit alkolle 2-3 dakika muamele edilip

tekrar su ile yikandi. Zemin boyasi olarak hazirlanan KMnOg ile 2 dakika muamele
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edildikten sonra su ile yikandi. Lam havada kurutulduktan sonra boyanan preparatlar

x200’lik ve x400’lik biiyiitmede floresan mikroskobunda incelendi (55).

EZN ve Auromine-Rhodamine boyama sonuglari Tablo 2’ye gore
degerlendirilerek kantitatif olarak rapor edildi (18, 32).

Gereg: EZN boyast i¢in Gereg: Auramin-Rhodamin
boyasi i¢in
Bazik Fuksin 19 Auromin O (Sigma) 159
Fenol kristalleri 50 Rhodamin B ( Sigma) 0,759
Saf etil alkol 10 ml Gliserol 75 ml
Distile su 100 ml Sivi Fenol 10 ml

97 ml %95’lik
Asit-Alkol ¢ozeltisi etil alkol + Distile su 50 ml
3ml HCI

0,3 g methylen

blue chloride + . ] 99.5 ml etil alkol + 0,5
100 ml_distile Asit-Alkol ¢ozeltisi ml HCl

su

Metilen mavisi

Potasyum permanganat 0,5 g + 100 ml distile
(KMnOa4) su

3.4. KULTUR

Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon islemleri uygulanan ornekler,
klltdr icin MGIT ve LJ besiyerlerine ekildi. LJ besiyerine, hazirlanan 6rnekten 0,5 ml
ekildi ve kapaklar1 gevsetilerek 37°C’de etiivde bir gece boyunca yatik pozisyonda
bekletildi. Ertesi giin dik pozisyona getirilip 6 hafta siireyle inkiibasyona devam edildi.
LJ besiyerleri haftada bir kez treme kontroliine tabi tutuldu. Ureyen kolonilerin
morfolojileri makroskobik olarak ve kolonilerden hazirlanan preparatlar EZN ile

boyanarak mikroskobik olarak incelendi (55).

MGIT tiip besiyerine sirasiyla MGIT OADC (oleik asit, albumin, dekstroz,
katalaz) sivisindan 0,5 ml, MGIT PANTA* dan (polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik
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asit, trimetoprim, azlosilin) 0,1 ml ilave edildi. Ekim i¢in hazirlanan 6rnekten 0,5 ml
MGIT tiip besiyerine eklendikten sonra tiipiin kapagi kapatilarak karistirildi. 37°C*de 6
hafta boyunca inkiibe edildi. MGIT besiyerleri haftada {i¢ kez iireme kontrolii amaciyla
365 nm dalga boyunda UV 1s1ma saglayan cihazda okutuldu. Pozitif iireme saptanan
MGIT tiiplerinden kontaminasyon kontrolii i¢in kanli besiyerine pasaj alind1 ve ayni

zamanda aside direngli basil agisindan EZN boyama yapildi (55, 69).

Gereg:

MGIT tip besiyeri  (Becton Dickinson
(BD),USA)

MGIT OADC cézeltisi (BD,USA)
MGIT PANTA ¢bzeltisi (BD,USA)

LJ besiyeri (BD,USA)

3.5. KONVANSIYONEL YONTEMLER iLE iDENTIiFIKASYON

MGIT ve LJ besiyerlerinde lireyen aside direngli basillerin tanimlanmas1 amaci
ile MGIT PNB, nitrat rediiktaz, niasin deneyleri yapildi. MGIT PNB; mikobakterilerin
identifikasyonunda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Besiyeri igerisine eklenen
inhibitdr substratlarin varliginda iireme inhibisyonunun godzlemlenmesi temeline
dayanir. Bu yontemde kullanilan substrat olan para nitro benzoik asitin (PNB) 500pug/ml
konsantrasyonunda NTM’ler ureyebilirken (direncli), MTBC bakterileri inhibe
olmaktadir (duyarl) (70, 71).

Niasin (nikotinik asit) mikobakterilerin metabolik reaksiyonlari esnasinda
oksidasyon-rediiksiyon basamaklarinda onemli bir yere sahipti. NAD ve NADP
koenzimlerinin biyosentezinde oncul bir maddedir. Butiin mikobakteriler niasin Gretir,
ancak M.tuberculosis te serbest niasinin nikotinik asid mononukleotide doniismesini
saglayan metabolik yol bloke edilmis oldugu i¢in M.tuberculosis’de ¢ok daha fazla
birikerek besiyerine salgilanir. Yapilan deney ile besiyerine salinan niasin tespit

edilmektedir (18).
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Nitrat rediiktaz deneyinde mikobakteriler sahip olduklar1 bu enzim ile ortamdaki
nitrati nitrite indirgeyebilirler. Ortamdaki olusan nitritin saptanmasi i¢in 6nce ¢ozeltinin
pH’s1 hidroklorik asit ile aside kaydirilarak nitrit iyonlari nitrosonium iyonlarina
dontstiiriiliir. Diazolastiric1 bir madde olan sulfanamid ile diazonyum iyonlari olusur ve
son olarak ortama naphtyl bilesigi eklenerek boyar madde o6zelliginde olan azo

bilesikleri olusur (18).

3.5.1. MGIT PNB Deneyi

Pozitif MGIT tiipiinden 1 ml siv1 alinip 4 ml steril serum fizyolojik iceren tiipe
aktarilarak 1:5 oraninda diliisyon yapildi. Iki adet MGIT tiip besiyeri alinarak birinci tiip
kontrol, diger tiip PNB calisilmak {izere test tiipii olarak isaretlendi. Aseptik sartlarda
0,5 ml MGIT OADC cozeltisi her iki tipe, 100 ul % 4 PNB ¢ozeltisi ise sadece test
tiipiine eklendi. Diliie edilmis bakteri siispansiyonundan 0,5 ml her tiipe ilave edilip
calkalandi. Ayn1 zamanda bakteri siispansiyonundan kontaminasyon kontrolii amaci ile
kanl1 agar besiyerine pasaj yapildi. Tiipler 37°C‘de inkiibe edildi. Kontrol tiipii giinliik
olarak MGIT cihazinda degerlendirildi ve pozitif olarak okundugu ilk giinden itibaren
test tiipii degerlendirilmeye alindi. Uglincii giinin sonunda PNB igeren tiipte floresan
saptanmast durumunda {iireyen mikobakteri NTM olarak, floresan saptanmamasi

durumunda ise MTBC olarak degerlendirildi (70, 71).

Gereg:

MGIT tlp besiyeri
MGIT OADC c¢ozeltisi
%4 PNB ¢0zeltisi

Kanli agar

3.5.2. Niasin Deneyi
1,5 ml steril distile su, aktif iireme fazindaki (iig-dort haftalik) LJ besiyerine
aktarildi. Kolonilerden besiyerine salinan niasini elde edebilmek igin 6ze yardimi ile
koloniler besiyerinden hafifce kazmarak 20-30 dakika egik pozisyonda bekletildi.
Stirenin sonunda bu soliisyondan 0,6’sar ml kontrol ve test tiipii olarak isaretlenmis

tiplere eklendi. Niasin stribi test tiipiine, ok isareti asag1 gelecek sekilde yerlestirilerek
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tiiplerin agz1 kapatildi ve hafifce ¢alkalandi. 5-10 dakika sonra tekrar hafifce ¢alkalandi
ve 15 dakika sonra test sonucu degerlendirildi. Renksiz goriiniim niasin negatif, sar1

renk varligi niasin pozitif olarak degerlendirildi (55).

Gereg:

LJ besiyeri
Niasin test strip (BD BBL Taxo TB Niacin Test Strips)

Distile su

3.5.3. Nitrat Reduktaz Deneyi

LJ besiyerinde Ureyen 3-4 haftalik kolonilerden bir 6ze dolusu alinip 2 ml nitrat
substrat1 icerisinde ezildi. Bununla birlikte MTBC oldugu bilinen bir pozitif kontrol ve
ekim yapilmamis nitrat substratinin kullanildig1 bir negatif kontrol caligsmaya alindi.
Ornekler, pozitif ve negatif kontroller ile birlikte 37°C*de 2 saat inkiibe edildikten sonra
her tiipe sirasiyla 1 damla konsantre HCI, 2 damla % 0,2 sulfanilamid, 2 damla N (1-
naphthyl) ethylenediamine dihydrochlorid’in sudaki % 0,1°lik eriyigi damlatildi. Tiipler
oda sicakliginda 5 dk bekletilerek renk degisikligi arastirildi. Pembe-kirmizi renk

olusumu, nitrat rediiktaz pozitif olarak degerlendirildi (55).

Gereg:

a)Fosfat tampon eriyigi (0,02M) i¢inde nitrat test substrati (0,01M):

NaNOs 0,849

KH2PO4 1,17 g

Na2HPO4 1,93 g

H20 1000 ml (final volum)

b) Sulfanamid’in distile suda %0,2 eriyigi
c)Konsantre HCI asit

d)N-(1-napthyl)ethylenediamine dihydrochloride’in sudaki %0,1°lik eriyigi
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3.6. PCR-RFLP iLE IDENTIFIKASYON
Mikobakterilerin PCR- RFLP ile identifikasyonu icin, hedef bdlgeye uygun
primerlerin ve restriksiyon enzimlerinin se¢iminde, Telenti ve ark.’nin (14) yapmis

oldugu ¢alisma kaynak olarak kullanildi.

3.6.1. Mikobakteri DNA Ekstraksiyonu

Ureme saptanan MGIT tiip besiyeri 1 dk vortekslendi. Steril pastor pipeti ile 0,5
ml alinarak 1,5 mI’lik ependorf tiipiine konuldu. 80°C’de 10 dakika kuru 1s1 blogunda
bakterilerin inaktivasyonu saglandi. 5 dakika 14000 rpm’de santrifiij edilerek bakteriler
coktiirtildii ve tstteki sivi atildi. % 10°luk Chelex 100 karistmindan her kullanim
oncesinde vortekslenerek 250 ul ependorfa ilave edildi. 10-15 sn vortekslendi. Kuru 1s1
blogunda 60°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Tekrar 10-15 sn vortekslendi. Kuru 1s1
blogunda 100°C’de 15 dakika inkiibe edildi ve oda 1sisinda sogumaya birakildi. Ug
dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Mycobacterium DNA’sii igeren siipernatant
baska bir ependorfa aktarildi. PCR islemi i¢in kullanilincaya kadar -70°C’de muhafaza
edildi (72).

Gereg:

a) 1M Tris:

Tris (AppliChem, Germany) 60,57 g

Distile su 500 ml

HCl asit ile pH: 7,5” a ayarlandi
b) 0,5 M EDTA:

EDTA (Ethylendinitrilotetra acetic acid

disodyum salt dihyrate) 18,6

Distile su 100 ml

NaOH ile pH: 8’ e ayarlandi

c) TE Buffer (10mM Tris, 1 mM EDTA) (a) eriyiginden 10 ml + (b) eriyiginden 2
icin ml karigtirildi

d) Chelex 100 (%10): 2,5 ml TE Buffer (c) eriyigi + 7,5 ml
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Distile su + 1 g Chelex 100 (Sigma)

karistirildi

3.6.2. hsp65 gen Amplifikasyonu
Gereg:
10X PCR Buffer (Fermentas, Glen Burnie, Maryland, ABD)
MgCl ( Fermentas)
dNTP ( Fermentas)
Primerler (Th11, Th12) (Promega)
Taq Polimeraz ( Fermentas)

Distile su

Mikobakteri tiir tanimlamasinda kullanilan hsp65 geninin 440 baz ciftlik

bolgesinin ¢ogaltilmasi igin kullanilan primerlerin 6zellikleri tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4: hsp65 PCR-RFLP i¢in kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer ad1 Primer Dizisi (5°— 3’) Uriin Birlesme

uzunlugu sicakhigi
(bc) °C

Th 11 ACCAACGATGGTGTGTCCAT

Tb 12 CTTGTCGAACCGCATACCCT 440 60

PCR Karigima:

10X Buffer 5 ul

MgCl; (25 mM) 3 ul

dNTP (25 mM) 0,4 ul
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Primer Th11 (25 pmol) 1l

Primer Th12 (25 pmol) 1l
Taq Polimeraz (5U/ ul) 0,5 ul
Distile su 34,1 ul

Hazirlanan PCR karisimindan PCR tiiplerine 45 pl dagitildi. Elde edilen
bakteri DNA’sindan 5 pl eklendi ve MyCyclar™ (Bio-Rad,ABD) 1s1 déngii cihazinda
sicaklik dongiiler agagida belirtildigi sekilde ayarlandi:

[k Denatiirasyon: (1 dongii) 95°C, 4 dk
Amplifikasyon: (30 dongi) 94 °C, 1 dk denatiirasyon
60 °C, 1 dk baglanma
72 °C, 1 dk uzama
Ek polimerizasyon: (1 dongu) 72 °C, 10 dk uzama
Sogutma: 4°C
3.6.3. BstEIl ve Haelll Restriksiyon Enzimleri ile kesim
Gereg:
BstEIl Restriksiyon Enzim (Promega)
Haelll Restriksiyon Enzim (Promega)
Restriksiyon Enzimi 10X Buffer (Promega)
Acetylated Bovine Serum Albumin (BSA) (Promega)
Distile su

Uygun hedef DNA bdlgesinin bantlariin goriildiigii 6rnekler Tablo 5’te
belirtildigi sekilde karisim hazirlanarak; BstEIl enzimi i¢in 60°C’de 2,5 saat, Haelll
enzimi i¢cn 37°C, 2,5 saat siireyle kuru 1s1 blogunda veya 1s1 dongli cihazinda

inkiibasyon saglandi.
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Tablo 5: BstEII ve Haelll restriksiyon enzimleri ile DNA kesimi i¢in hazirlanan

karisim
Distile su 6,8 ul
10X RE buffer 2 ul
Acetylated BSA 0,2 ul
Restriksiyon Enzimi 1 pl
PCR Urdna 10 pl
Toplam 20 pl

3.6.4. gyrB gen Amplifikasyonu
Gereg:

10X PCR Buffer (Fermentas, Glen Burnie, Maryland, ABD)

MgCl; ( Fermentas)

dNTP ( Fermentas)

Primerler (MTUBf, MTUBr) (Promega)

Taq Polimeraz ( Fermentas)

Distile su

MTBC tiir tanimlamasinda kullanilan gyrB geninin 1020 baz ¢iftlik bolgesinin

cogaltilmasi i¢in kullanilan primerlerin 6zellikleri tablo 6°’de verilmistir.

Tablo 6: gyrB PCR-RFLP igin kullanilan primerler ve 6zellikleri

Uriin Birlesme
Primer adi Primer Dizisi (5°— 3’) uzunlugu sicakhgi
(be) °C
MTUBf TCGGACGCGTATGCGATATC
1039 60
MTUBr ACATACAGTTCGGACTTGCG
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PCR Karigima:

10X Buffer 5 ul
MgCl; (25 mM) 3 ul
dNTP (25 mM) 0,4 pl
Primer MTUBT (25 pmol) 0,4 ul
Primer MTUBT (25 pmol) 0,4 ul
Taq Polimeraz (5U/ ul) 0,5 ul
Distile su 35,7 ul

Hazirlanan PCR karisimindan PCR tiiplerine 45 pl dagitildi. Elde edilen
bakteri DNA’sindan 5 pl eklendi ve MyCyclar™ (Bio-Rad,ABD) 1s1 dongii cihazinda
sicaklik dongiiler agagida belirtildigi sekilde ayarlandi:

[k Denatiirasyon: (1 déngii) 80°C,5dk
Amplifikasyon: (30 dongii) 94 °C, 1 dk denatiirasyon
65 °C, 1 dk baglanma
72 °C, 1 dk uzama
Ek polimerizasyon: (1 dongu) 72 °C, 10 dk uzama
Sogutma: 4°C

3.6.5. Rsal, Taqgl ve Saqll Restriksiyon Enzimleri ile kesim
Gereg:

Rsal Restriksiyon Enzim (Promega)

Tagl Restriksiyon Enzim (Promega)

Sagll Restriksiyon Enzim (Promega)

45



Restriksiyon Enzimi 10X Buffer (Promega)

Acetylated Bovine Serum Albumin (BSA) (Promega)

Distile su

Uygun hedef DNA bélgesinin bantlarimin goriildigi 6rnekler Tablo 7°de
belirtildigi sekilde karisim hazirlanarak; Rsal enzimi igin 37°C’de 2 saat, Taql enzimi
icin 65°C’de 1,5 saat, Sagll enzimi i¢in 37°C’de 2 saat siireyle kuru 1s1 blogunda veya

1s1 dongii cihazinda inkiibasyon saglandi.

Tablo 7: Rsal, Taql ve Saqll restriksiyon enzimleri ile DNA kesimi i¢in hazirlanan

karisim
Distile su 6,8 ul
10X RE buffer 2 ul
Acetylated BSA 0,2 ul
Restriksiyon Enzimi 1 pl
PCR Urdna 10 pl
Toplam 20 pl

3.6.6. Agaroz Jel Elektroforezi:

Gereg:
5X TBE igin:
Tris (AppliChem, Germany) 108 g
Boric Asid (AppliChem) 559
0,5 M EDTA (pH:8) 40 ml
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distile su 1 It’ ye tamamlandi
Agaroz (AppliChem, Germany)

NuSieve GTG Agarose (Cambrex, USA)

Etidyum Bromdir

Yukleme tamponu (AppliChem, Germany)

$X174 DNA/Hinf I DNA molekiil agirlik standarti (Fermentas)

Cogaltilan PCR firiinlerinin kontrolii i¢in agaroz jel elektroforezi yapildu.
Bu amacla % 2’ lik agaroz jel igin 0,8 g agaroz tartildi. 5X TBE, distile su ile diliie
edilerek 0,5 X TBE elde edildi. 40 ml 0,5 X TBE i¢ine, tartilan agaroz eklendi ve
mikrodalga firinda eritildi. Icerisine 4 pl etidyum bromiir eklendi. Jel kalibina tarak
yerlestirilerek jel dokiildii ve oda 1s1sinda 20 dk katilasmasi beklendi. Taraklar ¢ikarilip,
4 pl PCR iiriinti, 2 pl yiikkleme tamponuyla karistirilarak kuyucuklara ytiklendi. 110V,
400 A’de 50 dk elektroforez (BioRad) uygulandi. Ardindan UV kaynagi ile incelenerek
440 baz ciftlik hedef bolgenin kontrolii yapildi. DNA bantlarinin gériildiigii rnekler,

restriksiyon enzimleriyle kesim islemine alind1.

BstEll ve Haelll restriksiyon enzimleriyle kesim isleminden sonra MTBC
suglarinin belirlenmesi igin % 2 agaroz jel hazirlandi. Agarozdan 0,8g tartilarak, 40 ml
0,5X TE buffer iginde eritildi. Igerisine 4pl etidyum bromiir eklendi. Tarak
yerlestirilmis jel kalibina dokiilerek katilasmast beklendi. Ardindan elde edilen
tirtinlerden 5 pl, ylikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi. Bant biiytikliikleri $X174
DNA/Hinf I DNA molekiil agirlik standarti ve 100 b¢ DNA ladder ile karsilastirilarak
belirlendi. Olusan bant paternleri karsilastirilarak mikobakterilerin identifikasyonu

sagland1 (14, 56, 65).

Rsal, Taqgl ve Sagll restriksiyon enzimleriyle kesim isleminden sonra MTBC
tdrlerinin gorunttlenmesi igin ve belirlenen; % 2 agaroz jel hazirlandi. Agarozdan 0,8g
tartilarak, 40 ml 0,5X TE buffer iginde eritildi. Igerisine 4ul etidyum bromiir eklendi.
Tarak yerlestirilmis jel kalibina dokiilerek katilasmasi beklendi. Ardindan elde edilen

urinlerden 5 pl, yikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi. Bant biiytiklikleri $X174
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DNA/Hinf I DNA molekiil agirlik standart1 ve 100 b¢ DNA ladder ile karsilastirilarak
belirlendi. Olusan bant paternleri tablo 8’de gosterilen bant paternlerine gore
degerlendirildi.

Tablo 8: MTBC (yelerinin gyrB geninin Rsal, Taql, Sacll enzimleri yardimiyla PCR-
RFLP paternleri

Enzim Bant paterni Tar
Rsal 360 -560 bp M.tuberculosis M.africanum
360 - 480 bp M.bovis/M.caprae
360 - 660 bp M.microti
Taql 250 - 440 bp M.tuberculosis
440 bp M.africanum
Sacll No digestion M.bovis
280 and 740 bp M.caprae

3.7. ISTATIKSEL INCELEMELER

Verilerin degerlendirilmesi amaci ile SPSS 15.0 paket programinda oranlar arasindaki
farkin anlamlilik derecesi igin ki-kare ve Mc-Nemar testi uygulanmis, p degerinin

0.05’ten kii¢iik olmas1 durumunda sonug istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HASTALARA AIT OZELLIKLER

Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuarina Ocak 2010- Nisan 2013 tarihleri arasinda TB siiphesi ile
laboratuvarimiza gonderilen 1896 hastaya ait klinik 6rnekten 136’sinda (% 7,2) MGIT
kiiltir sistemi ile mikobakteri izole edilmis, bu 6rneklerin de 117°sinde (% 6,2) MTBC
tespit edilmistir. Kiiltiirlerinde ireme saptanan 117 olgunun yillara gore cinsiyet (Erkek-
Kadin) dagilimi (sekil 1); 2011 yili igin % 53-%47, 2012 yili i¢in % 59-% 41, 2013
yili i¢in % 82-18'dir. Ornekler toplamda ise 66(% 56) erkek 51(% 44) kadin hastaya

aittir.

yillara gore cinsiyet dagilimi

100%
S0%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

2011 2012 2013
m kadin 27 22 2

H erkek 32 25 9

Sekil 1: Kiiltiirlinde mikobakteri iiretilen hastalarin yillara gore cinsiyet dagilimlar

Kiiltiirtinde mikobakteri {iretilen hastalarin yas araligit 0-94’dlr. Hastalar
yaslarina gore grupladigimizda 0-4 yas araliginda 6 hasta, 5-16 yas araliginda 15 hasta,
17-24 yas araliginda 16 hasta 25-34 yas araliginda 34 hasta, 45-54 yas araliginda 16
hasta, 55-64 yas araliginda 14 hasta ve >65 yas araliginda 12 hasta bulunmaktadir. Sekil
2’de gosterildigi gibi, pediyatrik yas grubu tiim olgularin % 18’ini, geng eriskinler ise
(17-44) % 46’s1m olusturmaktadr.
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Sekil 2: Kiiltiiriinde mikobakteri iiretilen hastalarin yas gruplarina gére dagilimi

Kiiltiirii yapilmasi i¢in laboratuvarimiza gonderilen tiim 6rneklerin yillara gore

dagilim: ve mikobakteri firetilen Orneklerin sayisi Tablo 9’de gosterilmistir.
Laboratuvarimiza gonderilen orneklerden, mikobakteri iiretilme orani, abse (% 15),
BOS (% 13), periton (% 8) ve MAS (% 7) orneklerinde tiim 6rneklerinin oranindan (%
6) yuksek iken, idrar orneklerinde (% 2) en diisiik bulunmustur. Ureme saptanan
orneklerin 67°si (% 57) akciger TB olan olgulardan, 50’4 (% 43) akciger dis1 TB
olgularindan olugsmaktadir. Akciger TB’li olgularin % 40’1, akciger dist TB’li olgularin

% 46’s1 kadindir.

Tablo 9: Ornek tiirlerinin ve iiremeli drneklerin yillara gore dagilimi

Ureme Olan Ornek sayisi / Toplam Ornek sayisi (%)

Ornek 2011 2012 2013 Toplam
Balgam 32/409 (7.8) 18/472 (3.8)  7/125 (5.6) 57/1006 (6)
MAS 5/73 (6.8) 4/35 (11.4) 0/13 (0) 9/121 (7)
Abse 8/53 (15.1)  8/44 (18.2) 0/9 (0) 16/106 (15)
idrar 171 (14)  1/129(0.7) 2/29 (6.8) 4229 (2)
Biyopsi 6/76 (7.9) 6/70 (8.6) 0/20 (0) 12/166 (7)
Periton 2129 (6.9)  4/35(11.4) 1/13 (7.6) 7177 (9)
BOS 3/26 (11.5)  4/21(19) 1/14 (7.1) 8/61 (13)
Plevra 1/30 (3.3) 1/32 (3.1) 0/2 (0) 2/64 (3)
Eklem Sivis1 ~ 1/21 (4.8) 1/32 (3.1) 0/13 (0) 2/66 (3)
Toplam 59/788 (7.5) 47/870 (5.4)  11/238 (4.6)  117/1896 (6)
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MAS: mide aglik suyu, BOS: Beyin omurilik sivisi

Kiltiriinde mikobakteri Gretilen 6rneklerin gonderildikleri  kliniklere gore

dagilim1 Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10: Ornek tiirlerinin gonderildikleri kliniklere gére dagilimi.

:g, .
S T
Bolumier - 3 . S 2
< = — -
_, « £ £ 8 3 g 75 £ %8 5 .|¢&
Ornekler 3 = 8 % @mm @ £ & © g § 2 g|=a
o ] . I3+] O m [<3) — 0 :O = = = o)
.o o e b Y Z W Z Z O D Al
Balgam 3 6 5 34 2 6 1 57
MAS 8 1 9
Idrar 1 2 4
Abse 2 7 2 1 1] 16
Plevra 1 1 2
Biyopsi 1 4 1 3 1 1 1 12
Periton Sivis1 | 1 3 l 2 7
BOS 2 4 2 8
Sinovyal s1v1 1 1 2
Toplam 1811|2938 |7 |1a]la]|3]|a]2]1|u7

MAS: mide aglik suyu, BOS: Beyin omurilik s1visi, KBB: Kulak Burun Bogaz

4.2. KULTUR VE MIKROSKOBIK INCELEME BULGULARI

Ocak 2010- Nisan 2013 tarihleri arasinda TB siiphesi ile laboratuvarimiza
gonderilen 1896 hastaya ait klinik Ornekten 136’sinda MGIT kaltir sistemi ile
mikobakteri izole edilmistir. Bu 6rneklerin 117°si (% 86) LJ besiyerinde de uretilirken,

19 6rnek sadece MGIT besiyerinde tiretilmistir (Tablo 11).

Tablo 11: MGIT ve LJ kiiltiirlerinin karsilastirmali sonuglari

MGIT
POZITIF NEGATIF Toplam
n(%o) n(%o) n(%o)
L] POZITIF 117(6,2) 0(0) 117(6,2)
NEGATIF 19(1) 1760(92,8) 1781(93,8)
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Toplam 136(7,2) 1760(92,8) 1896(100)

MGIT: Mycobacteria Growth Indicator Tube, LJ: Léweinstein Jensen, n: say1

Mc Nemar Test **p<0,05

MGIT Kkiiltiir sistemi ile LJ kiiltlir sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmektedir (p<0,05); MGIT kiltir pozitif olgularda Greme % 7,2 iken, LJ
kiiltiir sonucunda pozitiflik oram1 % 6,2 olarak saptanmistir. MGIT kiiltiir negatif

olgularin tiimiinde LJ’de negatif sonug¢ alinmustir.

Tablo 12’de gosterildigi gibi MTBC (117) saptanan Orneklerin; 111’1 LJ
besiyerinde Uretilirken, 6’s1 LJ besiyerinde tirememistir. NTM(19) saptanan orneklerin;

6°s1 LJ besiyerinde Uretilirken, 13’i LJ besiyerinde tirememistir.

Tablo 12: Mikobakteri tirleri ile LJ besiyeri kilturinde Ureme sonuglar1 arasindaki

uyum
LJ Pozitif LJ Negatif Toplam
n(%) n(%) n(%)
MTBC 111(82) 6(4) 117(86)
NTM 6(4) 13(10) 19(14)
Toplam 117(86) 19(14) 136(100)

NTM:Non Tuberculous Mycobacteria;, MTBC disi  mikobakteriler, MTBC:
M.tuberculosis kompleks, LJ: Lowenstein-Jensen besiyeri, n: say1

Kikare Test ~ **p<0,05

MTBC ile NTM arasinda LJ besiyerinde tireme ag¢isindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05). Uretilen 57 AC 6rneginin ikisi, 60 AC dist

ornegin L] besiyerinde liremesi olmamustir.

Kiltirinde mikobakteri saptanan 136 o6rnegin EZN ve Auromin-Rhodamin
boyama yontemleri kullanilarak yapilan mikroskobik incelemesinde 55 (% 40) érnekte
aside direncli basil saptanmigtir. Tablo 13’te gosterildigi gibi ARB pozitif (55) saptanan
orneklerin; 55’1t MGIT kaltlr besiyerinde, 55’1 LJ besiyerinde Uretilirken, ARB negatif
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(1841) saptanan oOrneklerin; 81t MGIT kultur besiyerinde, 62’si LJ besiyerinde

tretilmigtir.

Tablo 13: Mikroskobik inceleme ve kiiltiir sonuglar1 arasindaki uyum

MGIT Pozitif MGIT Negatif PoLz\i]tif LJ Negatif| Toplam
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
ARB Pozitif 55(3) 0(0) 55(3) 0(0) 55(3)
ARB Negatif 81(4) 1760(93) 62(3)  1779(94) | 1841(97)
Toplam 136(7) 1760(93) 117(6)  1779(94) |1896(100)

ARB:Aside direngli basil, MGIT:Mycobacterium Growth Indicator Tube, LJ:

Lowenstein-Jensen besiyeri, n: say1

MTBC (117) saptanan orneklerin 57’si AC 6rnegi iken 60’1 AC dis1 6rnekti. AC
orneklerinin 39’unda(% 68), AC dis1 o6rneklerin 16’sinda(% 27) ARB goriilmiistiir

(tablo 14). Bu sonuglar AC orneklerinde ARB goérulmesinin AC dist orneklere gore

istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (p<0,05). LJ’de iiremeyen 6

Ornegin ikisi AC’de dordii AC dis1 alinan 6rneklerdendir.

Tablo 14: Mikroskobik inceleme ve 6rnek tiirli arasindaki uyum

AC AC dist Toplam
n(%) n(%) n(%)
ARB Pozitif(n:55) 39(33) 16(14) 55(47)
ARB Negatif(n:62) 18(15) 44(38) 62(53)
57(48) 60(52) 117(100)

Toplam

ARB:Aside direngli basil, AC: Akciger drnekleri, AC dis1: Akciger dis1 6rnekler, n: say1

Kikare Test ~ **p<0,05
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4.3. IDENTIFIKASYON BULGULARI

Kiiltiirde iireyen mikobakterilerin identifikasyonu amaciyla; konvansiyonel

testlerden, MGIT PNB, niasin, nitrat reduktaz deneyi ve molekiler bir yontem olan
hsp65 PCR-RFLP ve gyrB PCR-RFLP ydntemleri kullanilmistir. hsp65 PCR-RFLP ile
117 sus MTBC, 19 sus NTM olarak saptanmustir. Tablo 14’te gosterilen bant
paternlerine gore gyrB PCR-RFLP ile 117 MTBC susunun 113’4 M.tuberculosis, 4’

ise M.bovis olarak saptanmistir. Saptanan M.bovis suslarinin 6zellikleri tablo 15°te

belirtilmistir.

Tablo 15: Kiltiirde tretilen M.bovis suslariin 6zellikleri

Uretildigi | Hasta | Gonderildig | Uretildi | EZN Rsal Paterni Sacll Paterni
vil nin [ gi Ornek
Yast | Birim
2011 43 Dahiliye balgam )/ (-) 360 - 480 b¢ 1020 bg
(kesim yok)
2011 2 Cocuk MAS ()() 360 - 480 bg 1020 bg
hastaliklar1 (kesim yok)
2012 23 Nefroloji periton /() 360 - 480 bg 1020 bg
SIVISI (kesim yok)
2013 60 Uroloji idrar (H/(+) 360 - 480 bg 1020 bg
(kesim yok)

NTM: M. tuberculosis kompleks dist mikobakteriler, MAS: Mide Ac¢lik Sivisi, EZN:
Erlich Ziel Nelsen boyama. bg: baz ¢ifti
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Sekil 3: Rsal restriksiyon enzimiyle kesilen gyrB gen bolgesinin 1020 baz ciftlik
bolimunin UV 1s1k altinda goriilen agaroz jel fotografi

M: 100 b¢ DNA marker, kolon 1, 3, 4, 5, 6: M.tuberculosis/ M.africanum (360-560 bg)
kolon2: M.bovis/M.caprae (360-480 bg)
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Sekil 4: Taqgl restriksiyon enzimiyle kesilen gyrB gen bdlgesinin 1020 baz ciftlik

bolimunin UV 151k altinda goriilen agaroz jel fotografi

M: 100 b¢ DNA marker, kolon 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7: M.tuberculosis(250-440 bg)
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Sekil 5: Saqll restriksiyon enzimiyle kesilen gyrB gen bdlgesinin 1020 baz ciftlik
bolumunin UV 1sik altinda goriilen agaroz jel fotografi

M: 100 b¢ DNA marker, kolon 1, 2, 3, 4: M.bovis(1020 bg), kolon 5: M.caprae (280-
740 bg)
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5. TARTISMA

TB, diinyada hala tek bir infeksiy6z etkene bagli 6liim sebepleri arasinda ilk
siralarda yer almaktadir. Sebebinin kesin olarak bilinmesine ve tedavisinin mimkin
olmasma ragmen gilinlimiizde halen yaygin ve mortalitesi yiiksek olan bulasici

hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir(3).

1980’11 yillara kadar gelismis iilkelerde saglik otoriteleri tarafindan uygulanan
kontrol 6nlemlerinin ve korunma stratejilerinin etkisiyle insidansta azalma saglanmis
ancak bu yillardan sonra HIV epidemisinin ortaya ¢ikmasi, ¢oklu ila¢ direnci gdsteren
basillerin neden oldugu enfeksiyonlar, immunsupresif tedavilerin artisi, seyahatlerin
yayginlagsmasi, populasyon yogunluklarinin artisi ile gelismis iilkelerde de epidemik bir
hastalik haline gelmistir(4, 5).

VSD'lerde kayith hastalarin bilgileri bireysel olarak toplanarak rapor halinde
VSDB tarafindan yayimlanmaktadir(6). DSO'niin 1997 ve sonrasinda yayimlanan yillik
raporlar1 da iilkemizdeki TB hakkinda 6nemli bir veri kaynagidir. DSO'ye her yil belirli
bir zamandan Once verilerin yollanmasi zorunlulugu bu verilerin hazirlanmasinda
olumlu bir ¢abaya yol agmis, zorlayict olmustur(3).

DSO'niin 2013 yil1 verilerine gére 2012 yilinda kiiresel olarak 8,6 milyon yeni
olgu bulunmakta iken 0,3 milyon HIV iliskili olmakla birlikte toplamda 1,3 milyon TB
iligkili 6liim olmaktadir. TB olgularmin ve dlimlerinin ¢ogunlugunu erkekler meydana
getirmektedir. Ancak kadinlarda da hastalik yuki yuksektir. Kadinlarda 2,9 milyon olgu
ve 410 000 TB nedeniyle 6lim tahmin edilmekteyken,gcocuklarda bu sayilar 530 000
olgu ve 74 000 TB nedeniyle 6lum gibidir. Kiiresel olarak olgularin % 55'i Asya
bolgesi, % 30'u Afrika bolgesi, % 7'si Dogu Akdeniz Bolgesi, % 4’0 Avrupa Bolgesi ve
% 3'i Amerika Bolgesi'nde goriilmiistiir. DSO’ne gére TB prevalanst ise, 2012 yilinda
12 milyon olarak bildirmistir (169/100 000) (3).

TB enfeksiyonu her yasta goriilebilir. Ancak goriilme sikliginin yas ve cinsiyet ile
iliskili oldugu disiiniilmektedir. Cocuk ve geng eriskinlerde risk daha fazladir (21).
Hastalarin biiyiik cogunlugunu, ekonomik olarak {iiretken olduklari dénemde bulunan

erigkin erkek hastalar olusturmaktadir (1, 23).
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Tiirkiye'de 2012 yilinda yayinlanan 2010 yilinda VSD’ye kayitli TB hastalarinin
% 59,51 (n=9.841) erkek, % 40,5'i (n=6.710) kadindir. Erkek/kadin orani 1,5'dir. Yiiz
bin niifusta olgu hiz1 erkeklerde yiliz binde 26,6 ve kadinlarda yiiz binde 18,3’tiir(6).
Ulkemizde yapilmis olan c¢alismalarda erkek hastalarmn oram1 % 66-81 olarak
bildirilmistir (1, 73-76). Ulkemizde oldugu gibi, yurt dis1 ¢alismalardan elde edilen
verilere gore de TB olgularinin biiyiik ¢ogunlugunu erkek hastalar olugturmaktadir(3).
Calismamizda da tiim bu verilerle uyumlu olarak erkek hastalar olgularin ( % 56)
cogunlugunu olusturmaktadir. Erkek hastalarin daha biiyiik ¢cogunlukta olmasina, iki
cins arasindaki yapisal farkliligin yanisira, toplumumuzda erkeklerin ¢aligma hayatinda
daha fazla yer almalar1 ve daha fazla sosyal faaliyetler icinde bulunmalarinin katkisi

oldugunu diisiinmekteyiz.

TB hastaliginin gen¢ yas grubunda fazla olmasi, salginin ve bulagmanin
siirdiigiinii gostermektedir. Yash niifusta hastaligin fazla olmasi ise gegmisteki salginin
etkisi ile enfekte olmus insanlarin yaslaninca hastalandigini ve bulagsmanin 6neminin
azaldigini gostermektedir.

Tiirkiye'de TB hastalarin yas dagilimi incelendiginde, hastalarin biiytik
cogunlugunun geng yasta oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni niifusun biiyiik kisminin
geng¢ olmasidir. Yas gruplarinda hasta sayisinin niifusa orani yani yas gruplarina gore
hastaligin olgu hizlar incelendiginde iki ayr1 zirve goriilmektedir: birincisi 15-24 yas
grubudur, ikincisi de ileri yaslardir(6). Bu durum hem iilkemizde TB salgininin kismen
siirdiigiinii hem de ileri yaslarda artis nedeniyle TB kontroliinde belirli bir basari
saglandigin1 gostermektedir. Calismamizda ise tek zirve 25-34 yas araligindadir. Bunun
sebebi hastanemize gelen hasta grubundan kaynaklanabilir. Ulkemizin degisik
bolgelerinde olgu hizlar1 ¢ok farklidir. Bu durum, iilkemizdeki hastalik kontroliiniin de

farkliliklar gosterdigine isaret etmektedir.

TB prevalansiin yiiksek oldugu iilkelerde ¢ocukluk cagi TB vakalari, tim
olgularin % 5-20’sinden sorumlu tutulmaktadir (32). Calismamizda MTBC suslarinin %
18’1, 0-16 yas grubu olan pediyatrik yas grubundan tretilmistir. Yurt i¢i ve yurt dist
caligmalarda bildirildigi gibi TB enfeksiyonu, gen¢ eriskinlerde daha fazla
gorulmektedir (3, 23, 73). Bizim ¢alismamizda tiim olgular1 degerlendirdigimizde TB
enfeksiyonu, 18-44 yas arasi geng¢ erigskin hastalarda (% 46) daha sik gorilmistiir.

Caligmamizda pediyatrik yas grubunda saptadigimiz yiiksek oran kaygi vericidir. Bu
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nedenle cocukluk ¢aginda bulasla ilgili 6nlemlere TB ile savas stratejilerinde daha ciddi

yer verilmelidir.

TB hastalarinin erken tanisi, etkili ve diizenli tedavileri ve tedavinin uygun
takibi TB kontrol programinin temelini olusturmaktadir. TB’nin kesin tanisinda kiiltiir
yontemi altin standart olarak kabul edilmektedir (7). Basillerin identifikasyonunun ve

ilag duyarlilik testlerinin yapilabilmesi i¢in de kiiltiirde tiretilmeleri gereklidir(36).

Yurt i¢i yapilan bir¢ok c¢alismada laboratuvara gonderilen Orneklerden
mikobakteri izolasyon oranlari % 4,85-14 arasinda degismektedir (77). Ispanya’ da
yapilmis olan bir ¢aligmada 1770 6rnekten mikobakteri izolasyon oran1 % 8,8 olarak
bildirilmistir (78). Bizim ¢alismamizda laboratuvara gonderilen 6rnek sayisinda her yil
artis goriilmesine ragmen, izolasyon oranlarinda artis goriilmemistir. Mikobakteri
izolasyon oranlarimiz 2011 yili i¢in % 7,5, 2012 yil1 i¢in % 5,4 ve 2013 yil1 i¢in % 4,6

bulunmustur. Bu degerler diger ¢alismalardaki oranlar ile uyumlu bulunmustur (77).

Akciger dis1 TB olgularinda bilinen bir immun yetmezligi olmayan hastalar, tim
olgularin % 15-20’sini olusturmaktadir (79). Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalarda
akciger digt TB oran1 % 3,2-36,8 olarak belirlenmistir (73, 74, 76, 80).

TB plorezinin dahil edilmedigi ¢aligmalarda AC dist TB oram1 % 3.2-4.5
arasinda iken, plevra ve miliyer TB'un ekstrapulmoner tutulum olarak dahil edildigi
caligmalarda oran % 36.8'e yukselmektedir(81-83). Saglik Bakanligi VSDB 2012 yili
raporunda, Tirkiye'de 2010 yilinda hastalarin % 61,1°1 (10.117) akciger tutulumu, %
35,1%1 (5.811) akciger dis1 organ tutulumu, % 3,8’1(623) hem akciger hem de akciger

dis1 tutulum gostermistir(6).

Calismamizda ise MTBC iretilen olgularin % 48,7°si akciger dis1 TB olgularina
aittir. Akciger dist TB oranmin yiiksek olmasi, hastanemizin brans hastanesi olmayip
egitim ve arastirma hastanenesiolmasi nedeniyle hasta ¢esitliliginin fazla olmasi, gogiis
hastaliklar1 kliniginin sadece poliklinik ve konsiiltasyon hizmeti vermesi, kendi
yataklarinin olmamasi nedeniyle aktif AC TB olgularinin Go6giis hastahastaliklari
hastanelerine sevk edilmeleri olabilir. Hastane popiilasyonumuzun bulundugu bdlge

acisindan akciger dis1 TB’nin 6nemli bir saglik problemi oldugunu goériilmektedir.

Akciger dist TB’nin tamisinda, AC TB’ye goére daha fazla sorunla
karsilagilmaktadir. Bu olgular, AC TB’ye gore daha az sayida basil igermelerinden
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dolayi, ARB mikroskobi ve kiiltlir pozitifligi diisiik olup, tanilar1 daha ¢ok klinik
bulgularin, radyolojik ve histopatolojik yontemlerle dogrulanmasi ile yapilmaktadir
(84). Turung ve arkadaslarinin (84), 113 akciger dist TB olgusunu inceledikleri
caligmalarinda, Ancak 25 (% 22.1) olgunun 6rneklerinde LJ besiyerinde {ireme olmus
ve olgularin 89’unda (% 78.7) tan1 ancak histopatolojik olarak konabilmistir.
Hastanemizde Sevgi ve ark.’nin (85) 141 akciger dist TB olgusunu inceledikleri

caligmada ise ARB goriilme oran1 % 20 iken, kiiltiir pozitifligi % 76 bulunmustur.

Aslan G ve ark.’min (86) idrar orneklerinde mikobakteri izolasyonuyla ilgili
yapmis olduklar1 ¢alismada; BACTEC 460 TB, ve LJ besiyerlerini kullarak 1004 idrar
orneginin 17’sinde mikobakteri iiretebilmiglerdir. Bizim ¢alismamizda laboratuarimiza
TB siiphesiyle gonderilen 890 AC disi 6rnekten 60’ 1nin kiiltirinde MTBC iiretilmis ve
akciger dis1 Orneklerden en diisiik {iretilme orami % 2 olarak idrar Orneklerinde
saptanmistir. Bizim sonucumuza benzer olarak Hindistan’da MGIT yontemiyle yapilan
bir calisgmada da akciger digi Orneklerin iginde en diisiik izolasyon orani idrar
orneklerinden (% 5) saptanmustir (87). Uriner sistem TB’sinde, aralikli bakteriiiri
goriilmesinin ve orneklerde bulunan diisiik basil sayisinin izolasyon oranlarma etkisi
olabilecegi bilinmektedir (79). Bunun yan1 sira hastalarin idrar 6rnegi veris zamanina
dikkat etmedikleri gbzlenmistir. Basil yogunlugunun en fazla oldugu °‘sabah ilk idrarin’
ornek olarak verilmesinin, kiltlirde mikobakteri {iretme sansini arttiracagini tavsiye

edilmektedir.

Yaymada ARB saptanmasi, klinik 6rnekte mikobakteri varligin1 gosteren ilk
bakteriyolojik kanittir. Gilinlimiizde halen balgam ve diger klinik 6rneklerden yayma ile

ARB aranmasi ve bunun kiiltiir ile dogrulanmasi TB teshisinde altin standarttir (8-10).

Tortoli ve ark. (88) ¢alismasinda, mikobakteri izole edilen 236 ornegin aside
direncli boyama yodntemiyle incelenmesinde suslarin % 54’iinde, Balabanova ve ark.
(89) calismasinda (809 MTBC) %45’inde , Sorlozano ve ark (78) ¢alismasinda (156
mikobakteri) % 40’inda, Pfyffer, ve ark. (69) calismasinda (180 mikobakteri) %
38’inde, Baylan ve ark. (77) ¢alismasinda (104 mikobakteri) % 35’inde ve Somoskovi
ve ark. (90) calismasinda (117 mikobakteri) % 19’unda, bizim ¢aligmamizda ise (136
mikobakteri) suslarin % 40’inda, mikroskobik inceleme ile aside direncli basil
goriilmiis iken sadece MTBC susglarinda bu oran % 47’ye ¢ikmaktadir. AC’den tiretilen
MTBC suslarinda ise bu oran % 68, AC dis1 6rneklerde % 27°dir. Bu sonuglar AC
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orneklerinde  ARB  gorulmesinin istatistiksel ~ olarak anlamli  oldugunu
gostermektedir(p<0,05). Ornekte bulunan az sayidaki basilin 6rnek icerisinde homojen
dagilmamas1 da mikobakteri izolasyon ve mikroskobisinin oranlarindaki degiskenligin

sebeplerinden biri olabilir.

Mikroskobik inceleme yOnteminin duyarlilik diizeyini etkileyen bir¢cok faktor
vardir. Incelenen Ornegin tipi, ornekteki basil yiikil, 6rnegin islenme asamalari,
kullanilan boyama yontemleri, ¢alisilan hasta popiilasyonu ve en 6nemlisi degerlendiren
kisinin tecriibesi, duyarliligi etkileyen faktorler arasindadir(18). Calismalardaki

sonuglarin farkliliginin bu sayilan etkenlere bagl olabilecegini diisliniiyoruz.

Mikobakterilerin bakteriyolojik tanisinda “altin standart” olarak degerlendirilen
kaltar yontemi 3-6 hafta gibi uzun bir sire gerektirmektedir. Tuberkilozun tim
dinyada ve Ozellikle immun yetmezlikli hastalar arasindaki insidansinin artigi, daha
hizli ve etkili kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmigtir. Bu sistemlerden
BACTEC 460 TB kaltur sisteminde mikobakteri izolasyon stresinin 10-14 gune inmesi,
duyarliliginin  yiiksek olmasi, MTBC/NTM ayiriminin yapilabilmesi, duyarlilik
testlerinin calisilabilmesi nedeniyle tiim diinyada gecerli olan bir sistemdir ve yeni
gelistirilen kiiltiir yontemlerinin karsilastirilmasinda standart olarak kullanilmaktadir
(91). Ancak kiiltiir siselerinin manuel okutulmasi, ¢apraz kontaminasyon riski, ve en
onemlisi radyoaktif atiklarin birikimi gibi dezavantajlar1 kullanimimi kisitlamaktadir
(18). Gelistirilen kiiltiire dayali sistemler arasinda bulunan MGIT Kkiiltiir sistemi; kolay,
radyoaktif madde icermeyen, pahali cihazlar gerektirmeyen bir tekniktir. Bircok
calismada diger kiiltiir yontemleri ile karsilagtirmali olarak arastirilmistir (69). Bu
caligmalarda kiiltiir sistemleri tek basina kullanildiklarinda mikobakteri izolasyon
oranlart BACTEC 460 TB (BD) i¢in % 85-88, MB Bact Alert 3D (bioMerieux) igin %
79,5, MB Redox (Biotest AG) i¢in % 72, MGIT (BD) icin % 76-86,5, LJ icin % 69-
79,5 olarak saptanmigstir. Mikobakteri izolasyon oranini arttirmak i¢in sivi- kati kiiltiir
sisteminin birlikte kullanilmasi Onerilmektedir. Yukarida bahsedilen ¢alismalarda bu
oneri dogrultusunda sivi kiiltiir sistemleri LJ besiyeri ile birlikte kullanildiginda
izolasyon oranlart BACTEC 460 TB i¢in % 93-95, MB Bact Alert 3D i¢in % 91,7, MB
Redox i¢in %88, MGIT icin % 87-95,5 olarak saptanmistir (69, 78, 88, 90).

Calismamizda; modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri igeren MGIT besiyeri
ile LJ besiyerini birlikte kullandik. Uretilen 136 mikobakteri susunun tamami MGIT
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besiyerinde Urerken, 117°si (%86) LJ besiyerinde {iiremistir. Sonuglarimiz, sivi
besiyerlerinin (MGIT), kat1 besiyerlerine (LJ) gore mikobakterileri tiretme yoninden
daha iyi oldugunu ve aralarindaki iiretme farkinin istatistiksel olarakta anlamli oldugunu
gostermektedir (p<0,05). Kati1 besiyerleri koloni morfolojilerinin goézlemlenmesine
olanak sagladigi gibi, nadirde olsa s1vi besiyerinde tiremezken kati besiyerinden izole
edilmis suslara da rastlanabilmektedir (80, 89). Calismamizda MTBC (117) saptanan
orneklerin; 111°i LJ besiyerinde Uretilirken, 6°s1 LJ besiyerinde iirememistir. Uremeyen
alt1 6rnegin ikisi AC Orneginin dordi AC dis1 6rnegi olup yalmizca MGIT sivi
besiyerinde tretilmigtir. NTM saptanan 19 6rnegin; 6’s1 LJ besiyerinde Uretilirken,
13’i LJ besiyerinde iirememistir. LJ’de liremenin olmasit MTBC lehine, liremenin

olmamasi ise NTM ag¢isindan istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal deneyler, klinik
laboratuvarlarda onemini hala korumaktadir. Ancak metodolojisinin yogun emek
gerektirmesi, 3-6 hafta gibi siirelerde sonuglanmasi, diisiik tekrarlanabilirlik gostermesi,
ayni tlire ait suslarin farkli fenotipik 6zelligi gdstermesi (fenotipik degiskenlik) veya
farkli tiirlerin aynmi fenotipik o6zelligi gostermesi (fenotipik homojenite) nedeniyle rutin
klinik laboratuvarlar, daha kolay, hizl1 ve giivenilirligi yliksek olan molekiiler biyolojik
tanimlama yontemlerine yonelmistir (11). Ayrica TB diinyada siiratle yayilmasi,
direngli suslarin yiizdesinin giderek artmasi hizli laboratuvar yontemlerinin kullanimini
daha da zaruri hale getirmistir. Yeni olgularin en kisa siirede tespit edilmesi; hastalarin
uygun tedavilerine erkenden baslanarak bulastiricilik siirelerinin kisaltilmasi igin

oldukga 6nemlidir (92).

CDC (Center for Disease Control and Prevention), TB laboratuvarlarinin hizl
taniy1 saglayabilmesi icin bir diizenleme yaparak, ARB yayma sonuclarmin 6rnegin
teslim alinmasindan itibaren 24 saat, M.tuberculosis 'in tiretilmesi ve tanimlanmasi igin

14-21 giin, duyarlilik testleri i¢in ise 15-30 giin i¢inde raporlanmasini Onermektedir

(93).

Mikobakterilerin yeni tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan yontemlerden biri
HPLC ile mikolik asit analizidir. Bu yontem bir¢ok referans merkezde kullanilmaktadir.
Baslangi¢ igin gerekli ekipman maliyetlerinin olduk¢a fazla olmasi ve biiyiik tecriibe

gerektirmesi dezavantajidir (66).
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Mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan hizl
molekdler yontemlerden biri hsp65 PCR-RFLP yontemidir. Bu yontem ilk olarak 1992
yilinda Plikaytis ve ark.’nin (64) ¢alismasinda kullanilmis, bundan kisa bir siire sonra
Telenti ve ark. (14) tarafindan modifiye edilerek 33 PCR-RFLP paterni tanimlanmustir.
Bu galismada MAC kompleksinin, M.avium-M. intracellulare ayrim1 yapilabilmis ve M.
fortuitum kompleks, subtiplerine ayrilabilmistir. Ancak M. gordonae icin birden fazla
patern gosterilmistir. Bunu izleyen donemlerde yapilan ¢alismalarda ayni primer cifti

kullanilmis ve yeni modifikasyonlar yapilarak tiir saptama algoritmalarina yeni tiirler

eklenmistir (56, 65, 91).

Hsp65 PCR-RFLP yonteminde; tum mikobakteri tirlerinde bulunan hsp65
geninin bir boliimii iki spesifik primer kullanilarak ¢ogaltilip, olusan iiriin, restriksiyon
endonikleaz enzimi olan BstEIIl ve Haelll enzimleri ile spesifik bdlgelerinden kesilerek,
tiirlerin kendilerine 6zgii bantlar olusturmas: saglanmaktadir. Agaroz jel elektroforezi
uygulanarak olusan bantlarin molekiiler agirlik standart: ile karsilastirilarak agirliklar

belirlenip, standart algoritmalardaki hangi tiir ile uyustuguna bakilarak tani

konulmaktadir (37, 40).

PCR-RFLP yonteminin biyokimyasal testler ile uyumunun arastirildigi bir
calismada, M.tuberculosis icin % 100, yavas iireyen mikobakteriler i¢in % 83,3, hizli
tireyen mikobakteriler i¢in %98,8 uyum saptanmistir (94).Yapilan benzer bir calismada
patojenik hizli iireyen mikobakterilerin taniminda hsp65 PCR-RFLP ydnteminin % 100
uyumla tanimlama yapabildigi bildirilmistir (95).

Chimara ve ark. (96), mikobakterilerin tiir tanisinda hsp65 PCR-RFLP
yontemini, biyokimyasal deneyler ile karsilagtirarak 434 susun 321’ ini her iki yontemle
uyumlu olarak tanimlamistir. Uyumsuz bulunan 113 sus, hsp65 gen sekans analizi ile
dogrulama c¢alismasma alinmistir. 113 susun 71’inde hsp65 PCR-RFLP sonuglari
sekans analizi ile uyumlu bulunmustur. 30 sus daha 6nce tanimlanmayan 13 yeni PCR-
RFLP paterni gostermistir. 12 sus PCR-RFLP yontemi ile sekans analizine gore yanls
tanimlama yapmistir. Benzer bir ¢alisma Martin ve ark. (97) tarafindan yapilmistir. Bu
caligmada da 50 izolatin 43’iinde biyokimyasal deneyler ve hsp65 PCR-RFLP yontemi
uyumlu sonug¢ vermistir. Uyumsuz 7 izolat, 16S rRNA geni sekans analizi ve Genotype
Mycobacteria (Hain Diagnostika) ile dogrulama calismasina alinmistir. 7 izolatin ancak

2’sinde PCR-RFLP ve dogrulama ydntemi ayni sonucu vermistir.
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PCR-RFLP yontemi sekans analizi yontemine gore spesifik cihaz

gerektirmeyen, daha ucuz fakat ayiriciligi daha diisiik olan bir yontemdir (13).

Prob hibridizasyon testleri ise smirli sayida tiir tanimi yapilabildigi ve her
seferinde tek tlir denenerek tanim yapilabildigi i¢in olduk¢a pahali bir yontemdir. Bu

nedenle birgok arastirmaci, hizli, ucuz ve dogru tanimlama orani oldukea yiiksek olan

PCR-RFLP yo6ntemini rutin kullanimda énermektedir (14, 56, 65, 73, 96, 97).

Hsp65 PCR-RFLP yonteminin 6nemli bir dezavantaji, agaroz jel elektroforezi
ile degerlendirme yapilirken, yakin biiyiikliikteki bantlarin ayrimmin oldukg¢a zor
olmasi ve 60 baz ¢iftinden (bg¢) daha kiiciik olan bantlarin mikobakterilerin ayriminda

kullanilamamasidir (98).

PCR-RFLP yonteminde hsp65 gen bolgesinin kullaniminda dikkat edilmesi
gerekilen bir durum, primerlerin (Tb11, Tb12) mikobakteriler disindaki Nocardia ve
iliskili oldugu genusun hsp65 genini de ¢ogaltmasidir (56, 65).

Mikobakterilerin tiir diizeyinde identifikasyonu i¢in kullanilan yontemlerin
maliyet analizinin yapildigi bir c¢aligmada, PCR-RFLP yontemi gerek kurulum
asamasindaki cihazlar, gerekse hasta basina diisen test maliyeti agisindan GLC, HPLC,
AccuProbe yontemlerine gore olduk¢a hesapli bir yontem olarak bulunmustur. Bu
yontemler, test basina diisen zaman agisindan incelendiginde ise yine en avantajh

yontem PCR-RFLP yontemi olarak belirtilmistir (99).

Mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmalari, epidemiyolojik verilerin

toplanmasi ve uygun tedavinin diizenlenmesi i¢in de oldukga 6nemlidir (73).

Klinik mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda iiretilen mikobakterilerin biiytik
cogunlugunu MTBC olusturmaktadir. NTM’lerin patojenik rolleri 1950°1li yillardan
once bilinmiyorken, bu tarihlerden sonra tiim diinyada, insanlarda olusan
enfeksiyonlarin sikliginda artis goriilmiistiir. Bu artig, gerek klinik mikobakteriyolojik
tekniklerin gelismesinden gerekse AIDS ve immunyetmezlikli hastalarin, ve bu
hastalardaki patojenitenin farkindaliginin artmasindan kaynaklanmaktadir. NTM’ler
tim  mikobakteriyel enfeksiyonlarin % 0,5-30’undan sorumlu tutulmaktadir.
Hastaliklardaki sikliklari, cografik degisikliklerden etkilenmektedir (73). Birgok NTM
tiri firsat¢1 patojen olduklar1 igin, degerlendirmede AmericanThoracic Society

tarafindan Onerilen kriterler g6z 6niinde bulundurulmaktadir. Bu kriterlere ek olarak
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NTM’nin dogru tanimlanmasi, nadir olarak iiretilen patojenlerin patojen olmayanlardan
ayrimini saglayacaktir. Bu sebeple identifikasyon test sonuglarinin zamaninda ve dogru
olarak raporlanmasi, hastalarin tedavilerinin etkili olmasi, ve enfeksiyon kontrol

onlemlerinin dogru olarak alinabilmesi i¢in gereklidir (18).

Yurt disinda yapilan g¢alismalarda MTBC-NTM  dagilimi; Ispanya’da (78)
yapilan bir ¢alismada % 87 - % 13, Rusya’da (89) yapilan bir ¢alismada % 97- % 3,
Hindistan’daki (87) bir ¢alismada % 70 - % 30, Kore’deki (100) bir ¢alismada % 76-
% 24 olarak degismektedir. Tayland’da (94) yapilan bir ¢alismada ise farkli olarak %
25 -% 75 olarak bildirilmistir.

Agagayak ve arkadaglarinin (101) ¢alismasinda, mikobakteri izolatlariin hsp65
PCR-RFLP yontemiyle incelenmesi sonucunda, en sik saptadiklar1 etken MTBC (% 86)
iken bunu, M. scrofulaceum (% 8), M. avium (% 4) ve M. intracellulare (% 2)

izlemektedir. Bu ¢alismada NTM izolasyon orani bizim ¢alismamizdaki ile aynidir.

Koksalan ve ark.’min (102) 1208 mikobakteri izolatin1 hsp65 PCR-RFLP
yontemiyle tamimladiklar1 c¢alismalarinda ise suslarin %93°tnii MTBC, %7’sini
NTM’ler olusturmaktadir. 86 NTM izolat1 arasinda 13 tiir tanimlanmis olup bunlardan
M.gordonae (% 1.3) en sik izole edilen tlrdir. Bunu M.fortuitum (% 1),
M.intracellulare (% 0,9), M.lentiflavum (% 0,7) izlemektedir. Bu ¢alismadaki NTM

izolasyon orani bizim ¢alismamizdaki oranadan daha diisiik bulunmustur.

Caligmamizdaki NTM izolasyon oraninin bolgeye gore degismekle birlikte cogu
yurtdisin1  galigmasindan diisiik olmasi, bizim i¢in MTBC enfeksiyonlarinin daha 6n
planda oldugunu gostermektedir. Ulkemizde yapilan calismalara gore ise NTM
izolasyon oranlarimiz (% 14) ortalamaya yakindir. Laboratuvarimizda 2007 — 2010
yillar1 arasinda ¢alismadaki NTM oran1 (% 2) ile karsilastirildiginda NTM izolasyon
oranimiz yillar i¢inde olduk¢a artmustir (72). NTM’lerin biiyik ¢ogunlugunun
antimikobakteriyel ilaglara kars1 direngli olmalar1 ve tedavilerinin olduk¢a uzun zaman
almas1 g6z Oniine alinirsa, uygulanan tedavinin etkinligi ve iilkemizin epidemiyolojik
verilerine katkis1 olacagi i¢in tiir diizeyinde identifikasyonlarmin yapilmasi yerinde

olacaktir.
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MTBC (uyeleri, HPLC mikolik asit analizi, 16S rRNA dizi analizi ve hsp65
PCR-RFLP yontemleriyle birbirinden ayrilamamaktadir (14). Bu nedenle birgok

laboratuvar sonuglarin1 kompleks diizeyinde vermektedir.

gyrB PCR, MTBC gyrB geninin bir kisminin amplifikasyonu sagladigi igin
MTBC izolatlarin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir. Rsal, Taql, Sacll enzimleri sirastyla
675/756, 1450 ve 1410/1311 pozisyonlarindaki bolgeleri hedefler. Primer olarak,
MTUB-f ve MTUB-r gyrB geninin 1020 baz ciftlik parcasinin amplifikasyonu icin
kullanilir (72).

Niemann ve arkadaslar1 (15) , gyrB gen bolgesinin 1020 baz ¢iftlik bolimunun,
dizi analizi ve RFLP yontemleriyle, gyrB DNA dizi polimorfizmlerinin MTBC tirlerini
ayirim giiciinii degerlendirmislerdir. Dizi polimorfizmlerini daha 6nceden tarif edilen
dort bolgede ve ek olarak bir bolgede daha saptamiglardir. PCR-RFLP yontemi ile 3
enzim kullanarak, MTBC tiirlerini ayn1 sekilde ayirt edebilmislerdir. Sonug olarak DNA
dizi polimorfizmi nedeniyle gyrB geninin, dizi analizi veya PCR-RFLP yoOntemi ile
MTBC tiirlerinin ayirimini saglayan tek marker oldugunu belirtmislerdir.

Zanden ve arkadaslarinin (103) calismasinda, 314 MTBC susunun % 96,5’i
M.tuberculosis ve % 2,81 M.bovis olarak tanimlanirken, Parsons ve arkadaslar1 (104)
605 MTBC susu ile yaptiklar1 ¢alismada bu oranlari sirasiyla % 96 ve % 3 olarak
bildirmektedirler. Calismamizdaki 117 MTBC susunun % 96.6 M.tuberculosis ve %
3,4 M.bovis oranlariyla bu ¢alismalar birbirine yakin bulunmustur.

Djelouadji ve arkadaslarinin (105) Fransa’dan 110 MTBC klinik izolatinin
pncA, oxyR, hsp65, gyrB gen bolgelerinin sekans analizi ile tanimladiklar1 ¢alismada
98 M.tuberculosis, 5 M.bovis BCG, 5 M.canettii ve 2 M.africanum bulmuslaridir. Ayni
caligmada yer alan verilerine gore Afrika’nin farkli bolgelerinde M.tuberculosis % 32-
95, M.africanum % 4-57, M.bovis % 0,21-20, M.canettii %3,52 oranlarinda
gorilmektedir. Diinya genelinde daha nadir tiirlere bakildiginda ise M.caprae Kuzey
Asya, Avusturalya ve Avrupa’da insan ve hayvan enfeksiyonlarina, M.microti
Avrupa’da insan ve hayvan, Kanada’da ise sadece hayvan enfeksiyonlarina, M.canettii
Dogu ve Giiney Afrika’da insan enfeksiyonlarina, M.pinnipedii Arjantin ve
Avusturalya’da hayvan enfeksiyonlarina neden olmaktadir.

Kahla ve arkadaglarinin (106) Fransa’da glpK, pykA and gyrB gen bdlgelerini

pyro-sekanslama teknigi ile konvensiyonel yontemleri karsilastirdigi ¢calismada insan ve
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farkli hayvanlardan elde edilen 22 M.tuberculosis, 21 M.bovis, 3 M.caprae, 3 M.microti,
2 M.bovis BCG, 2 M.pinnipedii, 1 M.canettii and 1 M.africanum tip | susu ayn1 sekilde
isimlendirmistir. Ek olarak klinikten elde edilmis olan 127 MTBC susu M.tuberculosis
olarak tanimlanmistir. Sonug olarak pyro-sekanslama tekniginin MTBC suslarinin tiir
diizeyinde tanimlama yapmak igin spesifik, hizli ve kolay rutin uygulamaya
sokulabilecegine kanisina varmiglardir.

Ueyama ve arkadaslarinin (107) Japonya’da multipleks PCR ile yaptiklart
calisgmada 970 Ornegin 966’s1 (% 99.6) M.tuberculosis, ikisi M.africanum ve ikisi
M.canettii bulunmustur. Abass ve arkadaglarinin (108) Sudan’da gyrB PCR-RFLP
teknigi ile yapilan calismada 79 Ornekten ikisi NTM olarak tanimlanmis, diger
orenekler M.tuberculosis olarak belirlenmistir.

Goémez ve arkadaslarinin (109) ispanya’da yaptiklar1 GenoType® MTBC(Hain
Diagnostika, Nehren, Germany) sistemi ile referans metot olarak kullanilan multipleks
PCR karsilagtirmasinda 103 MTBC susunun GenoType® MTBC sistemi ile 77’si
M.tuberculosis/M.africanum I1/M. canettii, 12°si M.bovis BCG, 6 M.bovis subs. bovis,
4>t M.africanum tip 1, 3’ M.bovis subs. caprae ve 1’i M.microti olarak tanimlanirken,
referans metot ile 77 M.tuberculosis, 6 M.bovis subs. bovis, 12 BCG, 3 M.africanum tip
I, 3 M.bovis subs. caprae, 1 M.canettii and 1 M.microti olarak tanimlama yapilmistir.
Karsilastirmaya gére DNA hibridizasyon teknolojisi kullanilan bu ticari nitroselluloz
striplerinin % 99,03 dogrulukla tanimlama yaptiklart goriilmiistiir. Bir M.canettii tirini
sistem M.africanum tip I olarak tanimlamuistir.

Agagayak ve arkadaglarmin (101) yaptigi ¢alismada, PCR-RFLP yoOntemi ile
MTBC suslarmin biiyiik oraninin M.tuberculosis (% 77) oldugu, bunu M.bovis (% 18),
M.microti (% 2) ve M.africanum(% 2)’un izledigi belirlenmistir. Bu ¢alismada bizim
caligmamiza gore oldukga fazla M.bovis susu ve MTBC {iyesi iki farkli tiir bulunmustur.

Cogu ¢alismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da M.tuberculosis susu (%
96.6) yiiksek oranda bulunmustur. Bunu M.bovis (% 3.4) susu takip etmistir.
Laboratuvarimizda 2007 — 2010 yillar1 arasinda yapilan ¢alisma verileri ile
karsilastirildiginda M.tuberculosis (% 94) ve M.bovis (% 4) oranlari benzer
bulunmustur (72). Farkli olarak bizim ¢alismamizda M.caprae saptanmamustir.

M.tuberculosis, TB etkeni olarak  6nemi buyiktir. Son yillardaki tiim
gelismelere karsin tiiberkiiloz, diinya genelinde ve iilkemizde onemli bir saglik sorunu

olmaya devam etmekte olup; hastanin hizli tan1 almasi, etkenin tanimlanmasi, etkenin
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duyarliliginin belirlenmesi ile birlikte tedavinin baglamasi hem hastanin kendisi hem de
bakim verenler ve g¢evresinde yasayanlar agisindan 6nemlidir.Bu algoritma ne kadar
hizli tamamlanirsa insandan insana gegen bu etkenin yayiliminin 6niine ge¢ilmis olur.
TB olusturdugu farkli klinik tablolar ile de bir ¢ok hastaligin ayirici tanisina girmesi
acisindan da onem teskil eder.

Calismamizda tiplendirdigimiz suslardan digeri de M.bovis’ti. Bununla ilgili
Aydm ve arkadaslarinin (110) Mersin ilindeki bes koyden toplanan 145 sigir ¢ig siit
ornegi inceledikleri ¢alismada  mikobakteri varligi EZN boyama yontemi, LJ
besiyerinde kiltir ve hsp65 PCR-RFLP ile arastirilmistir. Toplam 145 ¢ig siit
orneginden hazirlanan yaymalarin EZN boyama sonucunda sadece 1 (% 0.7) ornekte
ARB goriilmiis, 12 (% 7.6) 6rnegin LJ besiyerinde kiiltiirii pozitif olarak belirlenmis ve
6 (% 4.1) ornekte PCR ile mikobakteri DNA’s1 tespit edilmistir. Kultlrde izole edilen
toplam 12 izolattan biri MTBC, 11’i (% 6.9) de NTM olarak tanimlanmistir. MTBC
izolat1 spoligotiplendirme yontemiyle M.bovis olarak tanimlanmuistir.

Geligmis tilkelerde eradikasyon c¢alismalar1 bovin tipi TB’nin  prevelansini
onemli Olgiide azaltmistir, fakat yabani hayvanlardaki rezervuarlarin tam eradikasyonu
giictlir. Siitiin pastorizasyonu ve zorunlu kontrol programlarmnin uygulanmasi ile
Amerika’daki sigirlarda M.bovis enfeksiyonlarinin insidanst %0,001°den daha aza
diismiistiir(111).

Ulkemizde sigir TB kontrol programi; tiiberkiilin testi, laboratuvar testleri,
enfekte hayvanlarin kesimi ve karantina islemlerini igerir (112). Aktif sigir TB kontrol
programi olmayan gelismekte olan iilkelerde sigir TB insan sagligi icin tehdit
olusturmaktadir. Bu iilkelerde M.bovis’in etken oldugu enfeksiyonlar TB vakalarinin
ortalama % 10’unu olusturmaktadir. Yapmis oldugumuz bu c¢alisamizda M.bovis
MTBC’in % 3,4 tudiir. Dort M.bovis 6rneginin biri AC, ¢l AC dis1 6rnektir. AC dis1
ornekler MAS, idrar ve periton sivisi Ornekleridir. Bu kisilerde hastaligin nedeni
kontamine sut ve sut druinleri, enfekte hayvanlarla direk temas nedeniyle olabilir. Dikkat
edilmesi gereken diger hususlar ise; mesene kanseri nedeniyle intravesikiler BCG
kullanim1 sonrast ve ¢ocuklarda BCG asis1 nedeniyle TB gorilebilir olmasidir. Ama
kullandigimiz yontem olan gyrB PCR-RFLP, M.bovis ile M.bovis BCG ’yi ayirt edemez.
(72).

Hastanemizde M.bovis’in sebep oldugu TB olgulart her ne kadar seyrek gibi

gortnse de bu sonuglar butinu goéstermemektedir. Yapilan calismalarda M.bovis’in
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sikligin1 gostermeye yonelik bir arastirma henliz mevcut degildir. Ancak, TB
patojenlerinin tir diizeyinde ayrimini yapan laboratuvar yontemlerinin kullaniminin
yayginlagmasi ile bliyiikk popiilasyonlar1 igine alan bolgesel ¢alismalar, siiphesiz ki
gercek olgu sayisinin ortaya ¢ikmasina 1s1k tutacaktir.

Dogrudan temas yoluyla veya pastorize edilmemis siit iiriinlerinin tiiketilmesiyle
bulasan bu etkenin 0niine gecgilmesi icin mikrobiyoloji laboratuvarlarinin ve veterinerlik
birimlerinin ortak c¢alismasi gerekmektedir. Sigirlar arasinda en sik solunum yoluyla
gectigi gosterilen s18ir TB’nin 6niline gegmek i¢in daha uygun barinaklarin yapilmasi ve

bu yerlerin iyi havalanip hayvanlarin iyi besleniyor olmasi gereklidir (113).

Sonug olarak ulusal TB kontrol programinin ana hedefi iilkemizin bir gergegi
olan TB hastaliginin insidansin1 ve bu hastalik nedeniyle olusan Gliimlerin sayisini
azaltmaktir. Bu programin en Onemli elemanlarindan biri mikobakteriyoloji
laboratuvaridir. Mikobakterilerin en kisa siirede izolasyonu, tanimlanmasi ve
antimikobakteriyel ilaglara karsi duyarliligi test edilip raporlanmali ve kayitlar1 siki bir

sekilde tutulmalidir (77).

MTBC’i olusturan, klinigi ve yayilimi daha iyi bilinen M.tuberculosis’in
disindaki tiirlerin tanimlanmasi bu etkenlerin klinik 6nemlerini ve yayilim sekillerini
daha 1y1 anlamamizi saglayacaktir. MTBC suslarinin tanimlanmasi ve bdlgesel
verilerinin olusturularak ulusal referans laboratuvarlar1 ile paylasilmasi buna katki
saglayacaktir. Hayvanlardan insanlara bulasan bir zoonoz olan M.bovis’in evcil hayvan
stiriilerinde infeksiyonun taranmasi ve hasta hayvanlarin imhasinin insanlarda

infeksiyonun kontrol altina alinmasi agisindan faydali olacagi agiktir.

Gelisen teknoloji ile biyokimyasal deneylere gore daha hizli ve daha dogru
tanimlama saglayabilen, maliyeti diger yontemlere oranla olduk¢a diisiik olan gyrB
PCR-RFLP yonteminin  mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda kullanilmas1 fayda

saglayacaktir.
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