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GIRIS ve AMAG

Tuberkiiloz, gelismekte olan (lkelerde hala 6nemli mortalite ve morbidite
nedeni olmaya devam etmektedir. Gelismis Ulkelerde ozellikle 1980l yillardan
sonra dinyada giderek yayilmaya baslayan human immunodeficiency virus (HIV)

enfeksiyonu ile tiiberkiiloz sorunu dramatik bir boyut kazanmistir (1,2).

Dunya Saglik Orgti'ntin (DSO) verilerine gére, yeni tiiberkuloz vakalarinin,
1997 yilinda yaklasik 8 milyon oldugu, 1999 yilinda ise 8.4 milyona vardig! tahmin
edilmektedir, Bu artisin, akkiz immin yetmezlik sendromunun (Acquired
Immunodeficiency Syndrome= AIDS) endemik oldugu Afrika ulkelerinde,
tiberkiloz insidansinin artmasina bagh oldugu belirtimektedir. Eger bu artis
boyle devam ederse, 2005 yilinda 10.2 milyon yeni tuberkiloz vakas olacagi

tahmin edilmektedir (3).

Tuberkiloz hastaligindan korunmanin en etkin yolu, erken tani ve uygun
tedavinin verilmesidir. Bu nedenle, hastaligin hizli ve gtvenilir bir sekilde tanisinin

konulmasi gerekmektedir (4).

Akciger tiiberkilozu en sik gortlen tiberkuloz formu olup, tiberkiloza bagli
mortalite ve morbiditenin en sik sebebidir. Yayma pozitif akciger tuberkalozu,
bulasic bir hastalik oldugu igin, epidemiyolojik olarak gok blytk tnem taslyan ve

diger formlarda bulunmayan bir yayihm potansiyeli tagimaktadir (5).

Tuberkiloz hastaliginin  tanisinda altin  standart, elde edilebilen
materyalden, mikroorganizmanin  tespit edilmesidir.  Direkt ~ mikroskobik
incelemede. klinik numunedeki mikobakteriyal populasyon 10*\ ml'den az oldugu
zaman M.tuberculosis tespit edilemedigi gibi, diger mikobakterilerden de ayirt

edilememektedir. M.tuberculosis'in, Lowenstein-Jensen besi yerinde Uremesi ise

4-8 hafta gibi bir stire gerektirmektedir (6,7).

Akciger tlberkulozunda, balgam ile yapilan mikroskobik incelemede

bakterinin goriilme orani %40-60, kiltirde Greme ihtimali ise %62-90'dir (8,9).



Bununla birlikte tanida diger bir &nemli problem, akciger tlberkilozu oldugu
distnulen ancak balgam ya da aclik mide suyunda basil gésterilemeyen ya da
inceleme igin yeterli &rnek alinamayan olgularda g¢ikmaktadir. Bu nedenle
tberkiloz basilinin tespitinde hizli, sensitivite ve spesifitesi yliksek metodlar
arastinlmis ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yo6ntemi geligtirilmistir, Bu
yontemin iki énemli avantaji vardir; birincisi PCR yéntemi ile M.tuberculosis
DNA’sini  géstermek, tiiberkiiloz tanisindaki klasik prosedirlere alternatif
olabilecek hizli bir tani yontemidir (10), ikincisi periferal kan 6rnedi PCR

tekniginde kullanilabilen materyallerden biridir ve kolay elde edilebilmesi 6nemli bir
avantajdir (11).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, kan incelemesine dayanan PCR teknigi ile
Ozellikle HIV(+) olan akciger tiberkiilozlu hastalarda; periferal kan mononiikleer
hicrelerinde M.tuberculosis DNA'sini tespit etmenin, tiberkiiloz tanisinda yararli
olabilecegi gosterilmistir (12). Ancak imminkompetan hastalarda bu y&ntemin
tanidaki etkinligi ile ilgili yapilan arastirmalar kisithdir.

iskin hastalarda, periferal kanda, M.tuberculosis basilini PCR teknigi
CR'in duyarlilik ve 6zgullugunt belilemek ve PCR pozitifligi ile

, semptom silresi, ek hastalik varligi ve hastalarin

. arasindaki iligkiyi inceleyerek klinik  énemini




GENEL BILGILER

Tuberkuloz, 1882 yilinda Robert Koch tarafindan kesfedilen
Actinomycetales soyundan gelen Mycobacterium tuberculosis’ in neden oldugu,

kronik, nekrotizan bir bakteriyel enfeksiyondur (13).
Tiiberkiiloz Basilinin Genel Ozellikleri

Mycobacterium tuberculosis, gomak seklinde olup, 2-4pm uzunlugunda ve
0.2-0.5um genisligindedir. Hareketsiz, sporsuz, kapsulstz ve gercek dallanmalar

yapmayan, aerob veya mikroaerofil bir mikroorganizmadir. Kuvvetli asit ve alkole
dayanikhdir (14).

Mikobakteriler, alisilmis gram boyama ve diger basit bovalarla kolay
boyanmazlar. Clnkd hiicre duvarindaki yuksek lipid igerigi boyanin
penetrasyonunu 6nlemektedir. Ziehl Neelsen ve Fluorochrome yontemleri ile
boyanarak gosterilir. Basil duz veya biraz egridir, tek veya birkag tanesi bir arada
bulunur (13,15).

Solid veya likid 6zel besi yerinde cogalir. Gogalmasi gok yavastir. Uygun
kosullar altinda her 24-48 saatte bir bolinerek gogalir. Middlebrook Chon, 7H10-
7H11 gibi besi yerlerinde 2 haftada, Lowenstein-Jensen gibi yumurtali besi yerinde
3.6 haftada koloniler olusturur. Kultdr ortaminda birbirine parelel veya kordlar
olusturacak sekilde dizilir. Uremesi icin; optimal 1sinin 35-37°C, pH'nin 6.5-6.8
olmasi gerekir. Uremeleri ~ %5-10 karbondioksidli ortamda hizlandirlabilir.
Mikobakterilerin ¢ogu karbon kaynag! olarak gliserol kullanir. Mikobakterilerin
aremesi igin gerekli nitrojen, inorganik kaynaklardan elde edilir. Asparagin en iyi
nitrojen kaynagidir. Mikobakterilerin tremesi i¢in az miktarda demir, ¢inko ve

magnezyum metalleri de gereklidir (14,16,17).

JAikobakteriler 1siya duyarlidir. Pastorizasyonla 20 dakikada tahrip olurlar.
Kimyasal dezenfektanlara direnclidirler. Kuruluga haftalar, aylarca dayanirlar.

Kiiltur besi yerlerinde 2-8 ay canli kalabilirler. Kulttrler direkt glines 1s1gina maruz

(93]



birakildiginda 2 saatte 6lurler. Havadaki toz partikillerinde  8-10 gun
bulastiriciliklarini koruyabilirler (16,18).

Mikobakteriler, bir plazma membrani ile sinirlanan sitoplazmadan ve bunlari
¢evreleyen lipidden zengin bir hiicre duvarindan olusmustur. Sitoplazmada, bir
nikleer cisim iginde sikica katlanmis fakat bir niikleer membran ile gevrili olmayan
tek bir kromozom vardir (19). Mikobakterilerin DNA molekdit, uzun zincirli seker-
deoksiriboz iskeletinden olusmustur. Bu iskelete dért gesit purin veya pirimidin
bazlari yapisiktir. Bu bazlar adenin (A), sitozin (C), guanin(G) ve timin (T) dir. Ug
baz bir triplet olusturur ve her bir triplet bir aminoasidi sifreler, bu da bir geni
olusturur. Bir dizi gen ise bir kromozomu olusturur. DNA genellikle iki zincirlidir
(cift sarmal) ve baz ciftleri birbirini tamamlar. C ile G ve A ile T giftlenir. Hucre
bélinmesi esnasinda kromozom iki sarmala ayrilir ve tamamlayici iplikgik
sonradan DNA polimeraz enzimi yardimiyla sentezlenir ve iki ¢ift sarmal olusur.
Cift sarmal vicut sicakliginda cok stabildir, ama isitilinca iki zincire ayrilir.
Sogutulunca rehibridizasyon gérulir; her baz tamamlayici baza baglanir, béylece

cift sarmal tekrar olusur (20).
Tiiberkiiloz Patogenezi

Tuberkuloz basili, aktif akciger tuberkllozlu hastalardan, damlacik
enfeksiyonu ile bulasir. Damlacik cekirdekleri 0.5-5um ¢apindadir ve 1-3 adet basil

tasiyabilirler. Bunlarin inhalasyonu ile alveollere ulasmasi enfeksiyonu baslatir

(14,21).

Tuberkiiloz patogenezinde 5 evre vardir:

1. Evre:Basilin organizmaya girerek yerlesmesi ve enfeksiyonu baslatmasi
2 Evre: Basilin logaritmik gogalmasi ve tuberklloz lezyonunun gelismesi
3 Evre: Hicresel immunite ve geg tip hipersensitivite gelismesi
4

Evre:Basilin kazedz odagin kenarindan kagarak yeniden makrofaj igine

gegmesi
5 Evre: Likefaksiyon ve kavite olusumu (22).




Alveollere kadar ulasabilen mikobakteriler, alveolar makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler. Alveolar makrofajlarin basili ¢ldirme yetenekleri degiskendir.
Aktif olan alveolar makrofajlar tiiberkiiloz basilini pargalayarak onun ¢cogaima ve
inflamasyona yol agmasini engellerler. Alveol makrofajlarinin basili parcalamasi
onun mikrobisidal giictine ve basilin genetik ve fenotipik virilansina baghdir.
Akcigerdeki enfeksiyon virtilan bir basilin, zayif bir alveolar makrofaj tarafindan

fagosite edilmesi ile baslar (22).

Alveolar makrofajin fagozomal vakuolli iginde ¢ogalan basil, konakg!
hiicresini pargalar. Mikobakteri ve makrofaj etkilesimi sonucu sitokinler ve
kemokinler salinir. Bu drtinler aktive olmamis makrofajlari, dentritik htcreleri,
periferik kan monositlerini, lenfositleri ve nétrofilleri lezyon bolgesine ceker; daha
sonra basil ile alveolar makrofaj arasinda simbiotik bir dénem baslar (14). Yeni
gelen makrofajlar aktive olmadiklarindan basili éldirme ya da inhibe etme
yetenegine sahip degildirler. Sonugta daha gok basil ve alveolar makrofaj lezyon
bolgesinde yer alir. Enfeksiyondan sonraki 7-21. gunler arasindaki simbiotik
devrede, basil logaritmik olarak gogalmaya devam eder. Basilin nasil hematojen

yayllim gésterdigi tam olarak tarif edilememistir. Bazi olasiliklar Uzerinde

durulmaktadir. Bunlar;

(a) Primer enfeksiyon bolgesinden lenfatikler yolu ile basilin hiler lenf

nodlarina tasinip, mediastinal lenfatiklerle, ductus torasikusa ve sol subklavian ven

yolu ile sag kalbe ve akcigerlere gitmesi.

(b) Direkt kapillerlere veya primer lezyona komsu kigtuk damarlara basilin

invazyonuyla viicudun degisik bélgelerine yayilim olmasi .

(c) Inflamatuar bolgeye go¢ eden monosit-makrofaj veya polimorf nlveli

fagositlerin, mikobakteriyi fagosite ederek tekrar kan dolasimina donmeleri

sonucu hematojen yayilim olabilir (23).

Basil c¢ogalmasinin kontrolinde hiicresel imminite ve geg tipte
hipersensitivite 6nemli rol oynar. Lurie'nin tavsan modelinde, deneysel olarak

duyarli ve direncli tavsanlar mikobakteri ile enfekte edilmis, hastalik devresinde



akciger kulttrt ile canl basil sayimi yapllmistir. Enfeksiyondan bir hafta sonra

direngli tavsanda, duyarli tavsana nazaran akcigerlerde 25 kez daha az sayida

basil iceren makrofaj ve granilomatéz lezyonlarda daha c¢ok sayida lenfosit
saptanmistir. Buna karsin enfeksiyondan 3 hafta sonra, duyarli ve direngli
tavsanlarda basil sayisi stabil hale gelmistir. Duyarli olan tavsanlar da basil
¢ogalmasini sinirlayabilmislerdir. Bunu iclerinde basil ¢ogalmasi devam eden
makrofajlari 6ldirerek, yani doku harabiyeti ile saglamislardir. Direncli tavsanlar

ise basil gogalmasini intraselliler ldiirme yontemiyle engellemislerdir(24).

Alveolar makrofajlar ve T lenfositleri arasindaki etkilesim hiicresel immunite
ve geg tip hipersensitivite ile ilgilidir. Hucresel immiinite ile aktif makrofajlar icindeki
basilin ¢ogalmasi inhibe edilir veya basil olduralur. Geg tip hipersensitivite ile
makrofajlarin trettikleri I1L;, ve NK hicreleri stimile edilir, onlar da iclerinde
tiberkiloz basili bulunan makrofajlari éldrirler. Bdylece basil cogalmasi durur,
ortama ddokilen basiller solid kazeéz dokuya gecerler. Ekstraselliler solid kazedz
dokuda tuberkiloz basili canliigini korur ancak; anoksik ortam, diisik PH ve
inhibitér yag asitlerinin varligi nedeniyle cogalamazlar. Solid kaze6z dokuda bazi
basiller uzun yillar hatta 6mir boyunca dormant olarak kalabilmektedir (24).
Duyarli tavsanlarda oldugu gibi zayif bir hiicresel imminite varsa, basil kazetz
nekrozun merkezinden kagar ve etrafindaki aktive olmamis alveolar makrofajlar
icinde c¢ogalmaya devam eder. Bu enfekte makrofajlar sitotoksik gec tip
hipersensitivite reaksiyonu ile oldurultr ve kazeéz nekroz giderek genisler. Direncli
tavsanlarda oldugu gibi kaze6z nekrozdan kagan basiller aktif makrofajlar
tarafindan fagosite edilirse, basil éldurilir ve lezyon stabil hale gelir. Direncli
tavsanlarda lezyonda daha az nekroz ve daha gok sayida aktif makrofaj ve T

lenfosit vardir. Duyarl tavsanlarda ise daha fazla nekroz olusur (24).

Makrofajlardan c¢ikan proteinaz, lipaz, nikleaz gibi hidrolitik enzimler ve
tuberkilin benzeri basil Grinleri, kazeéz odagin erimesine (likefiye olmasina)

neden olur. Erime alani basiller i¢in iyi bir besiyeri olusturur (25).

Basilin intraselltler otamda ¢ogalmasi hiicresel imminite tarafindan kontrol

altina alinirken, likefiye alanda ektrasellliler ortamda oldugu halde sinirsiz olarak



gogalir. Boylece doku destriksiyonu artar (24,25). Basiller tarafindan tretilen
tiberkdlin benzeri Uriinlerle gelisen geg tip hipersensitivite reaksiyonu sonucunda
brons duvarinda nekroz gelisir ve nekrotik duvarin riptirii sonucunda kavite
olusur (22,24). Basil likefiye materyalle birlikte bronkojen yolla akcigerin diger
bolumlerine yayillir ve bronkopnémoni gelisi.  Bu likefiye materyalin

ekspektorasyonu ile yeni kisiler enfekte olur (22,24-26).

Kazedz lezyonlarin genislemesi, perifokal aktif makrofajlar tarafindan
onlenir. Genis lezyonlar makrofaj kaynakli hidrolitik enzimlerle sindirilir ve yerini
fibr6z doku alir. lyilesen tiiberkiiloz lezyonlarinda bir ya da daha ¢ok sayida kiglk
ankapsile solid veya yari solid kazeéz odak bulunabilir. Boyle odaklarda
tiberklloz basili dormant veya metabolizmasi durmus olarak hayat boyu canli

kalabilir ve konagin direncini kiran durumlarda aktif hastaliga neden olabilir (24).

Kisi tuberkiloz basili ile ilk karsilastigi zaman primer enfeksiyon olmakta ve
mikobakteri yaygin bulundugu bolgeden, tum viicuda dagilarak basillemiye sebep
olmaktadir. Etkili hiicresel immunite sonucunda, tipik olarak lokal enfeksiyon
alaninda gerileme goérilur, ancak her zaman immin cevap bu odagi sterilize
etmede yeterli olmayabilir. Bu durumda az sayida canli basil bu dokuda kalir ve
makrofajlar ve T lenfositleri tarafindan enfeksiyon kontrol edilir (27). Bebeklerde,
cocuklarda ve adolesanlarda ekstrapulmoner tiberkuloz formlari genellikle primer
progresif hastalik seklinde, primer enfeksiyondan sonra gortlmektedir. Eriskinlerde

ise AIDS hari¢ geg reaktivasyon seklinde gortlmektedir.

Eskiden ekstrapulmoner ttberkiloz bdlgesinde yiksek arteriyal kan
akiminin oldugu, dolayisiyla yilksek oksijen igerigi nedeniyle mikobakteriyal
cogalmanin kolay oldugu dastnalirda. Son zamanlarda oksijenden zengin
bdlgede, malgrofajlarm tiberktloz basilinin intraselliler proliferasyonunu

engellemede basarisiz olmasi nedeniyle mikobakteriyal ¢ogalmanin oldugu ileri

strulmektedir (27).

Dissemine tuberkiiloz, multiple organin es zamanl tutulumu anlamindadir.

Patogenetik olarak dissemine ttiberkuloz gelisimi ile ilgili bircokgorisler meveuttur.



Primer pulmoner enfeksiyonu takiben meydana gelen basillemi sonucunda,
multiple organda progresif hastalik gelisimine sebep olabilir. Bu durum ozellikle
bebeklerde, AIDS veya organ transplant alicisi gibi immunkompremize eriskin
hastalarda olur. Diger taraftan dissemine hastalik primer enfeksiyondan yillar
sonra reaktivasyon tiiberkillozu formunda da geligebilir. Bu durum tutulan lenf
nodlarindan, akcigerden, kemikten veya diger lezyonlardan kan dolasimina gok
miktarda basil gecisi ile olabilir. Diger bir potansiyel sebep ise; bir ok bélgede es
zamanli reaktivasyon olmasidir. Bu durum immunitedeki ani disme sonucunda
primer basilemi sirasinda nadiren goriilebilir. Dissemine hastalik igin risk faktorleri;
AIDS, alkol alimi. steroid kullanimi, gebelik veya postpartum donem, kanser,

bobrek yetmezligi, organ transplantasyonudur (27).

Miliyer tuberkiiloz, tiiberkiloz basilinin yaygin hematojen yayllimi sonucu
gelisir ve viicutta yaygin olarak milimetrik boyutta gok sayida lezyon olusur. Miliyer
tiberkuloz siklikla primer enfeksiyonu takiben, bebeklerde ve cocukiarda goruldr,
ancak yasamin herhangi bir déneminde, vicudun herhangi bir yerindeki
lezyondan, tiiberkiiloz basilinin hematojen yayilim géstermesi ile de olabilir. Bu
durumda, eski kazetz Iezyonlérda reaktivasyon olmakta ve kan dolagimina gok

miktarda basil gegisi olmaktadir (28).
Tiiberkiiloz immiinolojisi

Tuberkilozda immiin yanit, baslica iki hiicre olan makrofajlar ve lenfositlere

bagli olarak, zincirleme seyreden bir seri etkilesimler sonucu gelisir (14,29).

Mikobakteri alveole ilk ulastidi zaman, her yabanci partikil gibi derhal
makrofajlar tarafindan fagosite edilir. M.tuberculosis antijenleri, makrofajlarda
kiiciik pargalara ayrilirlar. Bu pargalar, enfekte makrofajlarin yuzeyine nakledilerek
T hicrelerine sunulur. MHC klas [l molekulli ile CD4 hicrelere, MHC klas |

molekdli ile CDg hicrelere tanitilir (23,29).

Aktif makrofajlar lizozim ve mitokondriden zengindir, fagositoz yetenegi
artmistir. Aktif makrofajlarin metabolizmasi yuksektir ve normal makrofajlara gore

daha buyutktur. Aktif makrofajlarin oksijen ve nitrojen radikal tretimi artar, basilleri




fazla miktarda gogalmadan harap ederler (14,25). Makrofajlardan salinan IL-1, T

lenfosit aktivasyonunu arttirir (29,30).

Aktive lenfositler salgiladiklari sitokinlerle, makrofajlarin lezyon boélgesinde
toplanmasini ve aktivasyonunu saglarlar. Ozellikle interferon gamma ( IFNy),
tumor nekrotizan faktor alfa (TNFa), iL-4 ve IL-5 ; makrofajlarin antimikobakteriyel
etkilerini arttirir. T lenfositler; CDs ve CDg lenfositler olmak tzere iki alt gruba
ayrilirlar. CD4 T hucrelerinden salinan IL-2; T hicrelerinin klonal geniglemesini
saglar. Makrofajlar ve monositler tarafindan uretilen ILy;; , CDs T lenfositlerinin
genislemesini saglar, Boylece ILy,, hiicresel immiinite ve gecg tip hipersensitiviie

reaksiyonlarinda dnemli rol oynar ve tiiberkiiloz patogenezini kontrol eder (23).

IFNy, primer olarak CD4 hiicrelerinden daha az oranda da NK hucreler, CDg

hucreler ve B lenfositleri tarafindan salinir. Baslica,

- Makrofaj aktivasyonu, IL-1, TNFa Uretimini ve MHC reseptor sayisini
arttirir,

- T lenfositlerinin, CD4 lenfositler ydniinde proliferasyonunu arttirir,

- CDg lenfositlerin sitotoksik fonksiyonunu arttirir,

- NK htcrelerini aktive eder ve sitotoksik fonksiyonunu arttirir (23).

Bazi hiicrelere karsi spontan olarak sitotoksik fonksiyon gosteren lenfositler
naturel killer (NK) htcre olarak adlandiriir. NK hucreleri; enfeksiyonun erken
devresinde spesifik immun yanit olusmadan once iginde basil gogalan makrofajlari
sldurerek etkili olurlar. Ozellikle tuberkilin deri testi negatif olan kisilerde, primer

enfeksiyonun erken fazinda etkilidirler (23).

HIV enfeksiyonunun, spesifik olarak CD4 hicreleri ve makrofajlari enfekte
etmesi: hicresel immin fonksiyonlarda bozulma ve CDs hicrelerinin ve
makrofajlarin azalmasiyla scnuglanir. CD4 hticrelerinin azalmasi ile makrofajlari
aktive eden faktorde azalm:s olacagindan, makrofajlarin fonksiyonlar daha da gok
bozulur (28). Tuberkuloz basilinin sebep oldugu enfeksiyon da baslica bu iki hiicre
tarafindan kontrol altina alindigindan, HIV pozitif kisilerde azalan konak direnci;

progresif primer tiberktloz gelisimine, tuberkllozun akciger disi organlara



hematojen yayilmasina ve énceki enfeksiyonun reaktivasyonuna neden olur. HIV
ile enfekte kisilerde primer ya da sekonder eksojen enfeksiyon (reenfeksiyon) da
olabilir (31). HIV pozitif tuberkiloz hastalarinda, 6zellikle CD4 sayisinin

azalmasiyla parelel olarak, akcigerde daha az granilom olusumu ve daha cok
basil yliki oldugu gériilmustor (28).

Tuberkiilozda Tani Yontemleri

Tuberkilozun erken tanisi icin en 6nemli nokta Klinik kuskudur. Oksiriik,
ates, gece terlemesi, kilo kaybi, halsizlik ve hemoptizi tiberkilozu dusindiren
belirtiler olmakla birlikte hicbiri tiberkiloza 6zgii degildir. Ancak 3 haftadan uzun
stren Sksurik dikkat gekici bir semptomdur. Tani yaklagimi iyi bir éyki ve fizik

muayene ile baglamali ve ardindan ilk degerlendirmenin yénlendirdigi cesitli testler
uygulanmalidir.  Tiberkilozda en &énemli tani  yontemi bakteriyolojik
konfirmasyondur(6).

Akciger filmi, tiberkiloz tanisi distntlmesinde yarar saglayan rutin bir
tetkiktir. Ancak hicbir radyolojik gérinim tilberkiiloza 6zgii degildir.

- a-Tuberkiiloz Basilinin Bakteriyolojik Tanisi:

tberkiiloz tanisi koymada en énemli yontem, bakteriyolojik olarak basilin

1 organa gére alinmalidir. Akciger
10 cclik balgam 6rnegi, birbirini
ramayan hastalarda, laringeal
-geri ortalama %25'dir. Sabah
,,'lgiig‘ﬁ‘k gocuklarda, akil
3 kullanilan bir metottur
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ve tanisal degeri %10-30 kadardir (13,32,33). Bu vyontemlerle tani
konulamadiginda fiberoptik bronkoskopla brons lavaji, bronkoalveolar lavaj veya
transbrongial biopsiler alinarak bunlarda bakteriyolojik inceleme yapilabilir.
Bronkoskopi sonrasi balgam incelemeleri de oldukga yarar saglamaktadir (33).
Ayrica transtorasik ince igne aspirasyon yontemiyle de materyal elde edilebilir(34).

Tuberklloz basilinin mikroskopta yayma preperatiarda incelenmesi i¢in

iki yontem vardir; direkt yayma yoéntemi ve dekontaminasyon konsantrasyon
yontemidir (32).

- Direkt Yayma Yontem:

Balgamin ya da patolojik materyalin hicbir isleme tabi tutulmadan lama
yayllmasi ve dogrudan boyanarak basil arastiriimasi ydntemidir. Preperatin

boyanmasinda Ziehl-Neelsen veya Fluorochrome teknikleri uygulanmaktadir.

Fluorochrome tekniginde, auramin boyasi kullaniimakta ve materyal
fluresan mikroskopla incelenmektedir (13,32,33).

Dunyada birgok Ulkede ve Turkiye'de boyama igin Ziehl-Neelsen teknigi

kullanilmaktadir. Ziehl-Neelsen teknigi ile boyama islemi su basamaklarla yapilir:

1- Yayma preperat U¢ kez alevden gecirilerek tespit edilir,

2- Preperatin Ustl karbolfuksinle ortultr ve altindan isitilir. Hafif bir buhar
¢ikmali, kaynama olmamalidir. Kaynama olursa yeniden boya eklenmesi
gereklidir. Boya lamin Gzerinde 3-10 dakika streyle kalmalidir,

3- Soguyuncaya kadar bekletilir,

4- Akar suda yikanir,

5- Asit-alkolle boyas! gidinceye kadar, diger bir deyisle; lam kirmizi renk
alana kadar dekolore edilir ve sonra tekrar yikanir,

6- Metilen mauvisi solisyonu ile 30-60 saniye boyanir,

7- Akar su ile tekrar yikanar ve kurulanir,

8- Isik mikroskobunda immersiyon objektifi (100x) ile incelenir(13,32).



Mikobakteriler, mavi zemin (zerinde kirmizi ¢omaklar seklinde, uzun,
grandlld bazen de kok ya da catalli sekilde gérltrler. Preperatin ahigkin bir g6z
tarafindan en az 10 dakikallk bir strede ve en az 300 alan incelenerek

degerlendirilmesi gereklidir(32).

Bu yéntemle incelenen preperatlarin degerlendiriimesinde Amerikan Toraks
Dernegi'nin 6nerdigi skalaya gére, basil varligi sayisal olarak belirtilir. Bu hem tani
sirasindaki hastaligin agirhigini géstermede, hem de tedaviye yaniti takip etmede

6nemlidir(13,17). Yayma sonuglarinin raporlanmasi Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1. Yayma sonuglarinin raporlanmasi.

Goriilen basil sayisi Rapor J
Yaymanin timinde hic basil yok ARB negatif :
Yaymanin timinde 1-2 basil Saptanan basil sayisi raporlanir
Yaymanin tiuminde 3-9 basil Seyrek yada (+)

Yaymanin timinde 10’dan fazla basil Birkag tane ya da (++)
It;laest“immersiyon alaninda bir veya birden fazla Cok ya da (+++)

- Dekontaminasyon ve Konsantrasyon Yontemi:

Balgamin ya da patolojik materyalin islendikten sonra konsantre edilmis

sedimentlerinin boyanarak basil arastiriimasi yéntemidir.

Tuberkiiloz basillerinin hiicre duvarlarinda ytiksek derecede lipidlerin

bulunmasi, bunlari dekontaminan maddelere ve alkalilere karsi daha direncli

3 kilmaktadir (32).

Incelenecek materyalde ttberkiiloz basillerini saran, doku, serum ve diger
poteindz materyal gibi organik artiklarin eritimesi ve mikobakterilerden daha hizli

tireyen mikroorganizmalarin yok edilmesi i¢in dekontaminasyon ve konsantrasyon




yontemi uygulanir (13,32,33). Bunun icin N- acetyl L- Cystein, disik alkali ile
karistirilarak kullanilir, Solisyonun dekontaminasyon 6zelligi icerdigi NaOH'den
gelmektedir. NaOH igerigi yiiksek ya da iglem stresi uzun olursa mikobakteriler de
Olebilir. Bu nedenle islemin uygulanigi sirasinda bunlara dikkat edilmesi énemlidir.
Bu karisim 24 saat icinde kullaniimalidir, aksi takdirde mukolitik etkisi kaybolur, bu

ylzden %4'lik NaOH ile yapilan Petroff yontemi olarak isimlendirilen
dekontaminasyon yontemi tercih edilmektedir (32).

Petroff Yontemi su basamaklara uyularak yapilir;

1- Ornege esit miktarda %4'lik NaOH eklenir. Calkalama ile veya bir gubukla
karistirilarak homojen hale getirilir. 37 °C ‘de 15-20 dakika bekletilir.

2- 3000 devirde 20 dakika santrifuj edilir ve Ustte kalan kisim dezenfektan bir
madde igine atilir.

3- Dipte kalan kisim steril serum fizyolojikle sulandirilip bir endikatér yardimi

ile pH'sina bakilir; pH 7-7.2 olmalidir. Asit veya alkali ise 2N HCI ya da
NaOH eklenerek istenen pH'ya getirilir.

4- Sedimentin bir kismi kiltir yerlerine ekilir, bir kismi ise lama yayilarak

boyanir ve mikroskobik incelemesi yapilir (32).

Bu yontemle basilin gésterilebilmesi igin alinan materyalin mililitresinde en
az 10000 basil bulunmasi gerekir. Bu yéntemle atipik mikobakteriler ve nokardia

gibi mikroorganizmalar da pozitif sonug verebilir (6).
-Konvansiyonel Kiiltir Teknikleri
M.tuberculosis'i uretmek igin ¢ grup besi yeri kullaniimaktadir:

- Genel besi yerleri: Lowenstein- Jensen, Petragnani ve Amerikan Trudeau

Society'nin (ATS) yumurtali besi yeri, Midleebrook'un 7H10 ve 7H11 gibi agarli
besi yerleridir. Bu besi yerlerinde kontaminasyonu 6nlemek igin malasit yesil

kullaniimaktadir.

-Sivi besi verleri: Dekontaminan olarak Tween 80 deterjani icerirler, daha

¢cok BCG icin ve uzmanlasmis laboratuarlarda kullanilirlar.




-Secici besi yerleri: Genel ya da sivi besi yerlerine geregine gére antibiyotik,

vitamin ya da diger bazi kimyasal maddeler eklenerek hazirlanirlar (32).

Turkiye'de pek gok tilke gibi en gok kullanilan besi yeri Léwenstein- Jensen
besi yeridir (32,33).

Kultarler ekildikten sonra bir gin yatik olarak 37 °C'de bekletilir. Ertesi giin
agzi parafin kagitla iyice kapatildiktan sonra 37 °C'de enkiibasyona devam edilir.

Batln kaltarler haftada bir kontrol edilmek kayd: ile 6-8 hafta bekletilir (32).

Direkt muayenede basilin goruldugi fakat kiltirde Gremenin olmadig

durumlarda asagidaki nedenler séz konusu olabilir;

- Numune kiltire hazirlanirken basiller olebilir. %4'luk NaOH basillerin
buaytk bir kismini oldurebilir. Bu ytzden dekontaminasyon sartlarina ve

zamana uyulmalidir,

- Santriftj hizi da 6nemlidir. Yiksek frekansta basiller daha ¢ok 6lmektedir
(32). Mycobacterium tuberculosis; kiltirde beyaz ya da sariya yakin renkli,
purtuklt, kabarik ve duzensiz kenarli koloniler yapar. Niacin testi pozitiftir.
Uredikten sonra sodyum nitrati, nitrite rediikte ederler. Oda isisinda katalaz
aktiviteleri vardir ve bu ozellikleri diger turlerden ayrilmalarinda yardimcidir
(HB182);

Kultir sonuglarinin  raporlanmasinda uygulanan teknik Tablo 2'de

gosterilmistir (13,35).

Tablo 2. Kulttr sonuglarinin raporlanmasi.

Koloni Sayisi Rapor

Koloni yok Ureme olmadi (-)

50 koloniden az Koloni sayisi bildirilir
50-100 koloni + (1+)

100-200 koloni HHE(2 1)

200- 500 koloni (bol Greme) st ()

500'den fazla koloni (silme Greme) 4+ (4+4)




b- Histopatolojik inceleme:

Diger bir tani yéntemi, tuiberkiilozun anatomik tutulumuna goére dokulardan
alinan biyopsilerin histopatolojik olarak incelenmesi ve kazeifikasyon nekrozu

iceren granilomlarin saptanmasidir (6,36).
c- Serolojik Testler:

Cesitli mikobakteriyel antijenlere kars! geligen antikorlarin élcimine yénelik
testlerdir(33).

Serolojik testlerde 6nceleri antijen olarak kultir filtratlari, parifiye protein
deriveleri veya butiinligi bozulmamis hicreler kullaniimistir. Bu preperatlar pek
cok antijenik belirleyiciler icermektedirler. Tuberkiiloz basili capraz reaksiyon veren
cok sayida antijene sahiptir ve bu antijenlerin  buytk bir kismi diger
mikobakterilerde, nokardialarda, korinobakterilerde ve rhodokoklarda da
bulunmaktadir. Bu nedenle yanlis pozitif sonuglar elde edilebilir. Ayrica agir
enfeksiyonlarda, salinan mikobakteriyel antijenlerin, serumdaki antikorlari
kullanarak immin kompleks olusturmasina bagli olarak, dustik antikor duzeyleri

meydana gelebilir bu durum yanlis negatiflige yol acabilir(33).

Gelistirilen yontemler arasinda immunodifiizyon, pasif hemaglitinasyon,
tim hiicre aglitinasyonu, enzime baglh imminoassay (ELISA), fluoresan antikor

ve solid faz radyoimmunoassay bulunmaktadir (17).

ELISA : basit, hizli ve tekrarlanabilir sonuglar saglayan bir tekniktir. Degisik
antijenler kullanilarak, mikobakterilere karsi IgG antikorlari élgmeye dayanan bu
testte, tuberkiiloz prevelansi dusuk ulkelerde %50-60, prevelansin ylksek oldugu
ilkelerde ise %70-85'lk bir duyarlilik saptanmistir. Testin 6zgulligl ise %97'nin

tzerindedir (33).

ELISA ile IgM antikorlarini saptamaya yonelik calismalar yapilmis, ancak

basarili sonuglar elde edilememistir (6,33). ELISA ile IgA olgimu nispeten daha




spesifik olmakla beraber, bu antikorun serum dizeylerinin ¢ok diisiik olasi
nedeniyle testin duyarlilig) disik bulunmustur (33).

Tuberkilozun serolojik tanisinda da kullanilan antijenler sunlardir:

- Antijlen 38 kilodalton (kd) : Yayma pozitif akciger tuberkilozu olan
hastalarda %80 duyarlilik ve % 100 6zglllige sahip oldugu gorilerek iyi sonuglar
alinmistir. Ancak serolojik testlerin tanida kullanilarak asil yarar saglamasi

gereken grup olan yayma negatif akciger tiberkiilozlu hastalarda duyarllik sadece
%15 oraninda bulunmustur (37).

- Antijen 5: Erigkin yayma pozitif tiberkiiloz olgularinda antijen 5 pozitifligi
%30-52, yayma negatif tiberkiiloz olgularinda %16-22 oranindadir (38).

- Antijen AB0: Tuberkilinin baslica 1siya dayanikl komponentidir.
Nokardia, Corynebakteri ve diger mikobakteri tirleri arasinda da bulunur.ELISA
ile antijen AB0'a karsi olan IgG ve IgM duzeyleri ¢alisiimistir. IgM dizeyinin ¢ok
daha yakin zamanda olan immunolojik olayl yansitmasi nedeniyle, gegirilmis
enfeksiyonu gésteren IgG'ye gére daha yararhdir (39).

- Antijen 88 kd: HIV ile enfekte ve ileride tuberkiloz gelisme stphesi
oldugu distndlen hastaiardan, klinik olarak tuberkiloz gérinimi olmadan 1.5-6
yil 6nce alinan serumda 88kd antijenine karsi antikor duzeyi bakiimis ve %74
oraninda antikor goéralmustir. Ancak tuberkiloz tanisi konuldugu zaman tekrar
88kd antijenine karsi antikor dizeyi bakildiginda %66 oraninda antikor tespit
edilmistir. Boylece aktif tiberkiloz varliginda antikor olusturma kapasitesinin

azaldigi ve serodiagnostik kullanimdaki yerinin kisitli oldugu goralmustar (40).

- Lipoarabinomannan (LAM): Mikobakterinin hicre duvarinda bulunan,
muhtemelen viriilansi ile ilgili bir antijendir. Tuberkiloz hastalarinda LAM'a karsi

olusan IgG antikor diizeyine bakildiginda %73 duyarlilik ve %92 6&zgullik

saptanmistir (41).




d- Molekiiler Tani Yéntemleri
- Radyometrik Kiiltiir Yontemleri (BACTEC):

Klinik 6rneklerde, mikobakterilerin gogalmasini hizli bir sekilde saptamak
icin otomatik bir teknik gelistirilmistir(17).

llk kez 1969'da Delad ve Wagner, kiiltiir ortaminda bulunan ve '*C (karbon)
ile isaretli maddelerin karboksilasyonu ile ortaya ¢ikan “CO2'i 6lcen, béylece
bakteri metabolizmasini saptayan bir teknik gelistirdiler. 1975'de Cuming ve
arkadaslar bu teknigin, tuberkiloz basili tremesinde de kullanilabilecegdini ileri
slrduler. 1977'de Middlebrook ve arkadaslari 6zel bir ortamda tuberkiloz basilinin
tremesini saptayabilen otomatize radyometrik bir yontem buldular. Daha sonralari

bu yéntem, ticari olarak gelistiriimis bir cihaza uyarlanmistir (33).

Bu ydéntemde; eritme, dekontaminasyon ve konsantrasyon islemlerinden
gecirilen klinik drnekler '“C ile isaretlenmis palmitik asit iceren klttr ortamina yani
Middlebrook 7H12 besi yerine ekilir (33). Mikobakteriler tiremeleri sirasinda, besi
yerinde bulunan yag asitlerini metabolize ederler ve bu sirada '*CO2 olusur.
Ortaya cikan '“COz2 kiltir kabinin Gzerinde toplanir. Bactec aleti, iginde bulunan
her bir kdltir kabindaki '“CO2'i belirli aralarla geker ve radyoaktivitesini olger
(B533):

Mikobakterilerin cogalmasi, Uretilen “CO2 miktarina goére  dnceden
belirlenmis olan 10 endeksli gogalma diizeyine ulastiginda, bactec sistemi pozitif

sonug verir (17).

Bactec yontemiyle, klinik ornekte mikobakterilerin varligi, geleneksel kulttr
yéntemlerine gére gok daha erken sirede saptanir. M.tuberculosis'in  6zgun
adlandinimi ortalama 5 gunde, ilag duyarlilik testleri ise ortalama 6 ginde

sonuglanir (33). Bir diger onemli avantaji da tuberkiiloz tedavisinde kullanilan

major bir ajan olan Pirazinamid'e karsi invitro duyarlilik testinin yapiabilmesidir
(42). '
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Bactec kultirinde radyoaktivite kullanimi nedeniyle calisanlar icin risk

olusturmasi, radyoaktif atik sorunu, sivi ortaminda kontaminasyon saptamanin
zorlugu ve maliyetinin yiksek olmasi kullanimini kisitlayan dezavantajlandir.
Radyoaktif atik sorununu gidermek amaciyla Mycobacteria Growth Indicator Tube
(MGIT) adi verilen floresan indikatorlii bir besi yeri gelistiriimistir. Modifiye
Middlebrook 7H9 sivi besi yeri igeren tlplerdir. Her bir tuptn dibinde fléresan
indikator fikse edilmistir. MGIT besiyeri mikobakterilerin hizli Gremesi icin esansiyel

maddeler ve kontaminasyonu engellemek igin antimikrobiyal ajanlar icerir (43,44).

Pfyffer ve ark. BACTEC ve MGIT besi yerlerini M.tuberculosis izolasyon
orani ve slresi agisindan karsilastirmislardir. Yayma pozitif akciger tuberkilozu
olan olgulardan alinan érneklerde, M.tuberculosis izolasyon orani MGIT igin %87,
BACTEC icin %96.3 olarak tespit edilmis ve yayma negatif akciger tuberkilozu
olan olgulardan aldiklar érneklerde bu degerleri her iki besi yeri icin sirasiyla
%76.3 ve %83.1 olarak bulmuslardir. Mikobakteri izolasyon surelerini yayma
pozitif orneklerde MGIT ve BACTEC'de sirasiyla 9.9 gin ve 9.7 gin; yayma

negatif drneklerde ise sirasiyla 20.3 giin ve 18 gin olarak bulmuslardir (43).
- Gaz Kromatografisi ve Kitle Spektrometrisi:

Mikobakteriler, hiicre duvarlarinda pek cok lipit bulundurmaktadirlar. Bazi
lipit formlarinin kromatografik yontemlerle belirlenmesi, hizli tanida yararl olabilir

(6). Bu amagla tuberkilostearik asit ve mikolik asit tayinleri kullaniimaktadir (6,33).

Tuberkilostearik asit, sadece M.tuberculosis'in yapisinda degil, tuberklloz
disi diger mikobakterilerin ve actinomycetales uyelerinin yapisinda da bulunur
(6,33). Bundan dolayi, bu yontem, tuberkilozun yuksek prevelansta oldugu
ulkelerde olasi tani yontemi olarak vyararli olacaktir fakat tuberkiloz disi
mikobakteri enfeksiyonlarinin yaygin oldugu gelismis uUlkelerde tanisal degeri
distk olacaktir (33).

Mikobakteriye spesifik olan mikolik asitin saptanmasi da tani yontemi olarak

tartisiimaktadir. Yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile mikobakteriyel



kilturlerde bu madde belirlenebilmektedir. Bu yontem igin 10" mikobakteri
gereklidir (6).

- Genetik ve Iimmiinolojik Problar:

Birbirlerini tamamlayici niikleik asit zincirlerinin bir araya gelerek, kalici gift
zincir kompleksleri olusturmasi esasina dayanir. Mikobakteriye spesifik DNA ve
RNA problari kullaniimaktadir (6,33).

- DNA Problar: Cift sarmalli DNA, sicaklik veya tuz konsantrasyonunun
degistiriimesiyle, iki tek sarmal haline disosiye olur. DNA disosiye olduktan sonra
yeniden birlesebilir. Bu 6zellik DNA problarinin olusumuna olanak saglamistir.
Problar, ilgilenilen genetik diziyi yansitan tek sarmal nikleik asit pargalaridir.
Probun belirlenmesine olanak saglamak igin radyoaktif veya nonradyoaktif isaret
eklenir. Prob klinik 6rnekteki DNA ile hibridize olursa, bagh isaret &lgllerek

organizmanin bulundugu sonucuna varilr (6).

Mikobakteri turlerinin saptanmasi icin ilk kullanilan problarda isaret, iyot jea

idi. Sonra radyoaktif olmayan isaretler gelistirildi (6).

Bu problarla tani konulabilmesi igin 10°® basil gereklidir. Klinik érneklerden
yeterli sonu¢ alinamaz Bu nedenle ¢ogalmakta olan kulturlerde uygulanmasi

anlamhdir (6).

- RNA Probalari: DNA problarina alternatiftir. Organizma iginde multiple
kopyalari bulunan bir ntikleik asit dizisi arama esasina dayanir. Biytk veya kuguk
ribozomal RNA (rRNA) problari gelistiriimigtir. rRNA problarinin avantaji; bir
mikroorganizma iginde binlerce hedef bulunmasidir. Prob igin bir gok hedef

bulunacagindan yontemin sensitivitesi artar (6).

- DNA Parmak izi ( Restriction Fragment Length Polymorphysym:
RFLP)

Restriction endontkleazlar, DNA'yl belirli noktalardan kesen enzimlerdir.

Enzimin tanima bolgesi klasik olarak 4-8 nikleotid arasinda degisir. Enzim ile



kesim sonucunda olusan fragmanlar elektroforez ile ayrilabilir. Bu yontem 6zellikle
epidemiyolojik calismalar igin dnemlidir (6).

- Ligaz Zincir Reaksiyonu:

Bu molekiler biyolojik yontemde enzim olarak DNA ligaz kullantlir. DNA
ligaz, iki DNA pargasini gift sarmal olusturacak sekilde birlestirir. Bir nikleotidin
bile yapisinda mutasyon olsa bu yéntemle saptanabilecektir. Bu yontem ozellikle

ilag rezistansi galismalari icin umut vermektedir (6).

- Luciferase Reporter Assay:

Bu yontem, ilag direncinin hizli belirlenebilmesi igin gelistirilmistir. Ates
boceklerinin 1tk Uretme sistemi olarak taninan luciferase, ATP varliginda
luciferinle etkilesir ve 1sik yayar. Bir mikobakteriyofaj icine, luciferase geni
yerlestirilir. Mikobakteriyofaj, mikobakteriye baglaninca faj DNA'sI bakteriye injekte
olur. Basil icinde luciferase uretilir. Ortama antimikobakteriyel ajan konunca, basil

ilaca duyarli ise ATP Uretemez ve 1s1k olusmaz (6).

- Polimeraz Zincir Reaksiyonu :

lIk kez 1985'de Muilis ve arkadaslari tarafindan gelistiriimistir (45). Spesifik
DNA veya RNA dizilerinin, bir primer araciligiyla, invitro enzimatik amplifikasyonu
esasina dayanan bir yontemdir (6,45).

PCR teknolojisinin saglk sektoriine sagladigi baslica iki buytk imkan
vardir. Bunlardan biri dogum o©ncesi kalitsal hastaliklarin, digeri de bulasic
hastaliklar olarak tanidigimiz viral ve bakteriyal hastaliklarin tanisidir. Her ikisini

de buytk bir hassasiyet ve ¢abuklukla yapmasi ve kesin sonuca ulagsmasi PCR'in

en gozde teknoloji olmasinin nedenidir (46,47).

PCR uygulamasina geciimeden once; kalip DNA, komplementer zinciri
sentezlemek icin primerler , 1siya dayanikli Tag DNA polimeraz, deoxynucleoside

triphosphate (dNTP), Mg++iyonlari, tampon ve bidistile su gereklidir (48). Isiya



dayanikli polimerase enzimi, genellikle termofil mikroorganizma olan Thermus
aquaticus veya Thermus thermophilus bakterisinden elde edilir. Bu enzimler 95-
100°C sicakhga dayanabilmekte ve enzim aktivitesi 70-72°C'de optimum
olmaktadir. Test ortamina yeterli miktarda bir kez ilave edildiklerinde 25-30 siklus

boyunca aktivite gosterebilmektedirler (49).

Hedef DNA pargasinin amplifikasyonu, thermocycler adi verilen, isiyi
suratle ytkseltip alcaltabilen ve istenen sayida déngiiye programlanabilen bir arag
tarafindan saglanir. Materyaldeki cogaltiimasi istenen DNA pargasi tutulur ve g

degisik 1siya belli stireler otomatik olarak ayarlanir (6,50).
Thermocycler cihazinda PCR (¢ asamada gerceklestirilir;

- Denatirasyon Asamasi: DNA molekulintn her iki iplik¢igi birbirlerine
hidrojen baglari ile tutunmuslardir. Isinin 94°C’ye kadar getiriimesi ile iki iplikgigin

birbirinden ayrilmasi saglanir.

- Birlesme Asamasi: Ortamdaki DNA polimerazin DNA'ya baglanip
replikasyonu baslatabilmesi icin primer adi verilen bir oligonikleotide gereksinim
duyar. Ortama konulmus ve sadece ¢ogaltiimak istenen DNA dizisini 6zgul olarak
taniyan iki primer, sicakhgin 55-70°C'ye dusurtlmesiyle, birbirinden ilk basamakta

ayrilmis olan kalip DNA tek zincirine baglanir.

- Zincirin Uzatilmasi Asamasi: Isinin 72°C'ye yukseltiimesi ile ortamdaki Taq
polimeraz enzimi, uygun bolgelere bagl primerden hareketle ve yine ortama ilave
edilmis dNTP kullanarak, yeni ve komplementer zincir sentezini gerceklestirir. Bu
sentez 5" uctan 3' uca dogru ve kalip gérevi yapan ana zincirin her bir bazinin
karsisina komplementeri olan baz gelerek devam eder. Yeni sentezlenen DNA bir

sonraki dongude kalip olarak kullanilir (6,48,50).

Sekil 1'de polimeraz zincir reaksiyonu gorilmektedir.
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Sekil 1: Polimeraz zincir reaksiyonu (50).

PCR'in “bir siklusu” denilen ve yukarida ¢zetlenen ¢ asamada olusan bu
reaksiyonlar dizisi bir tip icinde gergeklesir. Ortalama 30-40 siklus (2-3 saat)
sonunda, baslangigtaki DNA molekilinin sayisini 10° kez cogaltmak mumkin
olur. Sonugcta; baslangigta tek bir adet olan DNA molekilinin sayisi, artik
milyonlarla ifade edilen duzeye gelmis olur (48,50). Cogaltma isleminden sonra,
reaksiyon Grlnlerinin incelenmesi asamasina gegilir. PCR wrinleri agaroz-jel
elektroforezi ile molekul agirliklarina gore ayrilarak, DNA'nin varhdi gésterilebilir.
Olusan bantlarin ozgulligt UV altinda degerlendirilir. Bantlarin 6zgulluklerini
incelemek amaciyla Southern-Blot teknigi kullanilir. Bu teknige gére, nitrosellilloz

tabakalara aktarilan bantlar, hibridizasyon yontemiyle incelenir (48).
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Teorik olarak tek bir niikleik asit molektlint bile gogaltarak, milyonlarla
ifade edilen dizeye getirme islemi olan ve c¢ok 6zgil olmasi gereken PCR

uygulamalarinda karsilagilan en biyik sorun, yalanci pozitifik ve negatiflik
olasiliklarinin bulunmasidir (51).

Herhangi bir nedenle reaksiyon ortamina hata sonucu girecek tek bir
molekil nikleik asit bile gogalacagindan yalanci pozitiflik (kontaminasyon) nedeni
olabilir. PCR ¢aligmalarinda karsilagilan en énemli kontaminasyon nedeni bir
onceki islemde elde edilen reaksiyon Grinleridir. PCR ile sayilari bu denli
¢ogaltilan nikleik asitlerin; tozlar, giysiler, eldivenler (zerinden hatta aerosol

damlaciklari seklinde bile etrafa yayilmasi ve kontaminasyona sebep olmasi
muUmkindur (51).

PCR laboratuvarlarinda, cesitli nedenlere bagh olarak, yalanci negatiflik ile
de karsilasilabilir; 6rnedin basarisiz bir ekstraksiyon uygulanmasi, uygun olmayan
tampon veya reaktiflerin kullanimi, yetersiz amplifikasyon, reaksiyonun bir
asamasinda PCR inhibitérlerinin devreye girmesi, primer segicinin uygun
olmamasi, RNA iceren orneklerin uygun olmayan kosullarda saklanmasin belli

basli yalanci negatiflik nedenlerini olusturur (51).

Tam kan veya hemolizli serumlarda bulunan heme, amplifikasyonda
kullanilan enzimler (zerine inhibe edici etki yaparak, hatali negatif sonug
alinmasina yol agmaktadir. Plazma ile ¢aligilacak ise antikoagtlan olarak, heparin

yerine EDTA veya asit sitrat dekstroz tercih edilmelidir (51).

Yoéntemin glvenilirliginin saglanabilmesi icin 6rneklerle birlikte mutlaka bir

negatif ve bir pozitif kontrol de galisiimalidir (50).

Cogaltma islemi her ne kadar siklus sayisi ile dogru orantili ise de, baz
durumlarda siklus sayisini bir yerden sonra arttirmak, duyarliigi ayni oranda
arttirmamakta ve hatali sonuglar elde edilmektedir. Bu tip durumlarda nested PCR
(nPCR) seklinde tanimlanan ve kisaca iki asamali PCR dedigimiz yéntem
uygulanir. Bu yontemde ilk olarak daha uzun olan outer primerler ile amplifikasyon

yapilmaktadir (30 déngt). Daha sonra ise ilk amplifikasyon tipinden alinan 6rnek
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DNA, daha kisa olan inner primerler ile gogaltiimaktadir. (20 déngil). Nested PCR
ile testin duyarlih@ artmaktadir (52).

Incelenecek klinik materyaldeki mikroorganizma sayisi saptanamayacak
kadar az olabilir. PCR az miktardaki drnekten spesifik bir gen bélgesini gogaltarak
taniya yonelik incelemeler icin yeterli genetik materyal saglamasi ve hizli sonug
elde edilmesi nedeniyle, molekiiler biyolojinin en giglu tekniklerinden biri olarak
cok kisa bir siire igerisinde genis bir uygulama alani bulmustur(45,53).
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GEREGC VE YONTEM

Atatlrk Gogus Hastaliklar ve Géglis Cerrahi Merkezine Subat 2001- Eyliil
2001 tarihleri arasinda bagvuran, daha énceden hi¢ antitiberkiloz tedavi almamis,
yeni vaka, yayma pozitif akciger tiberkiilozu olan ve ¢alismaya dahil edilmek igin
s6zlt onayi alinan 40 hasta ile higbir hastaligi olmayan ve daha énceden

tiberkuloz gegirmeyen 20 vakadan olusan kontrol grubu alindi.

Calismaya alinma kriterleri;

- En az iki balgam ARB teksifinin pozitif olmasi
HIV —seronegatif olma
Daha 6nceden hig tlberkloz tedavisi almamis olma
- Plevra, mediastinal veya ekstra pulmoner tutulumun olmamasi

- Olgularin s6zlii onayinin olmasi

Kanser ve bobrek yetmezligi olan hastalar, 18 yasindan kuglkler, gebeler,
ekstrapulmoner ttberkilozu olanlar, steroid veya imminsupresif herhangi bir

tedavi alan hastalar calismaya alinmadi.

TUm olgulardan 5ml'lik periferik kan érnegi EDTA'll tipe alinarak, ayni gun
icerisinde Refik Saydam Hifzisihha Merkezi TlUberkiloz Arastirma ve Referans
Laboratuvarina génderilerek, PCR yontemiyle Mycobacterium tuberculosis DNA's|

arastirildi.

Hastalarin; yas, cinsiyet, semptom suresi, beyaz kire, sedimantasyon ve
albumin degerleri ile balgam ARB teksif sonuglari kaydedildi. Alkol alimi, ek
hastalik ve ilag kullanimi sorgulandi. PA akciger grafisi, hastaligin radyolojik olarak
yayginhigini degerlendirmek amaciyla incelendi. Akciger grafisinde, total kavite
capl 215 cm ise ve / veya akciger sahasinin 2%75'ini kapsayan infiltrasyonu varsa

yaygin; degilse sinirli olarak degerlendirildi (54).

Hastalarin boy ve kilolari olgtltp, agirlik(kg) / boy(metre)? formiliinden,

body-mass indeksi (BMI) bulundu ve yasa gore uygun BMI degerleriyle

karsilastirilarak distk, normal ve yiksek olarak degerlendirildi (55).




PCR yénteminin  duyarlihgi, segiciligi ve dogruluk orani hesaplandi.

Kandaki PCR sonuglari ile hastalarin yas ve cinsiyeti, hastaligin radyolojik olarak
yayginhgi, kavite varligi, balgam ARB teksif pozitifliginin derecesi (en yluksek ARB
teksif pozitif degeri ), BMI, semptom stiresi, albimin degeri, alkol kullanimi ve ek

hastalik varligi arasindaki iliski degerlendirildi.
Kandan DNA’nin izolasyonu:

S mililitre (mlt) EDTA'lI kan tzerine 35 mit steril bidistile su ilave edildi. 10
saniye alt Ust yaparak karistirildi. Ardindan 2mit 3.08M NaCl ( 17.99gr NacCl,
82.01mlt distile suda eritilip 121°C'de 15 dakika otoklavianarak hazirlanir) katilip
karistirildi. 10 dakika boyunca 1200 devir/dakika (rpm) sentrifilj edildi ve
stpernatant (Ustteki sivi) atildi. Pelet (dipteki sediment) (izerine 50mit'ye kadar
fosfat buffer salin (PBS) ilave edildi: sonra 2000 rom’de 12 dakika sentriftij edildi.
Supernatant dokildikten sonra tekrar 50mit'ye kadar PBS ilave edildi ve 12
dakika 2000 rpm'de sentrifij edildi ve sUpernatant atildi. 0.5mit 1xTris EDTA
sediment ile karistirildi. Sonra toplam hacim 1.5mlt olacak sekilde Triton tris buffer
ilave edildi ve eppendorf tipe aktarildi. Ardindan 5 dakika 13000 rpm’de sentrifdj
edildi. Ustte kalan kisim atilip, pelet tekrar triton tris buffer ile yikandi. Sonra pelet
steril bidistile su icerisinde 20-50 plt olacak sekilde ¢ozlldi ve 15 dakika 100°C’de
kaynatildi (56).

PCR amplifikasyonu:

Reaksiyon bilesenleri:
- 10 plt kalip DNA

- 2 plt5mM INS1 primeri (6' CGTGAGGGCATCGAGGTGGC 3') (57)
- 2 plt 5mM INS2 primeri (' GCGTAGGCGTCGGTGACAAA 3') (57)
- 4 plt25mM MgCl2

- 15 plt10 x Master Amp. Enhancer” (Epicentre Tecnologies Corporation,

Wisconsin)
- 4 pltdNTP karigimi (dATP, dCTP, dGTP, dUTP herbiri 20mM)

- 0.5 plt Tl DNA polimeraz‘E [final konsantrasyon 0.5U] (Epicentre

Tecnologies Corporation, Wisconsin)

- 12.5 plt steril bidistile saf su
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olacak sekilde PCR tiiptine konuldu ve termocycler (57) (Mastercycler gradient®,
eppendorf AG 22331, Hamburg) cihazina yerlestirildi. Cihaz Gstten isitmall ve
kapakl oldugundan buharlagsmayi engellemektedir. Bu nedenle tiplere
buharlagsmayi énleyen mineral yag konulmadi. Boéylece mineral yag ile

kontaminasyon riski de azalmis oldu. Tupler termocycler cihazina yerlestirildikten
sonra gogaltim islemine gegildi.

DNA cogaltimi:
Denatlirasyon igin 94°C'de 1.5 dakika,
- Hibridizasyon igin 65°C'de 2 dakika

- Sentez igin 72°C'de 3 dakika olmak Uzere; 30 déngil halinde
gerceklestirildi (57).

Tupler oda isisina getirildikten sonra c¢ogaltim islemi Urtnleri agaroz jel

elektroforeze tabi tutuldu.
PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezde degerlendirilmesi:

4gr agaroz, 200mlt 1xTBE ile 500mlt'lik erlen mayer igerisinde karistirildi.
Su banyosu igine konup, 100°C'de 20-30 dakika kaynatildi; sonra 60°C'lik su
banyosu igine birakilip sogutuldu. Final konsantrasyon 0.5ugr/mit olacak sekilde
etidyum bromid ilave edildi ve kasetler icine dokulp, taraklar yerlestirildi. 30-60
dakika sonra taraklar gikarildi. 0.5xTBE iginde elektroforez cihazina yerlestirildi.
30ult PCR son urunt ile 6plt blue/orange 6x loading dye® (Promega, USA)
karistirilip, agaroz jel zerindeki godelere yerlestirildi. 110 volt'luk sabit akim
altinda 45-60 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Sonra UV transliminatér altinda,

6zel poloroid kamera ile fotograf cekilerek demonstre edildi (57).

PCR caligmasinda negatif kontrol igin steril bidistile su; pozitif kontrol igin

M Tuberculosis H37Ra kokeni kullanildi.
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Kullanilan Tamponlar:

Tris borat tampon (5x TBE): 54 gr Tris baz
27.5gr borik asit
20mit 0.5M EDTA(pH:8.0)
Tris EDTA (pH:8.0) : 10mM tris hidroklortir (pH:8.0)
1mM EDTA (pH:8.0)
Triton tris buffer; 99mit 20mM tris-HCL (pH:8.3)
1mlt tritonx100

Fosfat buffer salin (PBS): 8gr NaCl + 0.2gr KCI + 1.44gr NazHPO4 + 0.24gr
KH2PO4 karisimi 800mlt distile su iginde ¢ézilur ve pH:7.4 olacak sekilde HCl ile

muamele edilir. 1lt'ye kadar H20 ilave edilir. 121°C’'de 20 dakika otoklavlanir.
Istatistiksel Yéntem:

statistiksel degerlendirmeler Statistical Package for Social Sciences (SPSS
Inc.) yazilimi ile yapilmistir. statistiksel anlamlilik diizeyi igin p<0,05 (gift yonld)

alinmistir.

PCR!In tani testi olarak basarisinin  degerlendiriimesinde Islem
Karekteristigi Egrisi (Receiver operating characteristics curve ROC) yéntemi ve

capraz tablolara ait standart formuller kullaniimistir.

Hasta ve kontrol gruplarinin karsilastiriimalarinda Ki-kare ve Mann Whitney
U testleri, PCR sonuglari ile gesitli faktorler arasinda korelasyon arastiriimasinda

Spearman korrelasyon testi kullanimistir.

Grafiksel gésterimlerde Box-Whisker plot ve ROC kullanilmistir.




BULGULAR
Bu galismaya; balgam ARB teksifi pozitif olan 40 hasta ve 20 saglikii

gonullt dahil edildi. Tim olgularin yas ve cinsiyet dagilimlari Tablo 3'de

gosterilmistir.

Tablo 3. Olgularin yas ve cinsiyet dagilimlari.

Olgular n Yas (yil) Efl:\'ief”fiya%tm

)Qrt + Std.Sapma (Min-Max) f (%) ‘
Hasta 40 37.78 + 14.11(18-64) 33 /7 (82.5/17.5)
Kontrol | 20 35.60 + 7.27 (24-55) 1317  (65/395) |

| Olgularin yas dagilimlari Sekil 2'de gértlmektedir.
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Sekil 2. Olgularin yas dagihmlari.

Yas ve cinsiyet dagilimi agisindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

| anlamli bulunmadi (p>0.05).




Akciger tuberkilozu olan olgularimizin semptom siresi, BMI ve laboratuvar

ozellikleri tablo 4'de gosterilmistir.

Tablo 4. Akciger tiiberkiilozu olan olgularin semptom siiresi, BMI ve

laboratuvar ozellikleri.

Ortalama | Std. Sapma Minimum | Maksimum
| Semptom sdresi (gtn) 91,87 /9,90 10 360
BMI 20,0865 2,6623 16,35 29,75
Beyaz kire sayisi 10610,00 4376,38 4800 28200
Sedimentasyon hizi 63.35 26.88 10 110
(mm/saat)
Albumin (gr/dl) 357/ 0.484 2.4 4.7

Semptom siiresi olarak, tiiberkiloza ait semptomlarinin baglamasindan

antitiberkiloz tedavinin baslanmasina kadar gegen sire alinmistir. BMI igin;
hastalarin boy(metre) ve kilolar (kg) élculip, agirlik / boy? formulunden BMI

bulunmustur.

Hasta ve kontrol grubunun kaninda mikobakteriyal DNA'y1 arastirmak Gzere

calisilan PCR’in sonuglari tablo 5'de gésterilmistir.

Tablo 5. Olgularin kan PCR sonuglari.

Toplam PCR(+) PCR(-) |

n % n % n % |

Hasta 40 (%100) 16 (%40) 24 (%60) :
Kontrol 20 (%100) 0 (%0) 20 (%100) |
Toplam 60 (%100) 16 (%26.7) 44 (%73.3) ‘

Buna gore; kanda, PCR'In, balgam ARB yayma pozitif akciger tuberkilozu olan
hastalarda duyarlihgr 16/40=%40 ve segiciligi 20/20=%100 dur. Dogruluk orani
(accuracy, agreement)=16+20/60=%60 dir.

50



PCR'In tani testi olarak basarisinin degerlendirilmesinde islem karekteristigi
edrisi (Receiver operating characteristics curve ROC) ydntemi kullaniimigtir. ROC
egrisi ayni konuyu arastiran farkli testlerin tani basarilarinin  birbirleriyle
karsilastirilmasini saglar. Egrinin altindaki alan ne kadar blyukse tani testi olarak
o kadar basarili oldugunu gésterir. ROC egrisi Sekil 3'de gosterilmistir.
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Resim 1: Akciger tiiberkiilozlu hastalarin kanindan PCR ile amplifiye

edilen bakteri DNA’sinin UV altindaki goriiniimii.

Balgam ARB yaymasi pozitif olan hastalarin PCR sonucu ile yayma

pozitiflik derecesi arasindaki iliski tablo 6'da gosterilmistir.

Tablo 6. PCR ile balgam ARB yayma pozitiflik derecesi arasindaki iliski.

Balgam ARB yayma PCR (+) PCR(-) Toplam
pozitiflik derecesi n(%) n(%) n%

4+ (++++) 7 (%87,5) IN(@pl255) 8 (%100)
3+ (+++) 4 (%33,3) 8 (%66,7) 12 (%100)
2+ (++) 4 (%40,0) 6 (%60,0) 10 (%100)
1+ (+) 1(%10,0) 9 (%90,0) 10 (%100)
Toplam 16 (%40,0) 24 (%60,0) 40 (%100)

Akciger tuiberkulozu olan hastalarda, balgam ARB yayma pozitiflik derecesi ile kan

PCR pozitifligi arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p:0,003).
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Hastalarin balgam ARB yayma pozitiflik derecesi ile PCR sonucu arasindaki
iligki sekil 4'de gosterilmistir.
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Balgam yaymasinda ARB pozitifligi

Sekil 4. Balgam ARB yayma pozitiflik derecesi ile kan PCR sonucu
arasindaki iliski.

Hastalarin balgam ARB yayma pozitiflik derecesi ile PCR sonucu, radyolojik
olarak lezyonlarin yayginligi, kavite varligl, albumin degeri, BMI, ek hastalik

varligi, alkol kullanimi, semptom stresi, cinsiyet ve yas gibi degiskenler arasindaki
iliski tablo 7’de gosterilmistir.




Tablo 7. Balgam ARB yayma pozitiflik derecesi ile diger degiskenler

arasindaki iliski.

Degisken Balgam ARB yayma pozitiflik derecesi
Korelasyon katsayisi p (cift yonli)
(Rs*)
Kan PCR sonucu 462 ,003
Radyolojik lezyonlarin yayginlig $533 ,001
Kavite varhigi 559 ,003
Albumin degeri -,226 ,161
BMI - ,054 741
Ek hastalik varligi ,202 22
Alkol kullanimi o0 o3
Semptom sitresi ,382 ,015
Cinsiyet -,077 ,638
,128 431

Yas
* Spearman Rho **6hastada DM, 1 hastada Epilepsi, 1 hastada ASKH

Balgam ARB yayma pozitiflik derecesi ile kan PCR sonucu, radyolojik
olarak lezyonlarin yayginhidi, kavite varligi ve semptom slresi arasindaki iligki
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Ancak balgam ARB pozitifligi ile

diger degiskenler arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Hastalarin kan PCR sonucu ile ek hastalik varligi arasindaki iligki tablo 8'de

gosterilmistir.




Tablo 8. Kan PCR sonucu ile ek hastalik varligi arasindaki iliski.

Ek hastalik Toplam PCR (+) PCR(-) l

n(%) n(%) n(%) |
Var 8 (%100) 5 (%62,5) 3(%37.8) |
Yok 32 (%100) 11 (%34,4) 21 (%65,6) ?
Toplam 40 (%100) 16 (%40,0) i

24 (%60,0)

Kan PCR sonucu ile ek hastalik varligi arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p: 0,154).

Hastalarin kan PCR sonucu ile alkol kullanimi arasindaki iligki tablo 9'da

gosterilmistir.

Tablo 9. Kan PCR sonucu ile alkol kullanimi arasindaki iligki.

Alkol kullanimi Toplam PCR (+) PCR(-)
n(%) n(%) n(%)
Var 13 (%100) 8 (%61,5) 5 (%38,5)
Yok 27 (%100) 8 (%29,6) 19 (%70,4)
Toplam 40 (%100) 16 (%40,0) 24 (%60,0)

Kan PCR sonucu ile alkol kullanimi arasindaki iliski istatistiksel olarak anlaml

bulunmamistir (p:0,56).

Kan PCR sonucu ile BMI arasindaki iligki tablo 10'da gosterilmistir.

Tablo 10. Kan PCR sonucu ile BMI arasindaki iligki.

BMI Toplam PCR (+) PCR()
n(%) n(%) n(%)

Normal 14 (%100) 5 (%35,7) 9 (%64.3)

Diisiik 26 (%100) 11 (%42,3) 15(%57.7)

Kan PCR sonucu ile BMI arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p:0,882).




Kan PCR sonucu ile radyolojik olarak lezyonlarin yayginhgi arasindaki iligki

tablo 11'de gosterilmistir.

Tablo 11. Kan PCR sonucu ile radyolojik lezyonlarin yayginhgi

arasindaki iligki.

Radyolojik lezyonlarin Toplam PCR (+) 1 PCR(-)
angmhél n (%) n%) | n(
Yaygin 12 (%100) 1T (%917) | 1(%83)
{Slnlrll 28 (%100) 5(%17,9) | 23(%82,1)
\Toplam 40 (%100) 16 (%400) | 24 (%60,0) |

Radyolojik olarak yaygin lezyonu olan akciger tuberkilozlu hastalarda, kan

PCR pozitifligi, istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiksek bulunmustur

(p:0,001).

Hastalarin kan PCR sonucu ile akciger grafisinde kavite varligi arasindaki

iliski tablo 12'de gosterilmistir.
Tablo 12. PCR ile kavite varhigi arasindaki iligki.

Kavite Toplam PCR (%) PCR(-)

n(%) n(%) n(%) J
Var 18 (%100) 16 (%88,9) 2 (%11,1) J
Yok 22 (%100) 0 (%0) 22 (%100)
Toplam 40 (%100) 16 (%40,0) 24 (%60,0)

|
|

Akciger grafisinde kavite va
olarak anlamli derecede daha yiksek bulunmustur (p: 0,001).

Yayma pozitif akciger tu

rhigi olan hastalarda kan PCR pozitifligi istatistiksel

berkilozu olan hastalarin PCR sonucu ile balgam

degeri, BMI, ek hastalik varligi, alkol kullanimi, semptom stresi, cinsiyet ve yas

gibi degiskenler arasindaki iliski tablo 13'de gosterilmistir.

ARB teksif sonucu, radyolojik olarak lezyonlarin yayginhgi, kavite varligi, albumin



Tablo 13. PCR sonucu ile diger degigkenler arasindaki iligkiler.

Degisken PCR

Korelasyon katsayisi  p (gift yonl)
(Rs*)

Balgam ARB teksif pozitiflik qerecesl 462 ,003
Radyolojik lezyonlarin yayginhgi ,690 ,001
Kavite varhgi ,903 ,001
Albumin degeri -,261 ,104
BMI -,024 ,882
Ek hastalik varhgr** ,230 ,154
Alkol kullanimi ,305 ,056
Semptom stiresi 270 ,092
Cinsiyet 024 ,857
Yas | A79 72

- * Spearman Rho **ghastada DM, 1 hastada Epilepsi, 1 hastada ASKH

€ eceSI radyolollk olarak Iezyonlarm yayginhgi ve kavite varligi
larak anlamll bir l|l$ki bulunmustur (p<0. 05) Ancak kan PCR




TARTISMA

Artmis olan tanisal yontemler ve etkili antibiyotiklerin bulunmasina ragmen;
AIDS hastalarinin sayisinin artmasi ve tiiberkiiloz ile enfekte bireylerin gég etmesi
sonucu, tiberkiloz, tim dinya ¢apinda énemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir (58). Hastalik insidansi Avrupa ulkelerinin gogunda yuz binde 20'den
az iken, Hindistan, Banglades, Cin gibi tilkekerde ytz binde 100'Gn usttinde, hatta
200'0n Gstiindedir (3). Ulkemezde tiiberkiiloz hastalik insidansi, 1997 yilinda
Verem Savas Dispanserlerine kayitl hastalara gére hesaplandiginda yuz binde
33'tar. Turkiye'nin 1997 yili nifusu 62.774.000, yil iginde yeni tani konan
tiberkiiloz hastalarinin sayisi 20.778'dir (59).

Tuberkiiloz tedavisine baslamadaki gecikme, M.tuberculosis'in baskalarina

bulasmasina neden oldugu gibi, hastaligin ilerlemesine de neden olmaktadir. Bu

nedenle erken tani ve tedavi 6nemlidir.

Balgamin bakteriyolojik olarak incelenmesi; hem balgami toplayan, hem de
inceleyen personele bulasma riskinin varligi ve bazi hastalardan balgam elde
edilememesi gibi nedenler, akciger tuberkilozunun tanisinda farkli materyallerin
arastiriimasi geregini dogurmustur. Bu nedenle; M.tuberculosis'in PCR yontemiyle
hizli tespit edilmesi, antitiberkiloz tedavinin erkenden baslamasina ve

temaslilarin arastiriimasina olanak saglayacaktir.

Kocagoéz ve ark. balgam Orneginde, kaltur ve PCR yontemini
karsilastirmak amaciyla yaptiklari calismada;mikroskopi, kultur ve PCR
yontemlerindeki duyarliidi sirasiyla %68, %76 ve %87; ozgullugu ise %100,
%100 ve %96 oraninda tespit etmislerdir (56).

Tuberkiloz tanisinda kullanilan geleneksel yontemlerden olan direkt yayma
ile asido-rezistan basilin (ARB) saptanmasinda, sensitivite dustk oldugu gibi,
M.tuberculosis'i diger mikobakterilerden de ayiramaz. Balgamdaki yemek artiklari
boya pargaciklari, saprofit aside direngli bakterilerin kontaminasyonu, bir

balgamdan digerine nakil esnasinda bulasma gibi nedenlerle yanlis pozitif sonug



alinabilir. Balgam toplanmasinda yetersizlikler, balgam &rneklerinin ve boyanmis
preperatlarin uygunsuz korunmalari, preperatin veya boyanin uygun olmayis,
muayene ve okuma hatalari gibi nedenlerle yanlis negatif sonuglar da gériilebilir
(60). Lowenstein- Jensen kultur teknigi ise 8 haftaya kadar varan uzun siirede

organizmay! izole etmekte ve tip tayini icin daha da uzun zaman gerekmektedir
(32).

PCR yonteminin farkh klinik érneklerden M.tuberculosis DNA'sini basariyla
tespit ettigine dair bir ¢ok yayin vardir (61-65). Doku ve vicut sivilarinda disik
yogunlukta mikroorganizma olsa bile; PCR ydntemiyle, patojenin belirli bir DNA
bdlgesine uyan bir ¢ift oligonikleotid primerleri kullanilarak amplifikasyon

yapilabilmektedir (66).

Gegmiste yapilan hayvan inokilasyon ve kiltirleri sonucunda, periferal
kanda M.tuberculosis varhd gosterilmistir. Bu bulgu; yaygin enfeksiyonlarda,
bakteriyeminin, tuberkilozun yayilmasinda dogal bir yol oldugunu gostermesi
acisindan onemlidir (12). Ancak; HIV epidemi yapana kadar, kan kilturleri
mikobakteriyal enfeksiyon tanisinda, énemli bir tanisal yontem clarak kabul
edilmiyordu. HIV ile enfekte olan tuberkilozlu hastalarda, kan kulturlerinde
M.tuberculosis’'si tespit etme oranin %42'nin Gzerinde oldugu raporlanmistir (67).
Kan kdlturt sonuglarinin, 6zellikle immunstpresyonun derecesi ve tuberkilozun

yayginhgi ile dogru korrelasyon gosterdigi belirtiimektedir (68).

HIV enfeksiyonunun, spesifik olarak CD4 hucreleri ve makrofajlari enfekte
etmesi; hicresel immin fonksiyonlarda bozulma ve CD4 hicrelerinin ve
makrofajlarin azalmasiyla sonuglanir (28). HIV pozitif tlberkiloz hastalarinda,
ozellikle CD4 sayisinin azalmasi sonucunda, akcigerde daha az granilom
olusumu ve daha ¢ok basil yuku oldugu gortlmustir (28). Tuberkiloz basilinin
sebep oldugu enfeksiyon da baslica bu iki hicre tarafindan kontrol altina
alindigindan, HIV pozitif kisilerde azalan konak direnci; progresif primer tuberkiiloz
gelisimine, tuberkulozun akciger digl organlara hematojen yayilmasina ve dnceki

enfeksiyonun reaktivasyonuna neden olur (31).



Jones ve ark. yapmis olduklar caligmada, kan kdiltiirlerinin sadece HIV-
pozitif ve CD4 T-lenfosit sayisinin <100\ult olan hastalarda yeteri kadar sensitif

oldugunu ve CD4 lenfosit sayisinin hematolojik yayilimda kritik rol oynadigini
belitmektedirler (69).

HIV-negatif hastalarda ise, kan kiltirtinde, tiberkiloz basilini tespit etme
konusundaki bilgiler kisithdir. Bazi galigmalarda oldukga distk pozitiflik orani elde

edilmigsken, bazi calismalarda ylksek pozitifik orani  raporlanmistir
(Sl nl 206857 0574

Kan, balgama gére daha az PCR inhibitér madde igerdiginden, periferal kan
monontkleer hiicrelerinden M.Tuberculosis DNA'sini tespit etmek, balgama gore
daha kolay islemler gerektirmektedir (10,11). Ayni zamanda kan érnegi elde etmek

kolaydir.

Bizim calismamizda; HIV seronegatif hastalarda, kanda M.tuberculosis
DNA’si, PCR yontemiyle %40 oraninda bulunmustur. Niyaz Ahmed ve ark.
akciger tuberkilozu olan HIV seronegatif imminkompetan 16 hastada, PCR ile
kanda 7 hastadan (%43.75 ), M.tuberculosis DNA'sini izole etmisler. Calismaya
aldiklarl hastalar 2 hafta boyunca antitiiberkiiloz tedavi almis olan hastalardir.
Tedavi baslanmadan kan o¢rnedi alinarak basil DNA's| arastiriimis olsayd!,
calismanin sensitivitesinin daha da yiksek olabilecegini belitmektedirler. Bizim
calismamiz daha genis bir hasta poptlasyonundan olusmaktadir ve tum
hastalardan tedavi baslanmadan o6nce kan alinarak PCR teknigi ile basil DNA's|
arastiriimistir. Buna ragmen bizim c¢alismamizda sensitivite benzer oranda
bulunmustur (70). Condos ve ark.'nin yapmis oldugu calismada kan PCR sonucu
pozitif olan 15 hastanin, tedaviden 1 ay sonra bakilan kan PCR sonuglari da pozitif
iken, 4. ayda bu 15 hastanin 13'tntin kan PCR sonucunun negatiflestigi

gorulmustur (11). Bu bize antitiberkiloz tedavinin erken dénemde PCR'in

sensitivitesini cok fazla etkilemeyecegini dustundurmektedir.

Folgueira ve ark.’nin yapmig oldugu calismada ise; HIV pozitif hastalarin

0s82'sinde, HIV negatif hastalarin ise %33'inde PCR'I pozitif bulmuslardir
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(p<0.01). Dissemine tiiberkiloz tespit ettikleri hastalarin tuminde PCR pozitif iken,
ekstrapulmoner tiiberkillozu olan hastalardan, HIV pozitif olanlarin %100'Gnde ( 3
hastada), HIV negatif olanlarin %27'sinde (11 hastanin 3'inde ) PCR pozitif
bulunmustur. Ozellikle HIV ile enfekte hastalarda, kandan direkt M.tuberculosis
amplifikasyonunun hizli tani koymada énemli oldugunu ve HIV negatif hastalarda
da eskiden dustinuldtginden daha fazla hematojen yayilim varligini gosterdigini
belitmektedirler. Periferal kan mononiikleer hucrelerinde  M.tuberculosis
DNA'sinin 6zellikle HIV pozitif olan hastalarda, dissemine ve ekstrapulmoner
tiberkiloz formunda, hizli tanida yararli bir yontem olabilecegi sonucuna
varmislardir  (12). Cunki dissemine tuberktloz gelisimi, primer pulmoner
enfeksiyonu takiben meydana gelen basilemi sonucunda, multiple organda
progresif hastalik gelisimine sebep olabilir. Primer enfeksiyondan yillar sonra
reaktivasyon tiiberkiilozu formunda da gelisebilir. Bu durum ateke olan akcigerden
veya diger lezyonlardan kan dolagimina ¢ok miktarda basil gegisi ile olabilir. Diger
bir olasilik, bir cok bélgede es zamanl reaktivasyon olmasidir. Bu durum
immunitedeki ani dilsme sonucunda primer basilemi sirasinda nadiren gorulebilir.
Dissemine hastalik icin risk faktorleri; AIDS, alkol alimi, steroid kullanimi, gebelik
veya postpartum donem, kanser, bobrek yetmezligi, organ transplantasyonudur
(27). Calismamiza, ekstrapulmoner, miliyer veya dissemine tuberkiloz formu olan
hastalar dahil ediimemisti. Kanda, PCR ile %40 oraninda M.tuberculosis
DNA'sinini saptadigimiz g¢alismamizda, hastaligi akcigerde sinirli kalan, HIV

negatif tiberkiloz hastalarinda kana basil gecisinin oldugunu gosterdik.

Schluger ve ark. ise akciger tiberktlozu olan 8 hastada yapmis olduklari

'gallsmada; tum hastalarda, kanda, PCR ile tuberkiloz basil DNA'sini pozitif
bulmuslardir. Calismadaki hasta sayisi azdir ve hastalarin 6's1 HIV-pozitiftir (72).
Condos ve ark.'nin ¢alismasinda; 41 aktif akciger tuberkulozlu hastanin, 39'unda
(%95) PCR pozitif sonug vermistir. Hastalarin %43'U HIV pozitifken, %40'1 negatif
ve %17'sininki bilinmemektedir. Calismalarinda pozitif PCR sonuglarinin,
hastalarinin  HIV. durumundan etkilenmedigini  belitmektedirler (11). Bizim
calismamizda tim hastalar HIV negatiftir; ancak Condos ve ark. ile Schluger ve
ark.'nin yapmis oldugu calismalardaki kadar yuksek oranda kan PCR pozitifligi
bulamadik. Bu durum, Folgueira ve ark.'nin da belirtigi gibi ¢zellikle HIV ile enfekte
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tiberkiloz hastalarinda hematojen yayilimin daha fazla oldugunu desteklemekte

ve CD4 lenfosit sayisinin  hematolojik yayilimda &nemli olabilecegini

dusundurmektedir.

Del Prete ve ark. akciger tiiberkiilozu olan hastalarda, kanda PCR ve non-
izotopik hibridizasyon yontemiyle M.tuberculosis DNA'sini tespit etmek amaciyla
calisma yapmislar ve 30 hastanin 26'sinda (%87) kanda dolasan mikobakteriyal
DNA. PCR'l takiben hibridizasyon yontemiyle tespit edilmistir. Calismaya dahil
edilen  hastalarin  10'unda  imminstpresif  hastalik varken,  20'si
immunkompetandir. Sonugta hastalar imminstprese olsun ya da olmasin

basillerin alveoler bosluktan kana gegtigini belitmektedirler (10).

Tuberkiloz basilinin immiinkompetan hastalarda kana naslil gectigi ya da
akciger tuberkilozu olan tum hastalarda neden kanda basil DNA'sInIn
gosterilemedigi henlz tartisma konusudur. Bazi olasiliklar Gizerinde durulmaktadir.
Bunlar: basilin, primer enfeksiyon bslgesinden lenfatikler yolu ile hiler lenf
nodlarina tasinip, mediastinal lenfatiklerle, ductus torasikusa ve sol subklavian ven
yolu ile sag kalbe ve akcigerlere gitmesi veya primer lezyona komsu kugdic
damarlara basilin invazyonuyla viicudun degisik bolgelerine yayilim olmasidir. Bir
diger olasilik ise inflamatuar bolgeye go¢ eden monosit-makrofaj veya polimorf
naveli fago-sitlerin, mikobakteriyi fagosite ederek tekrar kan dolasimina dénmeleri

sonucu hematojen yayilimin olabilecegidir (23).

Biz calismamizda ozellikle balgam ARB teksif pozitiflik derecesi yluksek
olan hastalarda, kan PCR sonucunu pozitif bulduk (p<0.05). Hastalarin basil yuku
ne kadar ¢ok fazla ise, alveolar bosluktan kana basilin gegcisinin de o kadar gok

olabilecegini dusundirmektedir.
J

Hastalarin akciger lezyonlarini radyolojik olarak degerlendirdigimizde,
lezyonlari yaygin olan tiiberkiiloz hastalarinda, kan PCR pozitifligini daha yuksek
oranda saptadik. Hastalarimizin hicbirisinde ekstrapulmoner tiberkiloz yoktu.
Ancak hastalik daha yaygin oldugunda, yani radyolojik olarak daha genis akciger

sahasl tutuldugunda, basilin kana gecisinin daha kolay olabilecegini



dusindurmektedir. Bunun sebebi belki de yaygin hastalik ile beraber, basil
yukinin de daha fazla olmasi ve alveollerde hicresel immin mekanizma
tarafindan enfeksiyon yayilliminin kontrol altina alinamamasi ile  basillerin

hematojen yayilim gostermesidir.

Biz kaviteli lezyonu olan hastalarda, kan PCR sonucunu daha ylksek
oranda pozitif bulduk. Kavite olusumunun; organizmanin enfeksiyonu
sinirlandirma gabasi sonucu oldugunu disnirsek, basillerin kaviteli hastalarda,
kana daha az oranda gecmis olmasini beklerdik. Ancak bizim calismamizda
kaviteli lezyonu olan hastalarin gogunda ayni zamanda akciger grafisinde yaygin
parankimal infiltrasyonun da oldugunu gérdik. Bu durum daha o6nce de
bellirttigimiz gibi yaygin hastaliga bagh olarak, immin mekanizma tarafindan
enfeksiyonun kontrol altina alinamamasi ve basillerin daha gok hematojan yayihm

gostermis olabilecegini dustindurmektedir.

Calismamizda yas ve cinsiyet ile kan PCR pozitiflik orani arasinda anlamli

bir iliski bulunmadi. Diabetes mellitus ve alkol kullanimi gibi immun sistemi dolayli

olarak etkileyebilecek durumlar ile kan PCR pozititifligi karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gértimedi.

Calismaya aldigimiz hastalarda body-mass indekslerine baktigimizda, %65
hastanin yaslarina goére olmasi gereken body-mass indeksinden daha dusik
degere sahip oldugu saptandi. Dustk body-mass indeksine sahip malnutrisyonlu
hastalarda, immiunolojik fonksiyonlarda meydana gelen degisiklik sonucunda,
tiberkiiloz riskinde artis olabilecegi belirtimektedir (73). Malnttrisyonda hucresel
immunite, fagosit fonksiyonu, kompleman sistemi, sekretuar IgA, antikor ve sitokin
tiretimi belirgin olarak bozulur.Kan lenfosit sayisi duser, T helper/ T supresor hicre
orani azalir (74). Karaciger ve bobrek hastaligi olmayan hastalarda albimin degeri
beslenme durumunu yansitabilir. Kot nutrisyonel durumu yansitan distk body-
mass indeksi ve hipoalbtminemi varligi HIV seronegatif hastalarda CD4 T lenfosit
azalmasina yol acarak, tuberklloz gelisimine ve basilin hematojen yayilimina
neden olabili}r (75). Ancak BMI ve alblimin degerleri ile kan PCR sonugclarini

karsilastirdik ve arada istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulamadik.




Caligmamizda, hastalann akciger tuberkilozuna ait semptomlaninin
baslamasi ile tedavi baslangici arasinda gegen sureye baktigimizda, ortalama
semptom sdresinin 91.87gun (10-360) gibi yuksek degerde oldugunu gorduk.
Semptom siresinin uzun olmasi, hastaligin daha da yayginlagarak, hem immunite
hem de nitrisyonel durumda bozulma yaparak kana daha yiiksek oranda basil
gecmesine sebep olabilir. Ancak karsilagtirma yaptigimizda semptom suresi ile

kan PCR sonucu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik.

Biz calismamizda, amplifiye ettigimiz basil DNA'sini, agaroz-jel elektroforez
yontemini kullanarak gésterdik. Nolte ve ark. yaptiklan calismada sadece jel
analizi ile PCR'da %85 duyarlilik ve %97 6zgulluk saptamislardir. Bu asamadan
sonra hibridizasyon yaptiklani zaman duyarlilik %91, Ozgillikte ise %100e
ulagsmuglardir (76). Kolorimetrik hibridizasyon ydnteminin sensitivitesi, agaroz-jel

elektroforezine gore 5-10 kat daha yuksektir (10).

Bazi calismalarda farkli primerler kullanilarak, farkli molekiler agirhiktaki
bantlar elde edilmistir (10,12,70). Kullanilan primerlerin hedef DNA ile her zaman

homolog olmamasi yalanci negatiflige neden olabilir. Biz calismamizda;

INS1 5 CGTGAGGGCATCGAGGTGGC 3
INS2 5 GCGTAGGCGTCGGTGACAAA 3’

primerlerini (57) kullandik. Amacimiz M.tuberculosis'in ortaya cikanimasi igin
1S986 dizgesinde 245 baz ciftik DNA'nIn amplifiye edilmesi idi. Galigmamizda
duyarlihig: % 40 , seciciligi%100 bulduk. iki primer yerine dort primer (nested PCR)
kullanildiginda testin duyarlihigi daha da artmaktadir (65). Schiuger ve ark.
calismalarinda dort primer kullanmislar ve calismaya aldiklan 8 hastanin ttmunde
de kanda, basil DNA'sini amplifiye etmislerdir (72). Miyazaki ve ark caligmalarinda
degisik klinik 6rneklerde, yine nested PCR yontemini kullanarak %97 duyarlilik ve
%92 6zgullik ile M.tubercolosis DNA'sini amplifiye etmisler (65). Bu sonuglar bize

nested PCR'in kullaniimasinin duyarhligi arttirdigini gostermektedir.

PCR calismalarinda karsilasilan en onemli sorunlardan biri, bir dnceki

islemde elde edilen reaksiyon trtnlerinden kontaminasyondur. PCR ile sayilari bu
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denli cogaltilan niikleik asitlerin; tozlar, giysiler, eldivenler Uzerinden hatta aerosol

damlaciklar seklinde bile etrafa yayllmasi ve kontaminasyona sebep olmasi
mumkundar (51). Biz calismamizda kontaminasyonu engellemek amaciyla,
orneklerin kabul edildigi ve islendigi, g¢ozeltilerin hazirlandigi, amplifikasyon ve
sonuc gozleme odas! seklinde dort ayri odada calistik. Her galisma serisi igin
pozitif ve negatif kontroller kullandik. Pipet uglari, distile su ve tamponlari
otoklavda steril ederek kullandik ve her iglem igin ayri pipet, eldiven v.b. kullandik.
Negatif kontrollerimiz, negatif sonug verdi. Ayrica saglikl kontrol grubumuzda da
tum sonuglar negatif bulundu. Bu orneklerin hazirlanmasi sirasinda kros-

kontaminasyon olmadigini desteklemektedir.

PCR laboratuvarlarinda, cesitli nedenlere bagli olarak, yalanci negatiflik ile
de karsilasilabilir. Ornegin basarisiz bir ekstraksiyon uygulanmasi, uygun olmayan
tampon veya reaktiflerin kullanimi, yetersiz amplifikasyon, reaksiyonun bir
asamasinda PCR inhibitérlerinin devreye girmesi, primer secicinin uygun
olmamas! belli basl yalanci negatiflik nedenlerini olusturur (51). Yéntemin
guvenilirliginin saglanabilmesi icin orneklerle birlikte mutlaka bir negatif ve bir

pozitif kontrol de ¢aligiimalidir (50).

Sonugta; HIV seronegatif pulmoner tuberkiilozu olan hastalarda, PCR ile
kanda, M.tuberculosis DNA'sinin saptanabildigini  gosteren bu calisma, daha
snceden bu hastalarda gézardi edilen hematojen yayilimin onemli oldugu
gergegini ve bu hastalarda tuberkuloz tanisinda kanin, uygun bir materyal olarak
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Ancak PCR calismalarinda henlz evrensel
bir standardizasyon saglanamamig olmas! sorun yaratmaktadir. Devam eden

calismalar sonucunda, bu testin rutin kullanimdaki yeri daha iyi tayin edilecektir



OZET

HIV ile enfekte ve dissemine veya ekstrapulmoner tiberkilozu olan
hastalarda hematojen yayiim oldugu ve kandan, direkt M.tuberculosis
amplifikasyonunun hizli tani koymada énemli oldugu bilinmektedir. HIV seronegatif
ve akcigerde sinirl tiberkilozu olan hastalarda ise eskiden dustnaldiginden

daha fazla hematojen yayilim oldugu belirtimektedir.

Calismamizda yeni vaka yayma pozitif akciger tuberkilozu olan HIV-
seronegatif eriskin hastalarda, periferal kanda, M.tuberculosis basilini PCR teknigi
ile arastirarak; PCR'In duyarlilik ve &zgullugind belirledik. PCR pozitifligi ile
hastaligin radyolojik olarak yayginligi, kavite varligi, body-mass indeksi, albimin
degeri, semptom suresi, ek hastalik varligi ve hastalarin karekteristik 6zellikleri ile

arasindaki iligkiyi inceledik.

Bu amagcla Atatiirk Gégus Hastaliklari ve Gogus Cerrahi Merkezine Subat
2001- Eylal 2001 tarihleri arasinda basvuran, daha o6nceden hic antitiberkiloz
tedavi almamis, yeni vaka, yayma pozitif akciger tuberkilozu olan 40 hasta ile
hicbir hastaligi olmayan ve daha onceden tuberkiloz gegirmeyen 20 vakadan
olusan kontrol grubu alindi. TGm olgulardan periferik kan érnegi alinarak, Refik
Saydam Hifzisihha Merkezi Ttberkdloz Arastirma ve Referans Laboratuvarinda

PCR yontemiyle Mycobacterium tuberculosis DNA's| arastirildi.

Balgam ARB yayma pozitif akciger tlberkilozu olan hastalarda, kanda,

PCR yonteminin duyarlihgi %40, seciciligi %100 ve dogruluk orani %60 bulundu.

Balgam ARB yayma pozitiflik derecesi ile kan PCR pozitifligi arasindaki iligki
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p:0,003). Akciger grafisinde yaygin lezyonu
olan veya kavitesi olan hastalarda kan PCR pozitifliginin istatistiksel olarak
anlamli derecede daha ylksek oldugu gértldu (p: 0,001). Ancak kan PCR sonucu
ile albimin degeri, body-mass indeksi, ek hastalik varligi, alkol kullanimi, semptom

stresi, yas ve cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi.
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Sonugta; HIV-seronegatif pulmoner tiiberkilozu olan hastalarin %40'inda
PCR ile kanda, M.tuberculosis DNA'sinI saptayarak bu hastalarda gézardi edilen
h.ematojen yaylhimin 6nemli oldugunu ve akciger tuberkilozu tanisinda kanin,
uygun bir materyal olarak kullanilabilecegini distnmekteyiz. Devam eden
calismalar sonucunda PCR yéntemiyle ilgili bir standardizasyon saglanmasi ile bu

testin rutin kullanimdaki yerinin daha iyi tayin edilecegine inaniyoruz.
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