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OZET

Ozden, M., Mycobacterium tuberculosis izolasyonu Oncesinde Uygulanan iki Farkh
Dekontaminasyon, Homojenizasyon Isleminin Karsilastirilmasi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2019. Bu ¢alismanin amaci, iki farkli dekontaminasyon yontemi olan, N-asetil-
L-sistein-sodyum  hidroksit (NALC-NaOH) ve Decomics homojenizasyon-
dekontaminasyon kitinin etkinligini, Mycobacterium tuberculosis H37Ra susu eklenerek
hazirlanan balgam 6rneklerinde boyama, kiiltiir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
degerlendirmektir. M. tuberculosis H37Ra susu kullamlarak icerisinde 10%-10Y/ml
yogunlugunda bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu siispansiyonlardan ii¢ ml balgam
bulunan 50 mI’lik steril tiipiin icerisine 0,5 ml eklenmistir. Otuzyedi defa iki set seklinde
hazirlanan 6rnekler NALC-NaOH yontemi ve Decomics kiti kullanilarak homojenize-
dekontamine edilmistir. Dekontaminasyon sonrasi sivilardan aside direngli boyama
(ARB) yapilarak mikroskopta incelenmis, Lowenstein — Jensen (LJ) ve Middlebrook
(MB) 7H10 besiyerlerine ekilmis ve PZR yapilmistir. ARB ve PZR incelemelerinde 108,
107, 10°, 102, 10* ve 10"/ml yogunluklarda NALC-NaOH y&ntemi ve Decomics Kitinin
sonuclart arasinda anlamli bir fark yokken; 10°, 10*/ml oraninda bakteri bulunan
orneklerin ARB boyama ve PZR’larinda NALC-NaOH yontemi, Decomics kitine gore
daha basarili bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir, [ARB boyama
(10%/ml) p=0,016 ve PZR (10°/ml) p=0,5; ARB boyama (10*/ml) p=0,012 ve PZR
(10*/ml) p=0,016]. MB ve LJ besiyerlerinde yapilan kiiltiir sonunda, 108, 107, 10°, 10°,
103, 10? ve 10'/ml’de iki yontem arasinda fark bulunmamustir. Ancak 10%*/ml oraninda
bakteri bulunan 6rnegin ekimlerinde iki yontem arasinda farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak Decomics kiti balgami etkin olarak dekontamine
edebilmekte ve 10°-108/ml yogunlukta bakteri iceren Orneklerde izolasyon basaril
olmaktadir. Decomics kitinin 6zellikle balgaminda yogun bir sekilde tiiberkiiloz basili
bulunan hastalarda, ¢ok fazla ekipman ve santrifiij gerektirmedigi i¢in, kisith olanaklari

olan laboratuvarlarda kullanilabilecegini sdyleyebilmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, homojenizasyon

dekontaminasyon, izolasyon
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ABSTRACT

Ozden, M., Comparison Of Two Different Dectontamination, Homogenization
Procedures Applied Before The Mycobacterium tuberculosts 1solation, Hacettepe
University Graduate School Of Health Sciences Microbiology Master’s Degree,
Ankara, 2019. The aim of this study is to compare the homogenization and
decontamination efficiency of two methods, namely n-acetyl-I-cysteine-sodium hydroxide
(nalc-naoh) decontamination method and decomics decontamination Kit, in sputum
samples spiked with Mycobacterium tuberculosis H37 Ra, by using staining, culture and
pcr methods. Two series of spiked bacterial suspensions were prepared from M.
tuberculosis H37Ra strain. Serial dilutions were made in three ml sputum containing
sterile tubes, by adding 0.5 ml bacteria to the concentrations of 10'/ml-108/ml. One of the
series was used for decontamination with NALC-NaOH method and the other for
Decomics decontamination Kit. The study was carried out 37 times. After
decontamination, samples were stained; inoculated in Lowenstein Jensen (LJ) medium
and Middlebrook (MB) 7H10 medium and PCR was performed. There was no significant
difference between the results of the NALC-NaOH method and Decomics method in acid-
fast bacilli (AFB) staining and PCR examinations at 108, 107, 10°, 103, 10 and 10"/ml.
However, in the rest of the concentrations, significant differences were found between the
NALC-NaOH method and the Decomics method. (AFB staining (10°/ml) p=0.016 and
PCR (10°/ml) p=0.5, AFB staining (10*/ml) p=0.012 and PCR (10*/ml) p=0.016). There
was no significant difference between the results of NALC-NaOH method and Decomics
method at 108, 107, 10, 10°,10%, 102 and 10'/ml in cultures on MB and LJ media.
However, a significant difference was found between the NALC-NaOH method and the
Decomics method in cultures with 10*/ml bacteria. As a result, it can be said that,
Decomics efficiently decontaminates sputum and bacilli can be detected in the
concentrations of approximately 10°-108/ml. Usage of Decomics decontamination kit can
be helpful where tuberculosis is endemic and in areas where the laboratory facilities are

inadequate since Decomics kit does not require centrifugation.

Keywords:  Mycobacterium  tuberculosis  complex, = homogenization

decontamination, isolation
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1. GIRIS

Tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK) olarak
isimlendirilen bir bakteri grubunun yol agtig1 bir enfeksiyon hastaligidir. Bu grupta M.
tuberculosis (MTB), Mycobacterium bovis, M. bovis BCG, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae, Mycobacterium canetti ve
Mycobacterium pinnipedi tiirleri yer almaktadir. Hastaliktan %97-99 oraninda MTB
sorumludur (1,2). Insanlik tarihinin en eski hastaliklarindan biridir. Giiniimiizde ise

diinya ¢apinda 6liim nedenleri arasinda dokuzuncu siradadir (3).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2018 tiiberkiiloz raporunda bildirilen verilere gére
2017'de % 90’1 15 yas tstii olan 10 milyon yeni vaka oldugu, 558.000 rifampin
direncli tiiberkiiloz oldugu bunlarin %82’sinin ¢ok ilaca direncli tiiberkiiloz (CID-TB),
%8’inin de yaygimn ilag direngli tiiberkiiloz (YID-TB) oldugu tahmin edildigi
bildirildi. Bu raporda tedavide %82°lik bir kiiresel basar1 oldugunu bildirilmistir. 2017
yilinda 1,6 milyon kisi 61diigii bunlarin 300.000’inin insan bagisik yetmezlik viriisii
(HIV) pozitif hastalar oldugu ve 6liimlerin %95’inin diisiik ve orta gelirli iilkelerde
oldugu bildirildi. Diinya niifusunun %?23'linde latent enfeksiyon goriildigi
bildirilmigtir. Turkiye’nin 2017 verilerine gore ise olgu hizi1 100.000°de 15,7°dir.
Tiiberkiilozun insidansi 10 yilda iilkemizde diisme egiliminde olsa da hala 6nemli bir

halk saglig1 problemi olarak yer almaktadir (3).

Tiberkiiloz 1944 yilindan bu yana tedavi edilebilir bir hastaliktir. Bu tedavi ile
2000-2016 yillar1 arasinda etkili tan1 ve tedavi yoluyla 53 milyon kisinin hayati
kurtarilmistir (3). Ancak hala dakikada bir kisinin enfekte oldugu ve yilda 1,3 milyon
oliim oldugu bildirilmektedir. Tedavi edilmeyen aktif tiiberkiilozlu hastalar ise her yil
10-15 kisiye tiiberkiiloz basilini bulastirmaktadir (4). Tiiberkiilozun 6nlenebilmesi i¢in

hastalara hizl bir sekilde tan1 koyulmasi ve etkin tedaviye baslanmasi gerekmektedir.

Tiiberkiiloz tanisinda umutla kullanilmaya baglanan molekiiler yontemler
beklentileri karsilamadigi i¢in klasik kiiltiir yontemi altin standart olarak yerini
korumaktadir. Kiiltiir yontemi bakterinin yavas iiremesi nedeniyle hizli ve kolay
degildir. Kiiltir i¢cin balgam gibi steril olmayan orneklere homojenizasyon-
dekontaminasyon islemleri uygulandiktan sonra ekimleri yapilir. Steril viicut sivilar
ise bakterinin iireme sansini arttirmak icin bu islemler yapilmadan ekilir. Orneklerin

homojenizasyon-dekontaminasyon asamasi, mikroskobik inceleme ve kiiltiir



yontemleri i¢in duyarlilik belirleyici bir asamadir. Her ne kadar ileri teknoloji kiiltiir
ve boyama yoOntemi kullaniliyorsa kullanilsin  kiiltiir Oncesinde yapilan
homojenizasyon-dekontaminasyon asamasi gerektigi sekilde yapilmazsa, alinacak
sonuglarin kalitesi diisecektir. Baslica homojenizasyon-dekontaminasyon yontemleri;
NALC-NaOH, NaOH Ogawa, NaOH Modifiye Petroff yoOntemidir.
Dekontaminasyonun temel amaci Ornegin mikrobiyota iyelerinden arindirilarak
dekontamine edilmesi, olas1 basillerin yogunlastirilmasidir. En sik kullanilan ve CLSI
tarafindan 6nerilen yontem NALC-NaOH yontemidir. Bu yontem de kontaminasyon
orant %5’ten fazla ise NaOH Modifiye Petroff yontemi, santrifiijiin olmadigi
laboratuvarlarda ise NaOH Ogawa yonteminin kullanilmasi1 Tiirkiye Halk Sagligi
Genel Miidiirliigii’nce énerilmektedir. Ornekler dekontaminasyon sonrasi bir kati bir

de s1v1 besiyerine ekilmelidir (5).

Bu ¢aligmanin amaci, iki farkli homojenizasyon-dekontaminasyon yonteminin
bagarisini, M. tuberculosis H37 Ra susu belirli oranda eklenerek hazirlanan balgam

orneklerinde mikroskobik, kiiltlir ve molekiiler yontemler ile karsilagtirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihce

Tiiberkiiloz hastaligi bilinen en eski hastaliklarindandir. Eski Misirlilar’in tibbi
kayitlarda lenf tiiberkiilozunu tanimlayan bilgiler yer almaktadir. Cin kaynaklarinda
da tiiberkiilozu diisiindiiren tanimlamalar vardir (6). Hippocrates kitabinda erime
tilkenme anlamina gelen “phtisis” deyimini kullanmistir (7). Roma Imparatorlugu
doneminde hekimlik yapan Aretaus hastaligi “kisik sesli, boyunlari az biikiik ve sert,
parmaklari silindirik ama sis, kemikleri belirgin, tirnaklart egri, burunlar silindirik,

yanaklar1 pembe skapulalar1 kusun kanadina benzer” seklinde tanimlamustir.

Halk saghg ile ilgili kayitlarin tutulmaya baslanmasiyla birlikte Ingiltere’de
1667’de biitiin 6liimlerin %25’inin tiiberkiiloz yiiziinden oldugu bildirilmistir. Sanayi
devrimi ile birlikte 17. ve 18. yy.’da yoksul ve yetersiz beslenen insanlarin sayisinin
artmas: tiiberkiilozun insidansinin artmasima sebep olmustur. Hastalik Ingiltere’den
tiim Bat1 Avrupa’ya yayilmistir. Bati Avrupalilar ile birlikte tim diinyaya yayilmistir
(8,9). On dokuzuncu yiizyilin baglarinda Avrupa’nin %70’inin tiiberkiiloz oldugu
bildirilmistir (10).

Osmanli Imparatorlugu’nda ise 19. yy ortalarinda etkileri gériilmiis ve 1839
yilinda Sultan II. Mahmut ve 1861 yilinda oglu Sultan Abdiilmecit tiiberkiiloz
nedeniyle 6lmiistiir. Birinci Diinya Savaginin sonucu olarak ekonomik agidan yipranan

ve yoksullagan Anadolu’ya yayilmistir (12).

Robert Koch 24 Mart 1882’de tiiberkiilozun MTB tarafindan olusturulan bir
enfeksiyon hastaligi oldugunu gostermistir (8). 1903 yilinda Von Pirgued, tiiberkiilinin
tiiberkiiloz hastalarinda gosterdigi reaksiyonlar icin ‘allerji’ kavramini ileri siirmiis ve
1907°de tibbi olarak kullanilabilir hale getirmistir. Charles Mantoux ve digerleri
tiberkiilin uygulamasinda degisiklikler yapmislardir. 1921°de Calmette-Guerin
tarafindan BCG asis1 bulunmustur (12). Florence Seibert 1934’de tiiberkiilinden
saflastirilmis protein tiirevi (PPD) elde etmis ve PPD tiiberkiiloz enfeksiyon hastaligini
saptamada kullanilmaya baslanmistir (11). Waksman’in 20 Kasim 1944’de
streptomisini bulmasi ile tiiberkiilozlu hastalar tedavi edilmeye baslanmistir. Tekli
antibiyotik kullanildigi i¢in kisa siirede bu ilaca kars1 direng gelismistir. 1946’da para-
amino salisilik asit’in (PAS) MTB’ye etkisi gosterilmis, 1952’de izoniazid (INH)



bulunarak, 18-24 ay boyunca figlii ntibiyotik tedavisi uygulanmigtir. Sonunda
tiiberkiiloz tedavi edilebilir bir enfeksiyonh hastaligi haline gelmistir. Daha sonraki
yillarda pirazinamid (PZA), etambutol (EMB) ve rifampisin (RIF) bulunarak tedaviye

eklenmis ve tedavi siiresi alt1 aya distirtilmiistiir (12,13).
2.2. Epidemiyoloji
2.2.1. Diinyada Tiiberkiiloz

Yiiksek refah seviyesine sahip tilkelerde 1970’11 yillarda tiiberkiilozun eradike
edilecegi ongoriiliirken, 1985 yilindan itibaren insidansin tekrar artmaya basladigi
goriilmustir (11). Gelismekte olan iilkelerde, tiiberkiiloz hakkinda 1950°den 6nce
yeterli veri bulunmamaktadir. DSO’niin planladig1 tiiberkiiloz kontrol programlari
gelismekte olan iilkelerde 1960’dan sonra uygulanmaya baslanmistir. Ancak 1990°da
uygulanan programlarinin {ilkelerin tiiberkiiloz sorununu ¢6zmedigi goriilmiistiir (14).
“Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi” programi DSO tarafindan 1993 yilinda
baslatilarak tiiberkiiloz ile miicadele edilmeye c¢alisilmistir, ancak 2000°1i yillarda
amaca ulasilamadig: goriilmiistiir. DSO daha sonra 2015 yila kadar siirecek olan
Tiiberkiiloz Durdurma Stratejisi programini hazirlamistir. Bu programin amact 2050

yilina gelindiginde yillik olgularin 1/1.000.000’in altina diisiiriilmesidir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2018 tiiberkiiloz raporunda bildirilen verilere gére
2017'de %90°1 15 yas iistii olan 10 milyon yeni vaka oldugu, bunlarin 5,8 milyonun
erkek, 3,2 milyonun kadin, 1 milyonun ise ¢ocuk oldugu bildirilmistir. 558.000 RD-
TB oldugu bunlarin %82’sinin CID-TB, %8’ininde YID-TB oldugu tahmin edildigi
bildirildi. Bu raporda tedavide %82’lik bir kiiresel basar1 oldugunu bildirilmistir. 2017
yilinda 1,6 milyon kisi 6ldiigii bunlarin 300.000’inin HIV pozitif hastalar oldugu ve
6liimlerin %95 inin diislik ve orta gelirli {ilkelerde oldugu bildirildi. Diinya niifusunun

%23'linde latent enfeksiyon goriildiigi bildirilmistir (3).

DSO 2018 raporunda; 2025 yilma kadar tiiberkiiloza bagl &liimlerin %6,5
oraninda azalmasi, tiiberkiiloz insidansin da %10 azalma hedeflendigi bildirilmistir.
Bu hedeflere ulagsmak i¢in raporda tiiberkiilozun tani, tedavisinin dogru planlamasi

gerektigini vurgulanmistir (3).



2.2.2. Tiirkiye’de Tiiberkiiloz:

Tiirkiye Halk Sagligi Genel Miidiirliigi’niin Tiirkiye’de Verem Savagi 2017
Raporu’na gore; toplam 12.772 yeni ve niiks tiiberkiiloz olgusu 2015’de kayitlara
girmistir. Toplam olgu hiz1 yliz binde 17,5’ten yiiz binde 15,7’¢ diisiis gostermistir.
Hastalarin 7.210°1 (%56,5) erkek, 5.562°1 (%43,5) kadindir. Cinsiyet acisindan
bakildiginda E/K oran1 1,4’tiir. Yas gruplarina gore olgu hizlar1 incelendiginde, 5-14
yas grubunda diisiikken 15-24 yas grubunda aniden yiikseldigi, 65 ve iizeri yaslarda
en yiiksek diizeye (yliz binde 32,7) ulastigi goriilmektedir. 13.409 hastanin 11.803’i
yeni olgu iken 747’si 6nceden tedavi almig olgulardir. Hastalarin %59,5’1 (7.598) AC-
TB’u, %35,6’s1 (4.548) AD-TB, %4,9’u (626) AC-TB’u ve AD-TB’dur. Toplam
12.772 tiiberkiiloz olgusundan 61’inin HIV pozitif oldugu tespit edilmistir. 2013°de
yabanci uyruklu hastalarin sayis1 872°dir. Bunlarin %83,6’s1 (729) Asya, %9,4’ii (82)
Avrupa, %6,7’si (58) Afrika, %0,3i (3) Amerika kitasi iilkelerindendir. Yabanci
uyruklu hastalarin 489 tanesi Suriye uyrukludur (15).

2.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri
2.3.1. Taksonomi:

Alem: Prokaryot

Sube: Firmicutes

Sinif: Actinobacteria

Takim: Actinomycetales

Aile: Mycobacteriaceae

Cins: Mycobacterium

MTB, tiiberkiiloz hastaligina neden olan énemli Mycobacterium tiirlerinden
biridir (19). Bakteriyolojik ve DNA dizi homoloji benzerligi gosteren tiirler kompleks
adr altinda bir grupta toplanmaktadir. Tiiberkiiloz etkeni olan ve MTBK ad1 altinda
toplanan tiirler, M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti,

M. caprae, M.canetti ve M. pinnipedi’dir. MTB insanlardaki tiiberkiilozun en sik



etkenidir (1,16). Diger mikobakteriler, “Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TBDM)”
grubunda bulunurlar. Bu grubun i¢inde saprofit ve firsat¢1 olan mikobakteriler vardir.
Mycobacterium  avium-intracellulare  kompleksi, Mycobacterium  kansasii,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium sucrofulaceum,
Mycobacterium malmoense, Mycobacterium haemophilum, Mycobacterium marinum

ve Mycobacterium ulcerans firsatgi tiirlere 6rnek olarak verilebilir (17).
2.3.2. Mikobakterilerin Bakteriyolojik Ozellikleri

Mikobakteriler; hareketsiz, aside direngli boyanan, katalaz pozitif bakterilerdir.
Uzunlugu 1-10 pm, genisligi 0,2-0,6 um, hafif kivrimli ya da diiz sekilli 12-18 saatte
boliiniip, yavas tireyen basillerdir (16,18). Baz1 mikobakteriler toprak ve suda saprofit
yasayan bakterilerken, bazi mikobakterilerde omurgalilarda 6liime neden olan hiicre

i¢i patojenlerdir (19).
2.3.3. Hiicre Duvari

Mikobakterilerin hiicre duvarinin yapist diger bakterilerin hiicre duvarindan
daha kompleks bir yapidadir. Bu kompleksin i¢ tabakasi diger bakterilerde de oldugu
gibi  hiicre zanidir. Ortadaki tabakanin  korunu ve duvarin iskeletini
mikoarabinogalaktan pepdidoglikan olusturur. kor yapisina benzer bir yapi
mikobakterilerin disinda korinebakteriler ile nokardiyalarda da goriiliir. Hiicre
duvarinda mikolik asitin disinda ¢ok sayida lipit ve glikolipitler bulunur. Bu lipitler ile
glikolipitlerin bollugu ile birlikte simetrik olmayan dizilisleri hiicre duvarim
hidrofobik yapar. Kovalent olmayan bagla baglanan lipitlerin igerisinde, a,a’ trehaloz
dimikolatlar, a,a’trehaloz monomikolatlar gibi trehalozlar, gliserol monomikolat ile
birlikte fosfolipitler 6nemlidir. Glikozamin, korda yer alan arabinogalaktandaki
arabinoza bagli, alisilagelmis N-asetil bileseni seklinde degil serbest amin seklindedir.
Mikobakteri hiicresinin en dig kisminda ise kapsiil yer almaktadir. Kapsiil, en iyi
enfekte makrofajlar ile hazirlanan preparatlarda goriiliir ve yogunlukta polisakkarit ile
proteinlerden daha az oranda da lipitten olusur. Kapsiilde bulunan polisakkaritlerin en
onemlileri o-1,4 glukan, lipomannan ve lipoarabinomannandir. Ayrica hiicre

duvarinda diger bakterilerde de olan porin proteinleri de vardir (19).



Plazma Zari ve Orta Tabaka

Diger bakteriler gibi c¢ift sira fosfolipit ve proteinden olusur. Diger
bakterilerden ¢ok farki yoktur. Orta tabakada ise antijenik Ozellige sahip
glikoproteinler bulunur (19).

Peptidoglikan Tabaka

Diger bakterilerin  pepdidoglikanlarindan  farkli  olarak mikobakteri
pepdidoglikan1 kemotip-IV pepdidoglikandir. Diger bakterilerin peptidoglikanindan
iki onemli farklilik gdstermektedir. Ilk farklilik glikozillenmis formda muramik asidin
bulunmasi, ikinci farklilik ise tetrapeptit yan zincirlerde diaminopimelik asidin (DAP)
bulunmasidir. Peptididoglikan yap1 bakteriye seklini verirken, hiicre duvarmada
biitiinliik ve saglamlik kazandirir. Mikobakteriler DAP sayesinde lizozime karsi direng
gosterir ve muramik asit i¢indeki N-glikozil gruplari organizmay1 hiicre hasarindan
korur (19).

Arabinogalaktan:

Bu yap1 D-galaktofuranoz ve D-arabinofuranoz’dan olusur. Bu polisakkaritler
dogada nadir goriiliir ve yapisal olarak da diger bakterilerdeki polisakkaritlerden
farklidir (19).

Mikolik asit:

Mikolik asit, alfa dallanma gosteren beta hidroksillenen yag asitleridir.
Mikobakteriler disinda, Corynebacterium’lar, Nocardia ve Rhodococcus gibi bagka
tiirlerinde hiicre duvar yapisinda goriiliir. Mikolik asitler 1929°da R.J Anderson isimli
bir bilim adami tarafindan MTB’de gosterilmis ve iyi saflastirilamadiklar igin
sabunlastirilamayan mum tabiri kullanilmistir. Mikolik asitler mikobakterilerin hiicre
duvarimin kuru agirliginin %50’sini ve lipitlerinin ise %60’ 1n1 olustururlar. Hiicre
duvarina nonkovalent baglar ile baglanan ve simetrik olmayan dagilim gosteren lipit
boliimleriyle beraber hiicre duvarmin hidrofobik  bariyerini  olustururlar.
Mikobakteriler iki ¢esit mikolik asit icerirler. Biri alfa mikolik asit, digeri ise

meromikolik asittir (19).



2.4. Tiiberkiiloz

Tiiberkilloz, MTBK ile enfekte kisilerden damlacik yoluyla bulasan
cogunlukla akcigeri daha nadir olarak da diger organlari etkileyen sistemik bir
hastaliktir. Tiiberkiiloz hastaligi kuru oOksiiriik ile baglar zamanla kanli balgam ile

devam eder. Hastada g6giis agrisi, nefes darligi, istahsizlik ve halsizlik goriilebilir

Primer enfeksiyon; birey enfekte olduktan sonra basil alt solunum yoluna
inmeden st lobda subplevral bolgede alveoller makrofajlar tarafindan hiicre iginde
almir ve makrofaj icinde canli kalir. Zamanla makrofajlarin i¢inde cogalarak
makrofajlar1 pargalar. Bu sirada bakteriler logaritmik iiremeye devam ederek yeni
makrofajlar1 enfekte eder ve parcalanmasina sebep olur. Basiller lenf yoluyla bolgesel
lenf nodlarina taginir. Primer kompleks (Ghon kompleksi) olusur. Enfeksiyondan
hemen sonra olusan primer enfeksiyon bazi bireylerde etkili bir bagisik yanit
sonucunda tamamen iyilesmeyle sonlanir. Sekonder enfeksiyonda enfekte bireylerin
% 10’unda, primer tiiberkiiloz sonrasi ya hemen (%5) ya da yillar sonra (%)5)

tiiberkiiloz gelisir (20).

Akciger tiiberkiilozu (AC-TB), akciger parankimini tutan tiiberkiiloz i¢in
kullanilir. Bu hastalarin tanisi igin balgam, derin trakeal aspirasyon (DTA),
bronkoalveolar lavaj (BAL) gibi 6rnekleri incelenir. Parankimde tutulum yoksa, plevra
eflizyonu ya da gogiis boslugundaki lenf tiiberkiilozu akciger disi tiiberkiiloz (AD-TB)
kabul edilir. AC-TB ve AD-TB birlikte ise bu hastalarda her iki tutulumun oldugu
belirtilir ayn1 zamanda akciger dis1 tutulan organlarinda belirtilmesi gerekmektedir.

Bu grup hastalar DSO’ne AC-TB olarak bildirilmektedir (20).
2.5. Tiiberkiilozun Tanis1:

Aktif tiberkiilozun kesin teshisi i¢in, MTB’nin kiiltiir yoluyla iiretilmesi
gerekmektedir. Bununla birlikte, bu yontem bakterinin yavas liremesi nedeniyle hizl
ve kolay degildir. Dolayisiyla balgam yaymasi sonra yapilan mikroskobik inceleme
birincil yontem olmustur, ancak duyarlilig diistiktiir. Balgam yaymasiyla tiiberkiiloz
hastaligina, eriskinlerde sadece %@44'line cocuklarda ise sadece %15-20'sine tani
konulabilir. Bu nedenle hastanin tiiberkiiloz bulgular1 varsa ve balgam yaymalari

negatif ise, kiiltlir, gégiis radyografisi veya molekiiler metotlar gibi farkli yontemler



kullanilabilir. Latent tiiberkiiloz tanisi i¢in tiiberkiilin deri testi (TDT), interferon-y

salmim testi (IGST) testleri kullanilir (21, 23, 24).
2.5.1. Orneklerin Toplanmasi:

Akciger tiiberkiilozu diisiiniilen hastadan balgam, DTA, BAL, aglik mide suyu
(AMS) gibi 6rnekler istenir. Balgam ti¢ giin st iiste sabah ¢ikan ilk balgam olmalidir.
Balgam kabn steril, tek kullanimlik, sizdirmaz 6zellikte, burgu kapakli, polipropilen
yapida olmalidir. Ornek laboratuvara kabul edilmeden &nce tiikiiriik olmamasina
dikkat edilmelidir. Balgam miimkiin oldugunca ¢abuk incelenmelidir, ancak
bekletilmesi gerekirse birkag giin +4°C bekleyebilir. Akciger, plevra, larinks ve
miliyer tiiberkiiloz olgularinda ti¢ balgam tetkiki (yayma ve kiiltiir) yapilmasi onerilir.
Gece boyunca bronslarda biriken balgamda basil daha iyi gosterildiginden, ideali, ii¢
giin sabah kalkar kalkmaz ¢ikarilan ilk balgamin incelenmesidir. Bu miimkiin degilse,
hastanin ilk giin iki kez anlik balgami alinir, tigiincii 6rnek olarak ertesi sabah ilk ¢ikan
balgami getirmesi istenir. Bagka bir yontemde ise ilk giin anlik, ikinci giin sabah

balgami ve yine ikinci giin sabah gelince de ligiincii balgami anlik almaktir (21).

Hasta balgam ¢ikartamiyorsa indiiklenebilir ya da ¢cocuklardan AMS alinabilir.
Bu yolla da 6rnek alinamazsa bronkoskopik lavaj sivisi bu amagla kullanilabilir.
Akciger dis1 tiiberkiilozu diisiiniilen hastalarda ise plevral s1vi, lenf nodu biyopsisi gibi
ornekler gelebilir. Bunlarda silikon icermeyen steril bos tiiplerde gelmelidir. Diger
organlar1 tutan tiiberkiilozlu vakalarda ise tuttugu organa gore idrar, beyin omurilik
stvist (BOS), perikart sivisi, periton sivisi, pily, biyopsi materyali gibi Ornekler

laboratuvara kabul edilir.

Kiltlir icin gonderilecek kan Orneginin pihtilasmasi engellenmeli ve ii¢
yontemden biri uygulanmalidir. Birincisi, ticari olarak bulunan lizis-santrifiigasyon
sisteminin kullanilmasi; ikincisi, kan icin 6zel olarak tasarlanmis sivi besiyerlerine
hasta bas1 ekimi yapilmasi; tigiincii yontem ise kanin satrifiij edilerek 16kositleri iceren
katmanin deoksikolat ile patlatilarak ya da patlatilmadan sivi ve kati besiyerine

ekilmesidir (22).
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2.5.2. Mikroskobik inceleme:

Yayma-pozitif tiiberkiiloz olgularinin saptanip tedaviye erken baglanmasinda
mikroskobik incelemenin rolii biiyliktiir. Balgamin mikroskobik olarak incelenmesi,
az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde pulmoner tiiberkiilozda en 6nemli tam
yontemidir. Bu iilkelerde balgam 6rnegi direkt olarak Ehrlich- Ziehl Neelsen (EZN)
boyama yoOntemi ile boyandiktan sonra mikroskobik inceleme yapilmaktadir.
Mikroskobik inceleme basit, hizli, ucuz ve 6zgiil bir yontem olmasi nedeniyle 6zellikle
tiiberkiilozun endemik oldugu iilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikroskobik
incelemede aside direngli basilin goriilebilmesi i¢in 6rnegin mililitresinde en az 5000

kadar bakteri bulunmasi gerekmektedir (25, 27, 71).

Yapilan farkli ¢aligmalar incelendiginde, mikroskobik inceleme duyarliliginin
%20-80 arasinda degisebildigi gozlenmektedir (25, 28, 29). Duyarlilik oranlarindaki
bu farkliliklar genel olarak, kullanilan boyama yontemi ve kullanilan mikroskobun
kalitesiyle degismektedir. Ayn1 zamanda 6rnegin tiirii, yaymanin kalinlig1 ve inceligi,
boyama sirasinda dekolorizasyon siiresi ve incelemeyi yapan kisinin deneyimi de ¢ok
biiylik 6nem tagimaktadir (25). Duyarlilig1 arttirmak igin testin daha da gelistirilmesi,
agartma, sodyum hidroksit veya NALC-NaOH gibi kimyasallarin eklenmesiyle,
MTB’nin kiimelenip ¢6kme siiresini azaltmak icin santrifiij edilerek balgamin
stvilastirilmasiyla elde edilebilir (32). Ayrica kiiltiir sonuglarinin elde edilmesi birkag

haftay bulabileceginden, pozitif bir mikroskobik inceleme sonucu ¢ok degerlidir (25).

BOS orneklerinin triton ile iglenmesiyle birlikte sitospin lamlart kullanilan
modifiye ZN boyama yontemi, tiiberkiiloz menenjitinin teshisi i¢in daha etkilidir (30).
Ayrica, auramin Q boyast kullanarak floresan mikroskopisi (FM) EZN'den 6zgiilliigii
daha yiiksek, daha hizli ve yaklasik % 10 daha fazla duyarhdir (31,32).

DSO kilavuzunda, teknisyen, ardisik giinlerde hastadan en az iki veya ii¢
yayma incelemek zorundadir bilgisi yer almaktadir (34). Yeni tiiberkiiloz vakalarinda
klinik materyalde basil sayis1 az oldugu i¢in mikroskobik inceleme sonucu “negatif”

olarak bulunabilir.

Yayma hazirlanirken balgamin piiriilan kismindan alinarak temiz bir lam

tizerine boyu 1-2 ve eni ise 2-3 cm olacak sekilde dairesel hareketler ile yayilir. Kanli
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bolge tercih edilmemelidir. BOS, plevral sivi, periton gibi 6rnekler santriifiij edildikten

sonra dipten alinarak yayma yapilmalidir.

Mikroskobik inceleme Oncesinde uygulanan boyama yontemleri i¢inde en
siklikla kullanilanlar EZN boyama yontemi, Kinyoun boyama yontemi ve Auramin-
rodamin floresan boyama yontemidir. Ulkemizde biiyilk merkezler disindaki
laboratuvarlarda EZN ve Kinyoun aside direngli boyama yonteminden biri
kullanilmaktadir. Aside direngli boyanan preparatlarda bakteriler mavi zemin tizerinde

kirmizi basil olarak goriinmektedir (25).
2.5.3. Kiiltiir Temelli Yoéntemler:

Kiiltiir yontemi aktif tiiberkiilozun klinik tanisi i¢in altin standart bir yontem

olarak kabul edilmektedir (5,21).

Akciger, plevra, larinks ve miliyer tiiberkiiloz olgularinda ii¢ balgam tetkiki
(yayma ve kiiltiir) yapilmasi 6nerilir. En ideali i¢ giin sabah kalkar kalkmaz ¢ikarilan
ilk balgamin isleme alinmasidir. Bu miimkiin degil ise ornek toplanmasi basligi

altindada anlatildig1 gibi farkli yollara bagvurulmalidir (21).

Laboratuvarda islem sirasinda kullanilacak kalite standartlarina uygun bir
giivenlik kabini, aerosol korumali santrifiij bulunmali ve islem sirasinda kisisel
koruma ekipmanlar1 kullanilmalidir. Biyogiivenlik kabini dogrudan veya “thimble”
baglant1 ile dig ortama baglanmali negatif basingli oda olusturulmalidir. Tiiberkiiloz

kiiltiiriniin yapilacagi laboratuvar akridite olmus bir laboratuvar olmalidir (5).

Kiiltiir islemleri 6ncesinde 6zellikle balgam 6rneklerinin islenmesiyle 6rnegin
homojenizasyonu, yogunlastirilmasi ve dekontaminasyonu saglanmaktadir. Bu islem,
steril oldugu diisiiniilen BOS gibi 6rneklere uygulanmamaktadir. idrar gibi hacmi fazla
olan klinik 6rneklerin homojenizasyon ve dekontaminasyon isleminde idrar 6nce 3000
“revolutions per minute” (rpm)’de 15 dk santrifiij edilir, idrarin iist kismi atilir, geriye
kalan ¢okeltiye homojenizasyon-dekontaminasyon islemi uygulanir (5,21). Orneklerin
islenmesi asamasi, gerek mikroskobik inceleme, gerekse kiiltiir yontemleri icin
duyarlilik belirleyici bir agamadir. Duyarliligi ne kadar ytiksek ve son teknoloji kiiltiir

veya boyama yontemi kullanilirsa kullanilsin bunlarin 6ncesinde yapilan 6rnek isleme
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asamasini geregi gibi yapilmazsa, sonraki islemlerden elde edilecek sonuglarin kalitesi
diisecektir. Bu nedenle bu basamakta kullanilabilecek farkli yontemleri i¢eren birgok
calisma yapilmustir (25, 36, 37). Orneklerin islenmesinde ii¢ temel amag vardir.
Bunlar; 6rnegin mikrobiyotadan arindirilarak dekontamine edilmesi, 6rnek icerisinde
bulunan olas tiiberkiiloz basillerinin yogun bir hale getirilmesi ve balgam gibi yogun
kivamdaki orneklerin homojen bir hale getirilmesidir. Ancak bu {i¢ temel amaca
ulasilirken, bu islemin Ornek ig¢indeki tiiberkiiloz basillerine zarar vermeden
gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu ii¢ temel amaca ulagma siireci, canli tiiberkiiloz
basili sayisi ¢ok azaltilmadan tamamlanmalidir. Kullanilan 6rnek isleme yonteminde
bu hassas dengenin ¢ok basarili bir sekilde kurulabilmesi, bunu takip edecek olan

mikroskobik inceleme ve Kkiiltiir yontemlerinin duyarhiliginin artmasina yardimci

olacaktir (25).

Ornek isleme yontemleri i¢inde gerek iilkemizde gerekse diinya genelinde en
siklikla kullanilan yontem NALC-NaOH yontemidir. Bu yontem uygulanamiyorsa ya
da bu yontem ile kiiltiir kontaminasyon oran1 %5’ten fazla ise sodyum hidroksit
modifiye Petroff yontemi ya da santrifiij cihazinin olmadig1r durumlarda da sodyum
hidroksit Ogawa yontemi kullanilabilir. Bunun yani sira sodyum hipokloriir, oksalik
asit, setil piridinyum-sodyum hidroksit yontemi gibi yontemler de 6rneklerin islenmesi
amaciyla kullanilabilmektedir (25, 38, 39).

Bashica Homojenizasyon-Dekontaminayon Yontemleri ve Decomics

Homojenizasyon-Dekontaminasyon Kiti:
NALC-NaOH Yontemi:

Bir hacim balgam o6rnegine bir hacim NALC-NaOH ¢ozeltisinden eklenir.
Tiipiin kapagi sikica kapatilir. Oda sicakliginda 15 dk bekletilir. Bu siire i¢cinde balgam
birkag kez vortekslenir. Daha sonra ii¢ kat1 kadar 0,067 M fosfat tamponu eklenir,
Tipiin agz1 sikica kapatilir birkag kez alt {ist edilir. Onbes dk 3000 rpm’de santrifiij
edilir. Santrifiijden sonra iistte kalan sivi, i¢inde dezenfektan bulunan atik kabina
dokiiliir. Cokelti iistiine birkag damla fosfat tamponu eklenir. Ornek, ekim ve diger

islemler i¢in hazirdir (5).
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NaOH-Ogawa Y éntemi:

Bir hacim balgam o6rnegine bir hacim %4’lik NaOH ¢ozeltisinden eklenir.
Tipiin kapag sikica kapatilir. Oda sicaklifinda 15 dk bekletilir. Bu siire i¢cinde balgam
birkag¢ kez vortekslenir. Onbes dk sonunda her 6rnek modifiye Ogawa besiyerine 0,1

ml ekilir (5).
NaOH Modifiye Petroff Y ontemi:

Bir hacim balgam Ornegine bir veya iki hacim %#4’liik NaOH ¢ozeltisinden
eklenir. Tiipiin kapagi sikica kapatilir. Oda sicakliginda 15 dk bekletilir. Bu siire i¢inde
balgam birka¢ kez vortekslenir. Onbes dk 3000 rpm’de santrifiij edilir. Santrifiij
sonrast istte kalan kisim i¢inde dezenfektan bulunan atik kabina dokiiliir. Onbes ml
steril distile su eklenerek ¢okelti tekrar stispansiyon haline getirilir. Tekrar 15 dk 3000
rpm’de santrifiij edilir ve santrifiij sonrasi {istte kalan kisim i¢inde dezenfektan

bulunan atik kabina dokiiliir. Daha sonra her 6rnek LJ besiyerine 0,1 ml ekilir (5).
Decomics Homojenizasyon-Dekontaminasyon Kiti:

Decomics Kiti, dekontaminasyon ¢ozeltisi iceren numune kabi, emici
boncuklar, notralizasyon yapan tampon ¢6zeltisi olmak iizere ii¢ malzemeden olusur.
Emici boncuklar homojenizasyon-dekontaminasyon kabindaki fazla siviyr emer

boylece santrfiijleme islemine gerek kalmaz (35).

—

- =L — - %
,-g — A
- el &

Sekil 2.1. Decomics kitinin iginde bulunan malzemeler (35).
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Klasik Kiiltiir Yontemleri:

Tiiberkiiloz tanisinda altin standart olan kiiltiir yonteminde, yumurta bazli veya
agar igerikli kat1 besiyerleri ve sivi besiyerleri kullanilmaktadir. Hizli tani
saglayabilmek amaciyla sivi besiyerlerinin yar1 otomatize cihazlarda kullanildigi
cesitli sistemler mevcuttur. Kiiltlir yontemlerinin en dnemli avantajlari, mikobakteri
canliligint dogrudan gdosterebilmeleri ve bakteri izolati ile duyarlilik tespiti,

tanmimlama, genotiplendirme gibi ek testler yapilabilmesine imkan saglamalaridir (25).

Yumurta Bazh Besiyerleri: LJ, Petragnani, American Trudeau Society ve
Ogawa’dir (40). Tiberkiiloz kiiltiirii yapmak i¢in giiniimiizde en yaygin olarak
kullanilan kat1 besiyeri LJ ve modifiye Ogawa besiyeridir (25, 41, 43). LJ besiyeri iyi
iireme saglar. Ancak ila¢ duyarhilik testlerinde ila¢ konsantrasyonlarinin dogru ve
tutarli saglanamamasi, kullanilan yumurtanin kalitesinin basiyerinin bakteriyi tliretme
performansini etkilemesi gibi dezavantajlar1 vardir. MTB’nin yumurtali besiyerinde
kolonileri 2-3 hafta sonra goriilmeye baslar ve ilk goriiniimleri kiigik-kuru diizensiz
sekillidir. Birka¢ hafta sonra koloniler biiyiir. Ortas1 basik, diizensiz kenarli,

karnabahara benzeyen krem rengi, kuru tipik koloniler olusur (42).

Agar Bazh Besiyerleri: MB 7H10 ve 7H11 besiyerleri en ¢ok tercih
edilenlerdir. MB 7H9 ise agar bazli s1vi besiyeridir. Sivi besiyerleri bakteriyi daha hizli
tiretir. Bu besiyerlerine, icerisinde oleik asit, albiimin, dekstroz, katalaz olan OADC
isimli bir soliisyon eklenmektedir. Besiyerleri seffaf oldugundan ekim yapildiktan 10-
12 giin sonra mikrokoloniler goriilebilir. Dezavantajlari ise pahali ve raf dmiirlerinin
nispeten kisa olmasidir (18,44). CLSI - MTBK suslarinin duyarlilik ¢alismalarinda

MB besiyeri kullanilmasini 6nermektedir (48).
Hizh Kiiltiir Sistemleri:

BACTEC 460 TB Sistemi, BACTEC MGIT (Mycobacterium Growth
Indicator Tube) 960 Sistemi, MB/BacT ALERT sistemi, MYCOLOR TK Sistemi gibi

hizli kiltir sistemleri vardir.
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Kiiltiir amaciyla giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan kati1 besiyeri LJ
besiyeridir. LJ besiyeri, laboratuvar sartlarinda kolayca hazirlanabilmesi ve ucuz

olmas1 nedeniyle bir¢ok merkez tarafindan tercih edilmektedir.

BACTEC 460 TB radyometrik sistemi izolasyon, tanimlama ve duyarlilik
deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak uzun yillar basari ile kullanilmistir. Bactec
12B (Middlebrook 7H12) ve Bactec 13A (Middlebrook 7H13) olmak fizere iki tip
besiyeri igeren bu sistem; besiyerlerinde bulunan C14 isaretli palmitik asitin
kullanilmast ve metabolizma sonucu olusan COz’nin sayisal degerlerinin iireme
indeksi (GI) olarak olgiilmesi prensibi ile c¢aligmaktadir. EKim isleminden oOnce
besiyerlerine polimiksin B,azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B
(PANTA) igeren antibiyotik karisimi ilave edilmelidir(22,44). Bu sistemde
besiyerlerinde karbon kaynagi olarak Palmitik asit kullanilmistir. Bu palmitik asit
bakteri tarafindan kullanildiginda agiga ¢ikan CO2 cihaz tarafindan tespit edilir(44).
Bu sistem uzun yillar kullanilmistir ancak; inokiilasyon oncesi sisenin on okutma
islemi ve haftada ii¢ kez rutin okutma islemleri nedeniyle is yiikiiniin fazla olmasi,
kiiltiir siseleri arasinda c¢apraz kontaminasyon riski, radyoaktif materyallerin
kullanimina ve yok edilmesine iliskin problemler, cihaz iginde okutmalar sirasinda
acrosol olusma riski, koloni morfolojisinin belirlenememesi, karisik kiiltiirlerin
tanimlanmasinda zorluk c¢ekilmesi, enjektorlerin yogun kullanimina bagli olarak
laboratuvar g¢alisanlarinin igne kazalar1 bakimindan stirekli risk altinda bulunmalari

dezavantajlarina sahiptir (25, 45, 46).

Otomatize bir mikobakteri tanm1 sistemi olan MGIT 960 sistemi, BACTEC 460
TB sisteminin olumsuz yonlerini azaltabilmek amaciyla iiretilmistir. Bu sistem,
floresan veren bir indikatoriin bulundugu tiiplerde bakterilerin iiretilmesi esasina
dayanmaktadir (24, 45, 46). MB 7H9 sivi besiyeri ve dip kisminda oksijene duyarl
rutenyum metal kompleksi igeren silikon bulunur. EKim isleminden 6nce besiyeri
icerisine PANTA eklenmelidir (22). Mikobakteriler iredik¢e tiipteki oksijenin
tiiketilmesine bagli olarak CO; serbest kalmakta ve floresan agiga ¢cikmaktadir. Agiga
¢ikan floresan cihaz tarafindan 6l¢iilmektedir. MGIT 960 sisteminin kisa siirede sonug
vermesinin yaninda en onemli avantajlari, igne ve radyoaktif madde kullanilmamasi,

tiremenin siirekli izlenmesine olanak saglayan bir sistem olmasidir (25, 45, 46).
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Bactec MGIT 960 (BDDiagnostics, Franklin Lakes, NJ, ABD) ve BacT / Alert
MB (bioMerieux, Craponne, Fransa) gibi otomatik sivi1 kiiltiir sistemleri ve digerleri,
kat1 besiyerlerine kiyasla daha yiiksek bir hassasiyete sahiptir ve daha hizli bir iireme
saglar. Bu nedenle pahali, kontamiasyon olasilig1 yiiksek ve laboratuvar ortamlar1 ve

uzmanlik gerektiren kati kiiltiirlin yerini siv1 kiiltlir almistir (23,52).

Hizli bir tiiberkiiloz tan1 sistemi olan TK kiiltiir sistemi, yeni gelistirilmis olan
bir tan1 yontemidir. Bu sistemde izolasyon i¢in kullanilan TK besiyeri, ¢oklu renk
indikatorleri kimyasindan yararlanilarak hazirlanmis, mikobakterilerin iliremesini
erken saptayan bir besiyeridir (53). Ekilen 6rnekte mikobakteri bulunmasi durumunda,
inkiibasyon siiresince mikobakterilerin iirettigi metabolitlere ve enzimlere bagli olarak
TK besiyerinin orijinal kirmizi rengi sartya, diger bakteri veya fungal tiirlerin
varliginda ise yesile donmektedir. Bu renk degisimi, kolonilerin goriiniir hale
gelmesinden ¢ok daha once gergeklesmektedir. Renk degisimi hem gozle hem de
otomatik kiiltir sistemi MYCOLOR TK ile izlenebilmektedir. TK kiltiir sistemi
tiiberkiiloz tanisinda rutin olarak kullanilabilecek pratik, hizli ve gilivenilir bir

yontemdir (25).

MB/BacT ALERT sistemi, besiyerindeki karbondioksit miktarinin
kolorimetrik olarak saptanmasi esasina dayanan bilgisayarl bir sistemdir. Her sisenin
tabaninda bulunan silikona gomiilii kolorimetrik algilayici, besiyerinde bulunan
mikobakterilerin olusturdugu ¢6zlinmiis karbondioksit degisimine ve bunun
sonucunda degisen pH’ya duyarlidir. Boylece liremenin ger¢eklesmesi durumunda pH
degisikligi sonucunda kolorimetrik algilayici renk degistirir. Algilayicinin koyu
yesilden sartya donmesi, sonucun pozitif oldugunu gosterir ve bakteriler canliligini
yitirse bile bu renk degisimi geriye donmez. Sistem kan dsindaki tiim ornekler i¢in
uygundur. Bu sistemde radyoaktif madde kullanilmamasi bir avantaj olmakla birlikte,
kontaminasyon riskinin biraz daha fazla olmasi ve bakteri varligini saptama zamaninin

biraz daha uzun olmasi gibi dezavantajlari vardir (24).
2.5.4. Molekiiler Y ontemler:

Hastaligin yayiliminin 6nlenmesi bakimmdan MTB’in tespitinin ve
tanimlamasinin miimkiin olan en kisa siirede yapilmasi bir zorunluluktur. Bu nedenle

klinik mikobakteriyoloji laboratuvarlari, hasta 6rneginde MTB’in izolasyonu ve
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tanimlamasi ile anti-tiiberkiiloz ilag duyarliligini test ederek tiiberkiilozun yayilimini
Oonlemede ve kontrol altina alabilmede 6nemli bir role sahiptir. Etkin tiiberkiiloz
kontrol programinin en 6énemli asamasi ise aktif olgularin tespiti ve dogru taninin
konabilmesidir (54,). Ayrica geleneksel tan1 yontemlerinde mikroskobinin 6zgiilliik ve
duyarhiliginin disiiktiir, kiiltiir yontemi ise uzun zaman almaktadir (45). Bu gibi
nedenlerle giivenilir ve hizli tan1 yontemlerine duyulan ihtiyag devam etmektedir.
Ozellikle direngli olgu sayisindaki artis nedeniyle, tedaviye bir an dnce baslayabilmek
ve yeni bulaslar1 6nleyebilmek amaciyla, duyarlilig1 ve 6zgiilliigii yiiksek, hizli sonug
veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar yontemlerinin giinliik
kullanima girmesi onemli bir gereksinim haline gelmistir. Molekiiler yontemler bu
ihtiyact karsilayabilmek amaciyla gelistirilmislerdir ve bu amag¢ dogrultusunda
calismalar devam etmektedir (4). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), 2009
yilinda MTB tanimlanmasi i¢in hasta bagina en az bir molekiiler teknik kullanilmasini
onermistir (55). Simdiye kadar gelistirilmis olan tiiberkiiloz molekiiler testleri iginde
en imit vadeden yontem olarak goze ¢arpan bu test “Xpert MTB/RIF” testidir (25).
Bu test DSO’niin destegiyle bir iiniversite ve 6zel bir sirket isbirligi ile gelistirilmistir.
Bu yontem ile iki saat igerisinde 6rnekte MTB varligi ve ayni zamanda rifampin
direnci olup olmadigi saptanabilmektedir. Testte kullanilan teknoloji yeni bir teknoloji
degildir. Bu test ii¢ primer ve bes prob setinin kullanildig1 bir yari-“nested real-time”
PZR yontemidir. Testin en belirgin 6zelliklerinden biri de, 2 ml {izerindeki yiiksek
ornek hacimleriyle ¢alismaya baslanmasina uygun 6zel kartuslarin kullanilmasidir.
Cocuklarda ve ayrica AD-TB’nin tanisinda da 2013 yilindan dnerilmektedir. Ulkelerin
%69’u bu testin direncli suslarla enfekte olma riski tasiyan kisilerde, %60°1 ise HIV
pozitif kisilerde oncelikli olarak tercih edilmesini 6nermektedirler (56, 57, 25, 58, 59)

Herhangi bir testin rutin uygulamada kullanilip kullanilmayacaginin en énemli
gostergesi testin Ozgiilliigli, duyarliligt ve pozitif prediktif degeridir. Tiiberkiiloz
tanisinda kullanilan molekiiler yontemlerin 6zgiilliikkleri, yapilan bir¢ok c¢aligmada
yiiksek bulunmustur. Duyarlilik konusunda ise, uygulanan teste gore, oldukca degisik
sonuclar elde edilebilmektedir. Farkli duyarlilik sonuglari elde edilmesinde, kullanilan
PZR yonteminin yani sira, ornek tiirii ve 6rnek igindeki basil miktari da 6nemli rol
oynamaktadir. Birgok calismada tiiberkiiloz testin duyarliliginin bu kadar yiiksek

olmadigi gosterilmistir. Bunun nedenleri arasinda MTB DNA’sinin iyi ekstrakte
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edilememesi, 6rnegin islenmesi sirasinda basillerin kaybedilmesi veya 6rnek iginde

inhibitér maddeler bulunmasi sayilabilir (25, 60).
Niikleik Asit Hibridizasyon Yontemleri

Bu yontem 1987 yilinda kullanilmaya baglanmistir. Bu yontem, hedef niikleik
asit dizisinin komplementer zinciri ile hibridizasyonuna dayanmaktadir. Ozgiilliigii
yiiksek, ancak duyarlihig: diisiiktiir. Inhibitorlerden etkilenmez ve kontaminasyon riski

cok diisiiktiir (61).
Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri:

PZR ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir (54). Bu
yontem ile klinik 6rneklerdeki etken, kisa siirede gosterilip, tanimlanip, molekiiler

olarak tiplendirilip, ila¢ direnci saptanabilir (64).

RT-PZR (ger¢ek zamanl PZR) yonteminde niikleik asit amplifikasyonu ile es
zamanli olarak artis gosteren floresan sinyali 6l¢iiliir. Bu sayede bu yontemle kantitatif
sonug almabilir. Bu sistemde elektroforeze gerek yoktur. Calisma stiresini kisaltir ve
cok sayida klinik 6rnek ayn1 zamanda caligilabilir. Tek cihazda ¢ogaltma ve saptama
islemi yapilabilir. Amplifikasyon sonrasinda elde edilen iiriinler “Syber green” boyasi,
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) problari, molekiiler firkete
(Molecular Beacon) gibi yontemler kullanilarak saptanabilir (54).

Klinik o6rneklerden direkt MTBK’in tanimlanmasi gelistirilen sistemler,
niikleik asit amplifikasyonu (NAA) esasina dayali sistemleri igerir. Bu sistemler i¢in
primer amplifikasyon hedefleri IS 6110 insersiyon dizisi ve 16S rRNA geni ile 23S
rRNA’dir. Hasta 6rneklerinde (tercihen yayma pozitif solunum yolu 6rneklerinde)
basilin DNA’simm1 Saptayarak kiiltiir sonucu belli olmadan kisa siirede (3-8 saat
icerisinde) tani konmasma yardimci olabilen yontemlerdir. Kiiltiirde {iretilen
mikobakterilerin tanimlanmasi ve tiiberekiiloz ila¢ direnci ile ilgili mutasyonlarin
saptanmas1 i¢in mikobakterilerin TRNA’s1 ile hibridize olan 6zgiill DNA problari
gelistirilmistir. Mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda genellikle 16S rRNA,
hsp65, rpoB gen bolgeleri hedef olarak segilir (54).
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2.5.5. Immiinolojik Yéntemler:

TDT, enfeksiyonu saptamada kullanilan geleneksel bir yontemdir.
Mikobakterilerin proteini saflastirilip bireyin 6n kolun deri altina enjekte edilir ve 2-3
giin sonra reaksiyon olusan bolgenin ¢ap1 6lgiiliir. Bu reaksiyon hiicresel gecikmis tipte
bir asir1 duyarlilik reaksiyonudur. Capin 10-15 mm’den biiyilk olmasi bireyin
tiiberkiiloz basiline maruz kaldigin1 gosterir (63). Asilanmis kisilerde bu test pozitif

olarak saptanir bu nedenle Tiirkiye’de testin tanisal degeri diisiiktiir.

IGST, T hiicre temelli yontemlerdir. Bu yontemler kullanilarak, 6nceden
duyarli hale gelmis lenfositlerin MTB’ye 6zgii ESAT-6 (early secretory antigenic
target protein-6) ve CFP-10 (culture filtrate protein-10) proteinleri ile karsilastiginda
irettigi IFN-y kantitatif olarak ol¢iilebilmektedir. Bu iki protein MTB’nin RD1 bdlgesi
tarafindan kodlanir ve M. bovis BCG susu ile TDM’nin ¢ogunda (M. marinum, M.
szulgai, M. kansasii, M. flavescens hari¢) yoktur. Farkli IGST lerinin duyarlilik ve
Ozgulliklerinin  kiyaslandig1r ¢esitli meta-analiz ¢aligmalarinda, bu testlerin

duyarliliklarinin PPD’ye gore yiiksek oldugu (%70-90) sonucuna varilmistir (25, 64).

Gilintimiizde kiiltiir ve molekiiler yontemlerin bir kism1 tan1 amaciyla rutin ve
aragtirma laboratuvarlarinda kullanilirken, bazilar1 hala gelistirilme asamasindadir.
Bunlar kromotografik (“High Performance Liquid Chromatography”, HPLC)
sistemler, niikleik aside dayali molekiiler yontemler (PZR, DNA prob hibridizasyon,
DNA microarray, PZR-RFLP, PZR-DNA dizi analizi), mikobakteriyofajlarla RIF
diren¢ tayini (Faj amplifikasyonu) gibi yontemlerdir. Rutin mikrobiyoloji
laboratuvarinda pek kullanilmamakla birlikte “radio immunoassay” (RIA), “enzyme
linked immunosorbent assay” (ELISA) ve lateks agliitinasyonu gibi immiinolojik ve
serolojik yontemler kullanilarak monoklonal antikorlarla tiir tayini yapilabilmektedir.
Ayrica tliberkiiloz menenjitte mikobakteriyel antijenlere kars1 gelisen 6zgiil antikorlar
saptayabilen ELISA IgM ve IgG Kkitleri klinik taniya yardimci olarak
kullanilabilmektedir (54).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakterinin Canlandirilmasi

Bu ¢alismada M. tuberculosis H37 Ra susu kullanildi. Canlandirmak igin LJ
besiyerine ekildi ve 4-6 hafta 37 °C %5 CO2’li etiivde besiyerinde kontaminasyon olup

olmadig1 kontrol edilerek inkiibe edildi.
3.2. Kullanilan Malzemeler
3.2.1. Besiyerleri

LJ besiyeri (Becton Dickinson(BD),Franklin Lakes, New Jersey, USA)

MB 7H10 kat1 besiyeri (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
3.2.2. Kimyasal Maddeler

Oleik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Albiimin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Katalaz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)


https://www.google.com.tr/search?safe=strict&q=Franklin+Lakes,+New+Jersey&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCozKDZV4gAxK7ILK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQCB3KhCQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiVn7GugJDcAhVLBSwKHZfsBJ0QmxMIgAEoATAO

Dekstroz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

NaCl ( Merch, Darmstadt, Germany)

NaOH ( Merch, Darmstadt, Germany)

Trisodyum Sitrat (NazCsHs07.2H20)

NALC (CsHoNO3S)

Disodyum Hidrojen Fosfat (NazHPO4)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4)

HCI

Bazik Fuksin

Metilen Mavisi

Etanol

Fenol

Decomics homojenizasyon-dekontaminasyon Kiti (Salubris, Tiirkiye)
DNA ekstraksiyon Kiti (GeneAll, Korea)

Anyplex MTB/NTM Real-Time Detection Kiti (Seegene, Korea)

3.3. Besiyerinin Hazirlanmasi

LJ besiyeri BD (New Jersey, USA) firmasindan hazir olarak temin edildi.

Tablo 3.1. LJ besiyerinin icerigi.

Besiyerinin icerigi Miktar
Monopotasyum Fosfat 2,50
Patates Unu 309
Magnezyum Siilfat 0,249
Malasit Yesili 0,449
Sodyum Sitrat 0,6 g
Gliserol 12,0 mL
L-Asparajin 3,69
Tiim Yumurta 1000 mL
(600 mL Saf Su igin Yaklagik
Formiil)
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MB 7HI10 kati besiyeri 19 g tartilarak 900 ml distile su igerisinde
¢ozdiiriildiikten sonra 5 ml giserol eklendi ve otoklavlandi. Es zamanli olarak OADC
katki ¢ozeltisini hazirlamak i¢in; 50 mg oleik asit, 5 g alblimin, 2 g dekstroz, 4 mg
katalaz, 850 mg NaCl tartild1 ve biitiin malzemeler 100 ml su iginde eritildi. Por ¢ap1
0,22 um filtreden gegirerek sterilize edildi. Bu OADC katk1 ¢ozeltisinden sicakligi
sicaklig1 50-55°C diisen MB 7H10 besiyerinin i¢ine 100 ml (%10) oraninda eklendi ve

¢ap1 90 mm olan petri kaplarina dokiildii.
3.4. Kinyoun Boyama i¢in Boyalarin Hazirlanmasi
3.4.1. Karbolfuksin’in Hazirlanmasi

Dort gram bazik fuksin, 20 ml % 90-95°lik etanolde ¢oziildii. Fenoliin %9’ luk

¢ozeltisinden 100 ml eklendi ve 151k almayan koyu renkli cam siseye siiziildii.
3.4.2. Asit Alkol Cozeltisinin Hazirlanmasi
Ikibin mlI’lik meziir icerisinde 1940 ml saf alkol ve 60 ml HCI karistirildi.
3.4.3. Metilen Mavisi’nin Hazirlanmasi

Dért gram metilen mavisi 200 ml %95°lik etil alkol i¢inde eritildi. Uzerine 800

ml distile su eklendi ve 151k almayan koyu renkli cam siseye siiziildii.

3.5. NALC-NaOH ile Homojenizasyon-Dekontaminasyon icin

Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3.5.1. %2’lik NALC-NaOH Soliisyonunun Hazirlanmasi

Yirmi gram NaOH ile 14,5 g trisodyum sitrat (Na3CsHs07.2H20) bir litre
distile suda ¢6ziildii. Bu stok soliisyon otoklovda steril edildi. Kullanmadan 6nce her

100 ml i¢in 0,5 g NALC (CsHgNOsS) eklendi.
3.5.2 Fosfat Tamponu Hazirhg:

Disodyum hidrojen fosfatin (Na2HPQO4) 2,37 g’1 500 ml distile su ile karistirildi.
Potasyum dihidrojen fosfatin (KH2POg4) 2,27 g’1 500 ml distile su ile karistirildi. Her
iki sollisyon otoklavda steril edildi ve esit oranda karistirildi. pH 6,8 olacak sekilde
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ayarlandi. pH 6,8’den diisiikk ¢iktiginda Na2HPOs’tan daha fazla eklenerek pH’y1
yikseltildi. Yiiksek ciktiginda ise KH2PO4’tan daha fazla eklenerek pH diisiirtildii.

3.6. Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Sekiz tane steril tiipiin i¢ine 900’er ml steril serum fizyolojik konuldu. Ik tiipe
(108/ml) bir McFarland bakteri siispansiyonundan 100 pl eklendi. lk tiipten son tiipe
kadar bir onceki seyreltme yapilmis tiipten 100 ul alinarak seri seyreltilmesi yapildi.

Her seyreltme oncesinde tiipler vortekslenerek bakterinin iyice karismasi saglandi.

3.7. Homojenizasyon ve Dekontaminasyonlarin Yapilmasi

Yukarida anlatildigi sekilde hazirlanmis seri seyreltmeler, 50 ml’lik steril
tiplerde 3’er mL bulunan balgamlara 0,5 ml olacak sekilde eklendi. Bu sekilde iki set
hazirlandi. Sekiz tiipten olusan ilk setin biri NALC-NaOH yontemi ile digeri ise
Decomics Kkiti ile muamele edilerek homojenizasyon-dekontaminasyon iglemi

gerceklestirildi. Bu igslem 37 defa uygulandi.

3.7.1. NALC-NaOH ile Homojenizasyon-Dekontaminasyon

Homojenizasyon-dekontaminasyonda balgam miktar1 kadar NALC-NaOH
¢ozeltisinden eklenerek 15 dk vortekslendi. Tiipteki ¢6zeltinin iizerine, miktarin ii¢
kat1 kadar fosfat tamponu eklenerek alt iist edildi ve 15 dk 3600 rpm de sogutmali
santriifiijde +4°C’de santriifiij edildi. Santriifiij sonrasinda uygulanan iglemler de
biyogiivenlik kabininde yapildi. Santriifiij olan sivilarm iist kismi (tiipiin altinda 5 ml
s1v1 kalacak sekilde) atik kabina tek hamlede bosaltildi. Ustiine tekrar birka¢ damla

fosfat eklenerek kiiltiir islemine hazir hale getirildi.

3.7.2. Decomics Kiti ile Homojenizasyon-Dekontaminasyon

Decomics Kkiti ile homojenizasyon-dekontaminasyon kullanim kilavuzuna
uyularak yapildi. Kisaca; hazirlanan ikinci set balgamlarin i¢ine kitte bulunan sividan
eklendi, vorteslendi ve 10 dk bekletildi. Daha sonra 50 ml tiipiin i¢indeki ¢ozelti, kitin
icinden ¢ikan kaba aktarildi, tizerine boncuklar eklenerek 5 dk bekletildi. Son olarak
tampon ¢ozelti kaplarin i¢ine aktarilarak 5 dk daha beklendi ve kiiltiir igin isleme

alindi.
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3.8. Ekim ve Yayma Isleminin Yapilmasi

Homojenizasyon-dekontaminasyon uygulanmis 16 tiipiin her birinden 100 pl
LJ besiyerine, 100 ul MB 7H10 kat1 besiyeri kantitatif ekimi yapildi. Aside direngli
boyama yontemi ile boyanmasi i¢in yaymalar hazirlandi, PZR i¢in mikrosantrifiij

tiiplerine 1000 ul ayirildi.
3.9. Aside Direncli Boyamalarin ve Mikroskobik Incelemelerin Yapilmasi

Ucg kere alevden gegirilerek tespit edilen yaymalar Kinyoun boyama ile aside
direngli boyandi. Yaymalar 5 dk karbol fuksin ile muamele edildi. Daha sonra distile
su ile yikandi. Bir dk asit-alkol karigimi ile muamele edilip distile su ile yikandi. Son
olarak 2 dk metilen mavisi ile muamele edildi ve yine distile su ile yikanarak fazla
boyadan arindirildi. Boyanmis yaymalar havada kuruduktan sonra 100x’liik objektif

ile immersiyon yagi kullanilarak 300 alan tarandi.
3.10. “Real-time” PZR isleminin Yapilmasi
3.10.1. DNA izolasyonu:
DNA, GeneAll DNA ekstraksiyon kiti ile izole edildi.

Homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi kapakli mikrosantriifiij tiiplerine
alinan sivi 13000 rpm’de bes dk santrifiij edildi. Tipiin st kismindaki sivi pipetle
alinarak atildi. Cokelti tizerine 100 pl ekstraksiyon sivisi eklendi ve karistirildi. Tiipler
100°C’de 20 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan ¢ikan érnekler 13000 rpm’de
bes dk santrifiij edildi ve DNA elde edildi.

Izole edilen bakteri DNA’s1 hemen isleme alinmayacaksa -20°C’ye kaldirildi.
3.10.2 “Real-time” PZR’1n Yapilmasi:

“Real-time” PZR; “Seegene Anyplex MTB/NTM Real-time” PZR Kiti
kullanilarak amplifiye edilen mikobakteri genomu BIO RAD CFX96 cihaz1
kullanilarak gerceklestirildi.
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“Real-time” PZR karisimi; 2 uL 10XMTB/NTM Oligo Mix soliisyonu, 3 pL
su, 10 uL 2 Anyplex PZR Master miks soliisyonlar1 eklenerek 15 pL hazirlandi. 15
uL PCR mikse ve 5 pLL 6rnek DNA’s1 ilave edilmistir.

PZR dongiileri 95°C’de 15 dk (1 dongii) sonrasinda; denatiirasyon 95°C’de 30
sn, primer baglanma ve sentez 60°C’de bir dk (44 dongii) olacak sekilde ayarlandi
(Tablo 3.2).

Tablo 3.2. PZR dongiileri:

Reaksiyon sicakhgi Siire
95°C 15 dk (1 dongii)
95°C 30 sn (44 dongii)
60°C 1 dk (44 dongii)

3.11. istatistiksel Analiz

Veriler istatistiksel olarak ordinal yapidaki degiskenler icin Wilcoxon Signed
Ranks Test ve dikotom yapidaki degiskenler i¢in ise McNemar Test kullanilarak
degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik gikarimi yapmak i¢in p<0,05 sinir1 kullanilds.
Tanimlayict istatistikler yerine gore yiizde, ortanca ve ceyreklerarasi aralik olarak

verildi.
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4, BULGULAR
4.1. Aside Direncli Boyama Sonuclar:

NALC-NaOH yontemi ve Decomics Kiti ile homojenizasyon-
dekontaminasyonu yapilan ve igerisinde belirli oranda M. tuberculosis H37Ra susu
bulunan balgam 6rneklerinin ARB agisindan incelenerek kiyaslanmasi yapildi. Elde

edilen sonuglar Tablo 4.1°deki gibidir.

Tablo 4.1. ARB sonuglarini sayisal ve yilizde olarak gosterimi.

. 103/ml 107/ml 105/ml 10°/ml 10*/ml
n=

NaOH | DECO | NaOH | DECO | NaOH | DECO | NaOH [ DECO | NaOH | DECO
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. 103/ml 10*/ml 10"/ml Toplam
n=!
NaOH | DECO | NaOH | DECO | NaOH | DECO | NaOH | DECO
= X
£ IR
2|9 E I B
< | & Ln
b= X X X X X X = o
SRS RN R RN R RN =N o =N e =N e v N
ol |M O[S || ]|in
2> i i i —l i i <

Elde edilen sonuglara gore; icerisinde 108/ml-10'/ml oraninda bakteri bulunan
balgamlarin NALC-NaOH ve Decomics Kkiti ile yapilan homojenizasyon-
dekontaminasyon sonrasinda hazirlanan yaymalardan Kinyoun boyama yontemi ile
aside direncli boyama yapildi. Ug yiiz alan tarandi. 108, 107/ml oraninda bakteri
bulunduran balgamlar hem NALC-NaOH yontemi ile hem de Decomics Kitiyle
yapilan homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi alinan ARB’lerde 37 ¢alismanin
hepsinde ARB pozitif bulundu. Ayni islemler 10°/ml oraninda bakteri bulunan balgam
orneklerine de uygulandi. Ancak NALC-NaOH yontemi ile yapilan islem sonrasinda
37 6rnegin tiimii yayma pozitif saptanirken Decomics kiti ile yapilan homojenizasyon-
dekontaminasyonda 36 ornek ARB pozitif olarak saptandi. Diger tiiberkiiloz basili
katilmis 6rneklerdeki ARB sonuglart sirasiyla 10°/ml; NALC-NaOH yénteminde
37°de 30, Decomics’de 37°de 23; 10*/ml; NALC-NaOH yonteminde 37°de 23,
Decomics’de 37°de 5 tanesi pozitif olarak saptandi. Hazirlanan diger orneklerde,
103/ml, 10?/ml, 10'/ml oraninda bakteri bulunan balgamlarda, ise her iki yontemle
yapilan homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi hi¢ bir yaymada pozitiflik

saptanmamigtir.



28

ARB
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M Pozitif M Negatif

Sekil 4.1. NALC-NaOH yontemiyle ve Decomics kiti ile homojenizasyon-
dekontaminasyon sonrasi yapilan yaymalarin ARB verilerinin grafik ile
gosterimi.

4.2. Kiiltiir Sonuc¢lari:
4.2.1. LJ Besiyerinde Ureme Sonuclari

Icinde 108-10'/ml oraninda bakteri bulunan balgamlar NALC-NaOH yontemi

ve Decomics Kiti ile homojenizasyon-dekontaminasyon uygulanmasi sonrasinda LJ
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besiyerine ekildi. Uremeler hergiin kontrol edilerek 37°C’de 45 giine kadar inkiibe
edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2’daki gibidir.

Tablo 4.2. LJ besiyerindeki kiiltiir sonug¢larinin sayisal ve yiizde olarak degerleri.

. 10%/ml 10’/ml 10°/ml 10°/ml 10*/ml
n=:
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Elde edilen sonuglara gore; igerisinde 108/ml ve 107/ml oraninda bakteri
bulunan balgamlarin NALC-NaOH yontemi ile homojenizasyon-dekontaminasyonu
yapilip ekilenlerin sirasiyla 33 (%89,20) ve 32’sinde (%86,50) besiyerinde iireme
saptandi, sirastyla dort ve bes tanesinde kontaminasyon gozlendi. Decomics kiti ile
homojenizasyon-dekontaminasyonlart yapilan ekimlerin her iki konsantrasyonda da
36 (%97,30) besiyerinde ilireme saptandi, her iki konsantasyonda bir besiyerinde
kontaminasyon gozlendi. Igerisinde 10%/ml oraninda bakteri bulunan balgamlarin
NALC-NaOH yontemi ile homojenizasyon-dekontaminasyonu yapilip ekilenlerin 34

(%91,90) tanesinde iireme saptandi, ii¢ tanesinde kontaminasyon gozlendi. Decomics
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kiti ile homojenizasyon-dekontaminasyonlar1 yapilan ekimlerin 33 (%89,20)’tinde
iireme tespit edilirken dort tanesinde kontaminasyon gdzlendi. Igerisinde 10%/ml
oraninda bakteri bulunan balgamlarin her iki yontemle yapilan homojenizasyon-
dekontaminasyonlar1 sonrasit ekimlerin 34 (%91,90)’iinde iireme oldu, {igiinde ise
kontaminasyon gdzlendi. Igerisinde 10%*/ml oraninda bakteri bulunan balgamlarin
NALC-NaOH yontemi ile homojenizasyon-dekontaminasyonu yapilip ekilenlerin 25
(%67,60)’inde tireme tespit edilirken, sekizinde tireme gozlenmedi ve dort besiyerinde
ise kontaminasyon gozlendi. Decomics kiti ile homojenizasyon-dekontaminasyonlari
yapilip ekilenlerin 15(%40,50)’inde tireme gozlendi, 18’unda ise lireme gozlenmedi
ve dordiinde kontaminasyon tespit edildi. Igerisinde 103-102-10%/ml oraninda bakteri
bulunan balgamlarin her iki yontemle de yapilan homojenizasyon-dekontaminasyon
sonras1 yapilan ekimlerinde iireme oranlar1 yeterli olmadig1 i¢in degerlendirmeye

alinmada.

LW

40 % *) (s 34 ) (34 | (Y7 35
33 33 33 34
35 32 32
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8
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c B B-BIB-BaB0Nals
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Bk NN W
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108/ml 107/ml 105/ml 10%/ml 10%/ml 103/ml 10%/ml 10/ml

mUredi ®mUremedi ® Kontaminasyon

Sekil 4.2. NALC-NaOH yontemiyle ve Decomics kiti ile homojenizasyon-
dekontaminasyon sonrast LJ besiyerine ekilen balgamlarin iireyen, liremeyen

ve kontamine olan kiiltiir sayilarinin grafik ile gésterimi.

4.2.2. MB Besiyerinde Ureme Sonuclari:

Icinde 108-10'/ml oraninda bakteri bulunan balgamlar NALC-NaOH yéntemi

ve Decomics Kiti ile homojenizasyon-dekontaminasyon uygulanmasi sonrasinda MB
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besiyerine ekildi. Uremeler hergiin kontrol edilerek 37°C’de 45 giine kadar inkiibe
edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3 , Tablo 4.4 ve Sekil 4.3’teki gibidir.

Tablo 4.3. MB 7H10 besiyerindeki kiiltiir sonuglarinin sayisal ve yiizde degerleri.

. 103/ml 107/ml 105/ml 10°/ml 10Y/ml
n=.
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Tablo 4.4. MB 7H10 besiyerindeki koloni sayilart.
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037 10%/ml 107/ml 105/ml 10°/ml 10%/ml 103/ml 10%/ml 10'/ml
NaOH |DECO |NaOH [DECO [NaOH | DECO |NaOH {DECO [NaOH | DECO |NaOH [DECO [NaOH [DECO |NaOH |DECO
<10000 3 8 271 3 29 20
9 | 10000 4 8 199 7 1
>
® [ 20000 N
E 30000
O | 40000 1 3 1B
O | 500000 4 11 15 7
X | goooo| 2 3 7
700000 4
80000, 13| 8| 1
90000
1000000 7| 7

Elde edilen sonuglara gore; igerisinde 108/ml-10'/ml oraninda bakteri bulunan
balgamlarin  NALC-NaOH ve Decomics Kkitiyle yapilan homojenizasyon-
dekontaminasyon sonrasinda MB 7H10 besiyerine kantitatif ekim yapildi. Uremeler
hergiin kontrol edilerek 37°C 45 giin inkiibe edildi. 45 giin sonunda MB 7H10
besiyerinde iireme, iirememe, kontaminasyon ve koloni sayilart bakimindan
degerlendirildi. MB 7H10 besiyerinde; 10%/ml, 107/ml, 10%/ml, 10/ml, 10*/ml
oraninda bakteri bulunduran balgamlarim NALC-NaOH ve Decomics Kkiti ile
homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi iireme sayilari (yiizdeleri) sirasiyla; 33
(%89.20), 35(%94,60), 33 (%89.20), 34 (%91.90), 28 (%75.70); 36 (%97.30), 37
(%100), 35 (%94.60), 36 (%97.30), 20’dir (%54.10). 103, 10%, 10'/ml’de ise iki
yontemde de iireme olmamstir. Kontaminasyon sayilarina baktigimizda 107, 10%/ml,
10Y/ml oraninda bakteri olan balgamlarin Decomics ile homojenizasyon-
dekontaminasyonu sonrast higbir MB 7H10 besiyerinde kontaminasyon
gozlemlenmedi. Digerlerinin hepsinde farkli oranlarda kontaminasyon gozlendi.
Toplamda NALC-NaOH ve Decomics ile homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi
kontamine olan LJ besiyeri sayilar1 (yiizdeleri) 25 (%8.40) ve 13 (%4.40) dir. 108/ml,
107/ml, 10%/ml “da iki yontemde de bakteri {iremeyen besiyeri yokken 10°/ml, 10*/ml,
10*/ml, 10*/ml, 10'/mI’de NALC-NaOH ve Decomics ile homojenizasyon-
dekontaminasyon sonrasi iirememe sayilar1 (yiizdeleri) sirasiyla; 3 (%13.50), 32
(%86.50), 35 (%94.60), 36 (%97.30); 1 (%2.70), 15 (%40.50), 32 (%86.50), 34
(%91.90), 37 (%100)’dir. Koloni sayis1 bakimindan incelendiginde; 108/ml oraninda

bakteri bulunan balgamlarin NALC-NaOH yontemi ve Decomics Kkiti ile
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homojenizasyon-dekontaminasyonlart sonucu koloni sayilari (n) sirastyla; 50.000 (4),
60.000 (2), 70.000 (4), 80.000 (13), 90.000 (3), 100.000 (7) cfu/mL iireme ve 40.000
(1), 50.000 (11), 60.000 (3), 70.000 ( 7), 80.000 (8), 100000 (7) cfu/mL tireme
gozlendi. 107/ml’de sirasiyla; 20.000 (4), 30.000 (5), 40.000 (3), 50.000 (15), 60.000
(7),80.000 (1) cfu/mL iireme ve 10000 (4), 20.000 (7), 30.000 (4), 40.000 (13), 50.000
(7) cfu/mL iireme gozlendi. 106/ml’ da sirasiyla <10.000 (3), 10.000 (8), 20.000 (16),
30.000 (4), 40.000 (2) cfu/mL iireme ve <10.000 (8), 10.000 (19), 20.000 (6), 30.000
(2) cfu/mL iireme gozlendi. 10°/ml’de sirasiyla; <10.000 (27), 10.000 (7) cfu/mL
iireme ve <10.000 (35), 10.000 (1) cfu/mL iireme gozlendi. 10*/ml’de ise sirasiyla;
<10.000 (29) ve <10.000 (20) cfu/mL tireme gozlendi.

MB
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40 36 36 36 137
33 » 33 1.3° ) 34 35| 34
35 32132
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25 20
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108/ml 107/ml 108/ml 10°/ml 10*/ml 103/ml 10%/ml 10"/ml

mUredi mUremedi ™ Kontaminasyon

Sekil 4.3. NALC-NaOH yontemiyle ve Decomics Kkiti ile homojenizasyon-
dekontaminasyon sonrast MB 7H10 besiyerine ekilen balgamlarin iireyen,

iiremeyen ve kontamine olan kiiltiir sayilarinin grafik ile gosterimi.
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4.3. RT-PCR Sonugclart:

Molekiiler ¢alisma i¢in ayrilan 6érneklerden 80 tanesine ve 10 pozitif 6rnekten
ayrilan 20 ornegin 17 tanesine RT-PCR analizi yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.5
ve Sekil 5.4’deki gibidir.

Tablo 4.5. RT-PCR sonuglarini sayisal ve ylizde olarak gosterimi.

" 10%/ml 107/ml 10%/ml 10°/ml 10*/ml
n=i
NaOH | DECO | NaOH | DECO | NaOH | DECO | NaOH | DECO | NaOH | DECO
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Elde edilen sonuglara gore; icerisinde 102-107-10°/ml oraninda bakteri bulunan
balgamlarda hem NALC-NaOH yontemi hem de Decomics kiti ile homojenizasyon-
dekontaminasyon uygulandiktan sonra kalan sivilardan rastgele secilen besinden
yapilan RT-PZR’larin hepsi pozitif bulundu. Iglerinde 10°/ml oraminda bakteri
bulunan balgamlarm NALC-NaOH yontemi ile yapilan homojenizasyon-
dekontaminasyonu sonrast, stvidan yapilan PZR’larin hepsi pozitif iken, Decomics kiti
ile homojenizasyon-dekontaminasyon yapilan 6rneklerin {i¢ tanesi pozitif bulunurken
ikisi negatif bulundu. i¢lerinde 10%ml oraninda bakteri bulunan balgamlarin NALC-
NaOH yontemi ile yapilan homojenizasyon-dekontaminasyonu sonrasi sividan
yapilan PZR’larin dordii pozitif biri ise negatif saptandi. Decomics kiti ile
homojenizasyon-dekontaminasyon yapilan orneklerin besi de negatif bulundu.
Iclerinde 10°/ml ve 10'/ml oraninda bakteri bulunan balgamlarm NALC-NaOH
yontemi ile yapilan homojenizasyon-dekontaminasyonu sonrasi alinan sividan yapilan

PZR’larin biri pozitif dordii negatif iken, Decomics Kitiyle homojenizasyon-
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dekontaminasyon yapilan orneklerin besi de negatifti. I¢lerinde 10%ml oraninda
bakteri bulunan balgamlarin homojenizasyon-dekontaminasyon sivilarindan yapilan

PZR’larin besi de negatif bulundu.

6
5
4
3
B Pozitif
2 B Negatif
1
n=80

10%/ml 10’/ml 10%/ml 10%/ml 10%/ml 10%/ml 10%/ml 10/ml

Sekil 4.4. NALC-NaOH yontemiyle ve Decomics Kiti ile homojenizasyon-

dekontaminasyon sonrast RT-PZR sonuglarinin grafik ile gosterimi.

4.4. Istatistiksel Degerlendirme:
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Verilerde; ordinal yapidaki degiskenler icin Wilcoxon Signed Ranks Test ve

dikotom yapidaki degiskenler i¢cin ise McNemar Test sonuglari asagida verildi.

MB ve LJ besiyerlerine ekimlerde 108, 107, 10, 10°, 103, 102 ve 10/ml’de
NALC-NaOH yontemi ve Decomics Kitinin sonuglari arasinda anlamli bir fark
bulunmamigstir. 10*/ml oraninda bakteri bulunan &rnegin ekimlerinde ise NALC-
NaOH yontemi Decomics Kitine gore daha iyi bulunmustur [MB(10*/ml) p= 0,039 ve
LJ (10*/ml) p= 0,006)].

ARB ve PCR incelemelerinde 108, 107, 108, 103, 10% ve 10'/ml de NALC-
NaOH yontemi ve Decomics kitinin sonuglar1 arasinda anlamli bir fark yokken 10°/ml
ve 10*/ml oraninda bakteri bulunan érnegin ARB ve PCR’larinda NALC-NaOH
yontemi Decomics Kitine gére daha iyi bulunmustur [ARB(10°/ml) p= 0,016 ve
PCR(10°/ml) p= 0,5, ARB(10*/ml) p= 0,012 ve PCR(10*/ml) p=0,016)].

MB besiyerinde koloni sayis1 bakimindan incelendiginde 10%, 10%, 10*> ve
10'/ml’de  NALC-NaOH yontemi ve Decomics Kiti arasinda koloni sayilari
bakimindan anlamli bir fark yokken 108, 107, 106, 10° /ml> de NALC-NaOH yontemi
ile Decomics kiti arasinda anlamli bir fark vardir. Bu fark NALC-NaOH yontemi
lehinedir (10°/ml p= 0,004 ve 10°/ml p <0,001, 107 /ml p <0,001 ve 108/ml p
<0.001)
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz tedavi edilebilir bir hastalik olmasina ragmen yiiksek mortalite ve
morbidite oranlarindan dolay1 toplum sagligini tehdit etmeye devam eden énemli bir
hastaliktir. DSO’niin 2018 yilinda yayinladig: raporda bunu destekler niteliktedir. Bu
rapora gore, 2017 yilinda 10 milyon yeni tiiberkiiloz vakasi bildirilmistir. Bundan
dolay1 DSO bu raporda, 2025 yilina kadar tiiberkiiloza bagli 6liimlerde %6,5 oraninda
azalma, tiiberkiiloz insidansinda da %10 oraninda azalma hedeflendigi bildirilmistir
(3). Bu hedeflere ulasmak igin tiiberkiiloz hastalari hizli ve giivenilir bir sekilde teshis
ve tedavi edilmelidir. Tiiberkiiloz tanisinda kiiltlir halen en giivenilir ve altin standart
olan yontemdir (66). Diger klinik Orneklerle karsilastirildiginda balgam gibi
mikrobiyota igeren Orneklerde kontaminasyondan dolayi kiiltlir verimi diismektedir.
Bu nedenle balgam gibi 6rneklerin homojenizasyon-dekontaminasyon islemine tabi
tutulduktan sonra ekimi yapilmaktadir. Rutin laboratuvar uygulamasinda bu
homojenizasyon-dekontaminasyon yoOntemlerinin bazi  dezavantajlar1  vardir.
Homojenizasyon-dekontaminasyon islemi zahmetli ve zaman alicidir. Ayrica balgam
orneginin homojenizasyon-dekontaminasyonu sirasinda mikrobiyota bakterilerinin
yanisira mikobakteri basilleri de 6lebilmektedir. Bu da igerisinde az basil bulunan
orneklerin kiltiiriinlin negatif ¢ikmasina sebep olmaktadir. Homojenizasyon-
dekontaminasyon yontemlerinin mikobakterinin sagkalim yiizdesi kullanilan yonteme
ve Ornekte bulunan mikobakteriyel tiirlere gore degistigi de gosterilmistir (68, 69, 70).
Homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi yapilan kiiltiirlerde kontaminasyon orani

ise %5-9 arasindadir (81).

Calismamizda, CLSI tarafindan altin standart olarak gosterilen NALC-NaOH
homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi ile daha hizli bir yontem oldugu iddia
edilen ve laboratuvar ekipmanlarina fazla gereksinimi olmayan Decomics
homojenizasyon-dekontaminasyon Kitinin etkinlikleri aside direngli boyama (ARB),
kiiltiir ve PZR yontemleri ile test edildi.

Klinik  orneklerde homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi yapilan
yaymalardan aside direngli boyama ile bakterilerin incelenmesi uygulama kolayligi,
ucuzlugu ve hizli olmas1 gibi nedenlerle yaygin olarak kullanilmaktadir. Preparatta

basilin goriilebilmesi i¢in 6rnegin mililitresinde en az 5000 bakteri bulunmalidir.
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Ornekte 5000°den daha az bakteri varliginda yanlis negatif sonuglar alinabilmektedir
(72).

Calismamizda; NALC-NaOH yontemi ve Decomics kiti ile homojenizasyon-
dekontaminasyon sonrasi yapilan yaymalar, tespit edildikten sonra, Kinyoun boyama
yontemi ile aside direngli boyanmistir. Isik mikroskobunda 100x’liik objektifte 300
alan taranmustir. Yiiksek (108, 107/ml) ve diisiik (103, 10% 10'/ml) oranda bakteri
bulunan balgamlarin mikroskobik inceleme sonuglar1 ayn1 bulunmustur. Ancak 10°,
10, 10*/ml oraninda bakteri bulunan balgamlarin NALC-NaOH y6ntemi ve Decomics
kiti ile homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi pozitiflik yiizdeleri sirastyla %100,
%97,30; %81,10, %62,20; %62,20, %13,50 olarak bulunmustur. Icerisinde 10°,
10*/ml bakteri bulunan balgamlarmm mikroskobik incelemesinde NALC-NaOH
homojenizasyon-dekontaminasyon  yonteminin  Decomics kiti ile  yapilan
homojenizasyon-dekontaminasyon yonteminden daha istiin oldugu gosterilmistir (p=
0,016, p=0,012). Calismamizda; 10°/ml ve 10*/ml oraninda bakteri eklenen
balgamlarin ARB’sinin duyarlilig1 ve 6zgiilligii sirasiyla %76,7, %100 ve %28,6,

%95,7 olarak bulunmustur.

Tirkiye’de 2014 yilinda yapilan ve NALC-NaOH homojenizasyon-
dekontaminasyon yontemi temel alinarak gelistirilen Mycoprosafe (Salubris Inc.
Istanbul, Tiirkiye) kiti ve Decomics (Salubris Inc. Istanbul, Tiirkiye) homojenizasyon-
dekontaminasyon kitini karsilastiran bir ¢alismada; 146 balgam 6rnegi incelenmistir.
Iki yontemle de orneklerin %7,5 (11)’inin EZN boyama sonrasi mikroskobik
incelemesi negatif bulunmustur. Orneklerin icerisinde ¢ok diisiik sayida (<1+ = 1-9
aside direncli bakteri) aside direngli bakteri olmasmin bir sonucu olabilecegi
vurgulanmigtir. Bu ¢alisma; mikroskobik inceleme agisindan iki kitin sonuglarinin

ayni oldugu gostermistir (65).

Yaman ve arkadaslarinin yaptigi calismada; 572 ornek ile calisilmig, 32
ornegin kiiltiirli pozitif bulunmus bunun da 15’inin EZN boyama sonrast mikroskobik
incelemesi pozitif bulunmustur. Bu ¢alismada EZN boyama ydnteminin duyarlilig
%47, ozgiilliigli %98 bulunmustur. ARB yonteminin diisiik duyarliliga sahip olmasi
nedeniyle tek basina tani i¢in yetersiz oldugu ve hatali sonuglara neden olabilecegi

bildirilmistir (71).
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Calismamiz, Karakege ve arkadaslarmmin (65) calismalarinda oldugu gibi
Decomics kiti ile  homojenizasyon-dekontaminasyonundan  sonrast ARB
kiyaslanmistir. Onlar ¢alismalarinda Mycoprosafe (Salubris Inc. Istanbul, Tiirkiye) kiti
ve Decomics (Salubris Inc. Istanbul, Tiirkiye) homojenizasyon-dekontaminasyon Kiti
arasinda fark olmadigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise 10°,10*/ml bakteri
bulunan balgamlarin mikroskobik incelemesinde fark bulunmustur (sirasiyla
duyarlilik ve ozgilliikleri %76,7, %100 ve %28,6, %95,7). Buda gdsteriyor ki,
balgamin i¢indeki bakteri sayis1 azaldikca ARB’nin duyarlili§i azalmaktadir. Bu
calismada elde edilen diisiik duyarlilik sonuglar1 bizim ¢alismamizin dogrulugunu

desteklemektedir.

Tiiberkiilozun kesin tanist etkenin izolasyonu ve tanimlanmasi ile
konulmaktadir. Molekiiler teknikler gibi bir¢ok teknik gelistirilmesine ragmen kiiltiir
hala O6nemini korumaktadir. Ayrica ila¢ duyarlilik gibi laboratuvar islemlerinin
yapilmasi i¢in de besiyerinde iiretmek sarttir. Ornegin mililitresinde 10-100 arasinda
bakteri bulunmasi kiiltlir pozitifligi i¢in yeterlidir (71). Kiiltiiriin kontaminasyonun
onlemek ic¢in 6rnegin homojenizasyon-dekontaminasyonu ¢ok oOnemlidir. Diinya
capinda homojenizasyon-dekontaminasyon igin farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden bir¢ogu basit, etkili ve diisiik maliyetli bir teknik yaratmak amaciyla
gelistirilmigtir. Kullanilan yontemler arasinda standart olan ve CLSI tarafindan
onerilen yontem NALC-NaOH homojenizasyon-dekontaminasyon yontemidir (66,
81).

Bizim ¢alismada; igerisinde 10*/ml oraninda bakteri iceren balgamin LJ ve MB
7H10 besiyerinde de iireme oranma bakilinca NALC-NaOH ile yapilan
homojenizasyon-dekontaminasyonunun Decomics kiti ile yapilan homojenizasyon-
dekontaminasyondan daha iyi oldugu (p= 0,006, p= 0,039) diger biitiin balgamlarin
lireme oranlar1 arasinda belirgin bir fark olmadigr gosterildi. Karakece ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada; akciger tiiberkiilozundan siiphelenilen hastalardan
146 balgam alinmistir. Bu 6rnekler Mycoprosafe kiti ve Decomics kiti ile dekontamine
edilmistir. TCK-SLC-L (Salubris Inc. Istanbul, Tiirkiye) ve MGIT (Becton Dickinson)
s1v1 besiyerlerine inokiile edilmistir. Mycoprosafe ve Decomics kitlerine gore lireme
oranlar: sirastyla %31,5 (46), %26,7 (39) olarak saptanmustir. iki yontem arasinda

anlamli bir fark bulunmamustir (65).
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CLSI tarafindan onerilen NALC-NaOH homojenizasyon-dekontaminasyon
yonteminin ¢alisma siiresinin uzun olmasi ve laboratuvar ekipmanlar: gerektirmesi en
onemli dezavantajidir. Bunun gibi dezavantajlardan dolay1 yeni yontem arayislarina
girilmistir. Gelistirilen yeni yontemlerin 6rneklerin i¢indeki mikrobiyota elamanlarini
oldirirken MTB’yi en az oranda Oldiirmesi gerekmektedir. NALC-NaOH
homojenizasyon-dekontaminasyon yonteminde %2-5 oraninda kontaminasyon normal
oldugu bildirilmistir (75). Baz1 ¢alismalarda LJ’de daha yiiksek kontaminasyon orani
bildirilmistir (76).

Calismamizda; L) ve MB 7H10 besiyerlerinde 108-10' /ml oraninda bakteri
bulunduran balgamlarin NALC-NaOH ve Decomics Kkiti ile homojenizasyon-
dekontaminasyonu sonrasi kontaminasyon oranlarina baktigimizda Decomics kitinin
daha iyi dekontamine ettigini sdyleyebiliriz. Gitteh ve arkadaglarinin yaptigi
calismada; 68 balgam ile ¢alisilmig. Tiim 6rnekler NALC-NaOH homojenizasyon-
dekontaminasyon yontemi ve %0,7 klorheksidin yontemi ile dekontamine edilmis.
Homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasit sividan LJ besiyerine ekilmis. LJ
besiyerinde NALC-NaOH ve %0,7 klorheksidin ile dekontamine edilen balgamlarda
tireme oranlar1 ve kontaminasyon oranlari sirasiyla % 54,4 (37/68), % 61,8 (42/68) ve
%4,4 (3/68), %15 (1/68)’dir. %0.7 klorheksidin ile homojenizasyon-
dekontaminasyonun daha hizli ve kontaminasyon oraninin daha az oldugu

vurgulanmustir (73).

Brezilya’da 2017 yilinda yapilan ve NaOH temelli iki yontem olan Ogawa-
Kudoh yontemini Modifiye Petrof yontemi ile karsilasiran baska bir ¢alismada; 166
akciger tliberkiilozu siipheli hastadan 205 balgam 6rnegi alinmistir. Bu 6rneklerin
homojenizasyon-dekontaminasyonlart ayni anda Ogawa-Kudoh yéntemi ve Modifiye
Petrof yontemi ile yapilmistir. Homojenizasyon-dekontaminasyon sonrast sivi LJ
besiyerine ekilmis ve liremeleri gdzlemlenmistir. Calisma sonrasinda Ogawa-Kudoh
yontemi ve Modifiye Petrof yontemi iireme yiizdeleri ve kontaminasyon oranlari
sirastyla % 34,6 (71/205), % 37,1 (76/205); %6,4 (13/205), %2,9 (6/250) bulunmustur.
Bulgulara gore iki yontem mikobakteri tespiti i¢in etkin olup istatistiksel olarak tireme
yiizdeleri ve kontaminasyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (p=0,54, p=0,065) (77).
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Calismamizda; MB 7H10 besiyerinde koloni sayilarina baktigimizda
108 /ml’de NALC-NaOH yénteminde koloni sayis1 50.000-100.000 kob/mL arasinda
iken Decomics kiti ile 40.000-100.000 kob/mL arasindadir. 10”/mI’de NALC-NaOH
yonteminde 20.000-80.000 cfu/mL, Decomics kitinde ise <10.000-20.000 cfu/mL
arasindadir. 10°/ml’de NALC-NaOH yénteminde <10.000-30.000 cfu/mL, Decomics
kitinde ise <10.000-30.000 cfu/mL arasinda, 10°/ml ve 10*/ml’de ise NALC-NaOH
yonteminde <10.000 cfu/mL, Decomics kitinde ise <10.000 cfu/mL’dir. Bizim
calismamizda NALC-NaOH homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi ile bakteri
kayb1 Decomics kitine gore daha az olmustur. Koloni sayilar1 6zellikle NALC-NaOH
homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi ile dekontaminasyon sonrasi daha yiiksek
bulunmustur. Asmar ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada 8 ornekten %0,7
klorheksidin homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi kullanilarak iiretilen MTB
kolonilerinin sayis1 (8, 47, 52, 83, >100, >100 , >100, >100) NALC-NaOH
homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi ile iiretilen koloni sayisindan (12, 7, 8, 31,
13, 17, 66, >100) daha yiiksek bulunmustur (78). Bizim g¢alismamizin aksine
karsilagtirilan  diger yontem, NALC-NaOH homojenizasyon-dekontaminasyon

yonteminden daha yiiksek koloni sayist sahip oldugu gosterilmistir.

Calismamizda; igerisinde 10*/ml oraninda bakteri igeren balgamim LJ ve MB
7H10 besiyerlerinde de iireme oranina bakilinca NALC-NaOH homojenizasyon-
dekontaminasyonunun Decomics  kiti  ile  yapilan  homojenizasyon-
dekontaminasyondan daha iyi oldugu (p=0,006, p=0,039) diger biitiin balgamlarin
ireme oranlar1 arasinda belirgin bir fark olmadigi gosterildi. Karakece ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada ise (65) iki yontem arasinda kiltiirde {retme
bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. Bunun sebebi igerisinde yogun olarak
tiiberkiiloz basili igeren drnekler ile ¢alisilmasindan kaynaklanabilir. Koloni sayilarina
bakildiginda Decomics Kkiti ile dekontamine edilen balgamlarm MB 7HI10
besiyerindeki koloni sayilart NALC-NaOH ile dekontamine edilenlerden daha disiik
bulunmustur. Bizim c¢alismamizda o&zellikle NALC-NaOH homojenizasyon-
dekontaminasyon yonteminin kontaminasyon orani yiiksek ¢cikmistir. Bunun sebebi
balgamin toplanarak g¢alisilmasi olabilir. Decomics Kitinin kontaminasyon orani ise

NALC-NaOH’a gore daha diisiik ¢ikmaistir.
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NALC-NaOH homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi ile baska
homojenizasyon-dekontaminasyon yontemlerini karsilastiran yaynlar da vardir. %0,7
klorheksidin ile kiyaslayan Gitteh ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, %0,7
klorheksidin yonteminin daha hizli oldugu ve laboratuvar ekipmani az olan
laboratuvarlar ve sosyo-ekonomik agidan az gelismis ilkeler i¢in daha iyi oldugu
vurgulanmistir (73). Asmar ve arkadaslariin yaptigi bir ¢alismada %0,7 klorheksidin
yontemini NALC-NaOH homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi ile kiyaslamis
koloni sayilar1 bakimindan da %0,7 klorheksidin yonteminin daha iyi oldugunu

gostermiglerdir (78).

Gambia’da 2016 yilinda yapilan bir calismada; 75 balgam NALC-NaOH
homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi ve santiirflij gerektirmeyen ve Ornek
basina bes dakikada dekontaminasyon saglayan Kudoh swab yontemi ile dekontamine
edilmistir. ki yontem arasinda anlamli bir fark olmadigi ancak Kudoh swab

yonteminin daha basit ve ucuz bir yontem oldugu vurgulanmistir (74).

MTB’nin hizl: tespiti hasta tedavisi ve enfeksiyon kontrolil i¢in cok 6nemlidir.
Bazi tanisal yontemlerin duyarlilg1 diisiikken bazi yontemlerin ise sonug verme siiresi
uzundur. MTB’nin yavas liremesi goz oniine alindiginda, niikleik asit amplifikasyon
analizleri klinik orneklerde MTB’nin dogrudan tanimlanmasi i¢in milkemmel

araclardir (79).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore; 108, 107, 10°, 10°/ml bakteri
iceren balgamlarin NALC-NaOH yontemi ile homojenizasyon-dekontaminasyonu
sonrast RT-PZR da pozitiflik yiizdesi %2100 iken Decomics Kiti ile dekontaminasyonu
sonrasi RT-PZR da yiizdelerinde ise 102, 107, 10¢/ml’de %2100 bulunmustur. NALC-
NaOH yoéntemi ile homojenizasyon-dekontaminasyonu sonrasi RT-PZR da pozitiflik
yiizdesi % 0 olan sadece igerisinde 10%/ml bakteri bulunan balgamlarken Decomics
kiti ile homojenizasyon-dekontaminasyonu sonras1 RT-PZR da yiizdelerinde ise 10%,
103, 102, 10Yml’de %0 bulunmustur.

Vinuesa ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaymlanan g¢alismalarinda; 1020
hastadan solunum yolu o6rnegi alinmig homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi
kiiltiir ve RT-PZR (Abbott RT-MTB PCR) yapilmistir. Onyedi hastanin PZR’1 pozitif

¢ikmistir. Bu 17 hastanin 12’sinin kiiltlirii de pozitif bulunmustur. Kiiltiirii negatif,
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PZR pozitif olan bes hastanin, tiiberkiiloz tedavisi aldig1 i¢in kiiltiir sonucunun negatif
oldugu bildirilmistir. PZR negatif, kiiltiir pozitif olgular bildirilmemistir. Ayrica NTM
olan hastalarin higbirinin PZR’1 pozitif saptanmamustir (80). Bizim ve Vinuesa ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismanin verilerine gore RT-PZR testi ile olasi tiiberkiilozlu
hastalardan alinan solunum 6rneklerinin kiiltiir ile uyumlu oldugunu gosterilmistir. Bu
sekilde tan1 ve antitiiberkiiloz tedavisine baslama siiresini PZR’1in azaltabilecegi

sOylenebilir.

Bizim c¢alismamiz farkli bakteri yogunlugu kullanilarak yapildigi i¢in 6zgiin
bir calismadir. Nitekim diigsiik veya yiiksek yogunlukta bakteri i¢eren Orneklerde
karsilastirlan NALC-NaOH yontemi ve Decomics kiti arasinda fark olmadigi
gosterilmistir.  Ancak orta yogunluktaki balgamlarda sonuglarda farklilik
gozlenmektedir. CLSI tarafindan Onerilen NALC-NaOH homojenizasyon-
dekontaminasyon yontemi ile Dekomics kitini kiyaslamak i¢in litaretiirde tek ¢alisma
bulunmaktadir. Karakece ve arkadaslarinin yaptigi calismada i¢in de ARB pozitifligi
olan hasta Ornekleri secilmistir. Bizim c¢alismamizda yaptigimiz gibi farkli
yogunluktaki bakteriler ile g¢alistimamistir (65). NALC-NaOH homojenizasyon-
dekontaminasyon yontemi ile farkli homojenizasyon-dekontaminasyon yontemleri de
kiyaslanmig  Ozellikle  %0,7  klorheksidin ile yapilan homojenizasyon-
dekontaminasyon yonteminin daha iyi oldugunu vurgulayan yayinlar vardir. Decomics
kiti ile 90,7 klorheksidin ile yapilan dekontaminasyon yontemini farkli

konsantrasyonlarda bakteri kullanilarak kiyaslamanin yararli olacag: goriisiindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Iki farkli homojenizasyon-dekontaminasyon yénteminin M. tuberculosis H37
Ra susu katilarak  hazirlanan  balgam  Orneklerinde  homojenizasyon-
dekontaminasyonun etkinligi ARB, LJ ve MB 7H10 besiyerlerine ekilerek kiiltiir ve
RT-PZR yontemleri ile dl¢tilmistiir.

Homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi sividan yapilan preparatlar tespit
edildikten sonra ARB ile boyanmis ve mikroskopta incelenmistir. Calisma sonrasi
toplam  verilere  baktigimizda  preparat NALC-NaOH  homojenizasyon-
dekontaminasyon yontemiyle 155 (%52,40) preparat, Decomics homojenizasyon-
dekontaminasyon Kkiti ile 137 (%49) preparat pozitif olarak bulunmustur. Yiiksek ve
cok diisiik bakteri konsantrasyonlari iceren balgamlarin ARB pozitiflik oranlar iki
homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi ile de ayni1 bulunurken 10°, 10*/ml gibi
orta diizeyde bakteri yogunlunun oldugu balgamlarin NALC-NaOH homojenizasyon-

dekontaminasyon yontemi ile ARB pozitiflik oranlar1 daha yiiksek saptanmastir.

Homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi sividan LJ besiyerine ve MB 7H10
besiyerine kantitatif ekim yapilmistir. Calisma sonrasi toplam iireme ve
kontaminasyon oranlarina baktigimizda LJ besiyerinde sirasiyla 158 (%53,40), 28
(%9,50)’dir. MB 7H10 besiyerinde ise sirasiyla 154 (%52), 20 (%6,80) bulunmustur.
Calismamizda iki homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi arasindaki fark orta

diizeyde 10%-10° /ml bakteri yogunlugu igeren tiiplerde saptanmistir.

Homojenizasyon-dekontaminasyon sonrasi sividan RT-PZR calisilmustir.
Calisma sonrasi toplam verilere baktigimizda NALC-NaOH’yonteminde 26 (%65),
Decomics kitinde ise 18 (%45) pozitif saptanmistir. Calisma sayisi az oldugu igin
istatistiksel olarak anlamli bir karsilastirma yapilamamistir. Daha fazla 6rnek ile
caligilarak molekiiler acgidan kiyaslanmasi ile anlamli sonuglara ulasilacagi

diistiniilmektedir.

Decomics kiti ile homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi daha hizli
oldugu, kontaminasyon orami daha diisikk oldugu, daha az ekipman gerektirdigi,

icerisinde yogun oranda bakteri bulunan oOrneklerde NALC-NaOH yoOntemiyle
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arasinda istatistiksel olarak fark olmadig1 i¢in tiiberkiilozun yogun olarak goriildigi

az gelismis tilkelerde kullanilabilir.
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EK.1. Tez Calismasi ile Tlgili Bildiriler ve Yaymlar

39th Annual Congress of the European Society of Mycobacteriology; July 01—
04.2018 Dresden, Germany; Comparison of Decomics Decontamination Kit with
Kubica Method for Recovery of Mycobacterium tuberculosis from Sputum.

COMPARISON OF DECOMICS DECONTAMINATION KIT WITH KUBICA METHOD FOR

RECOVERY OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS FROM SPUTUM

Meltem OZDEN!, Zeynep SARIBAS?, Alpaslan ALP?, Mutlu HAYRAN?, Yakut AKYON?!
1Hacettepe University, Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Ankara, Turkey.

2Hacettepe University, Cancer Institute, Ankara, Turkey.

decontamination solution, absorbent beads and neutralization solution.
Absorbent beads have smaller pores than bacteria and absorb the

i and neut I Dy klt does not
and d in about 25

ple pr g is

require centrift
minutes.

Introduction: Results:
The aim of this study, was to p D ics d and| |In the acid-fast bacillus (AFB) ining of the | both hod
concentration kit with the Kubica (NaOH and N-acetyl-L-cysteine (NALC))| d d AFBin b 10%-10* /ml.

hod in les that had been spiked with Mycobacterium| |In cultures, isolation rates in either LJ or MB7H10 agar were between
tuberculosis. 91-100%, in |l pr d with D i in ycob ial
D jics is a d inati and i kit that contains| concentrationsof 10°to 10 /ml.

Decomics Kit (Salubris)

Isolation rates of cultures, in either U or MB7H10, decontaminated with

Kubica method were b 91-94% in c ions of 10°to0 10% /ml.

A decrease of 21 to 27% in isolation rates was observed in the concentration

of 10° /ml.

Kubica method detected 67% (LJ) and 75% (MB7H10) of the cultures while

Decomics detected 40% (LJ) and 54% (MB7H10) of them.

No colonies were seen in concentrations lower than 10° /ml in samples

decontaminated with either of the methods.

Of the 37 repeats five of them were tested with real-time PCR. Both
hods d d bacilli in of 10%-10° /ml. Kubica method

detected bacilli in 5, 4, 1 of the sputum repeats in concentrations of 10°, 10‘

and 10° /ml respectively. D ics d d 3 rep: in the

of 10° and none in concentrations of 10* or 10° /ml (Table 1).

Conclusions:
* In high mycob ial i D yielded high i rates.
Kubica method, in general, yielded slightly lower isolation rates in high

Materials and Methods:
Serial dilutions of M. tuberculosis H37Ra strain (108-10' /ml) were prepared

of bacteria. It may be due to the centrifugation process in
Kubica hod and hydr bicity of my in this
study, hydrophobic molecules hed to each other and centrifugation
made the solution concentrated but a proper homogenization was not

ia. P

in three ml of sputum. Two series of spiked bacterial were
prepared. One of the series was used for d with D
decontamination kit and the other for Kubica method. Each group was
repeated for 37 times.

Spiked sputum samples (3ml) were put into the decontamination solution,

b d. The part of the solution that did not contain M. tuberculosis
bacilli were inoculated into the culture media. Since Decomics kit does not
require centrifugati it d d higher isol rates in high
concentrations of M. tuberculosis. As a result, it can be said that, Decomics
efficiently decontaminates sputum and bacilli can be detected in the

mixed by vortexing and was kept for 10 at room p Then rations of appi ly 105-108 /ml.
absorbent beads were added and mixed by vortexing. After incubation for 5| |* Inability to detect mycobacteria by culture by both methods in samples at
minutes at room temperature, 100 pl of the d i d and a ion lower than 10 /ml may be due to inability of perfectly

concentrated sample was inoculated into both Lowenstein — Jensen (UJ)
slants and Middlebrook (MB) 7H10 agar plates. Kinyoun acid-fast staning
d was lied to the p d le. Real-time PCR was done for
five repeats for each sample.
Processed samples were directly used for real-time PCR. DNA extraction
was done by GeneAll DNA extraction kit. The real-time PCR was performed
using the Seegene Anyplex MTB / NTM real-time PCR Kit and BIO RAD
CFX96 instrument. Briefly, 15 puL PCR mix and 5 pL sample DNA were used.
The cycles were carried out at 95°C for 15 for initial d
followed by 44 cycles of 95°C for 30 seconds, 60°C for 1 minute.

homogenizing mycobacteria to stand as a single bacterial cell due to their
high hydrophobic nature, while preparing the simulated samples. The
detection limit may be different by both methods in real sputum samples.
Usage of Decomics decontamination kit can be helpful where tuberculosis
is endemic and in areas where the laboratory facilities are inadequate
since Decomics kit does not require centrifugation.

* Anoth d of D kit is that decontamination and
g p is completed in 25 d of 45

by Kubica method. It is a fast and easy way decontamination
homogenization process.

h

Table 1: Number of positive results among 37 repeats of decontamination and homogenization processes.

10* 7ml 107 /ml 10° /ml

KUBICA DECOMICS KUBICA DECOMICS KUBICA

10° /ml

DECOMICS KUBICA DECOMICS KUBICA DECOMICS KUBICA DECOMICS KUBICA DECOMICS KUBICA DECOMICS

10* /mi 10° /ml 10* /mi 10' /mi

AFB n=37 + + + + + + + + + + 0 0 0 0 0 [
Un=37 (%) 33(89)  36(97)  32(86) 36(97)  34(91) | 33(89)  34(91) | 34(91)  25(67)  15(40) [ 0 0 0 0 0
MB7H10n=37 (%) 33(89)  36(97)  35(94) 37(100) 33(89) | 35(94) 34(91) | 36(97)  28(75)  20(s4) 0 0 0 0 0 0

RT-PCR n=5 5 5 5 5 5 5 5 3 a o 1 o o o 1 o
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EK.2. Orjinallik Raporu ve Dijital Makbuz

Mycobacterium tuberculosis izolasyonu Oncesinde Uygulanan
ki Farkli Dekontaminasyon isleminin Karsilastiriimasi

ORWINALLIK RAPORU

% 1 7 %1 6 %4 %4

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

www.tip.hacettepe.edu.tr

Internet Ka?na@ " 0/’(}6
www.klimik.org.tr

Internet Kaynagi ° 0/02

Submitted to TechKnowledge Turkey 1
Ogrenci Odevi %
bhsm.gov.tr

Internet Kagynag| 0/01

xtremenutrients.com . 1
Internet Kaynagi %o

n Submitted to Hacettepe University 1
Ogrenci Odevi %
biyologlar.com

|nte¥net Kgynagjl 0/01
library.cu.edu.tr

B Internet Kaynag <0/01
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