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Onay:

Yukaridaki imzalarin adi gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.



TESEKKUR

Bu calismanm gergeklesmeSinde yardimlarini esirgemeyen, tiim konularda hosgorii
ve ictenlikle desteklerini siirdiiren, engin tecriibeleriyle caligmalarima 1g1k tutan danismanim
Prof. Dr. Riza DURMAZ’a ve hocalarim Prof. Dr. Bengiil DURMAZ, Prof. Dr. Nilgiin
DALDAL ve Dog. Dr. 1. Halil 0ZEROL ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarmm.

Deneylerimizde yardimlarim esirgemeyen, bu tezin hazirlanmasi sirasinda emegi

gegen boliimdeki biitiin arkadaslarima tesekkiir ederim.
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GIRIS VE AMAC

Tarihin en eski hastaliklarindan birisi olan tiiberkiiloz bir enfeksiyon
hastalif1 yaninda ayrica sosyal bir hastalik olup; giniimiizde tami ve tedavi
yontemlerindeki ilerlemelere ragmen Snemini korumaya devam etmektedir. Yillarca
yapilan miicadeleler sonucunda hastalik bir dereceye kadar kontrol edilebilir hale
gelmig, ancak 1980°li yillardan sonra ortaya ¢ikan Human Immunodeficiency Virus
(HIV) infeksiyonu ile birlikte tekrar giindeme gelmistir. Bugiin sadece az gelismis yada |
gelismekte olan iilkeler degil; gelismis iilkelerin de en biiyiikk problemlerinden birisi
durumuna gelmis olan tliberkiiloz; biitiin diinyada yaygmn olarak goriilmekte ve
Onemini korumaktadir (1-3).

Gelismis tilkelerde 6zellikle HIV ile infekte hastalarin ¢ogul ilaca direngli
suslarla infekte olmalar1 konuya ayr1 bir boyut kazandirmis ve hastaligin tedavisinde
zorluklar ortaya ¢ikmustir (4). Yurdumuzda da tiiberkiilozlu hasta sayisi son yillarda
artmaya devam etmektedir (5 ).

Klasik olarak tiiberkiiloz tamisi; klinik belirtiler, radyolojik goriiniim,
tiiberkiilin deri testi sonucunun degerlendirilmesi; klinik &rneklerden hazirlanan
preparatlarda mikobakteri goriilmesi ve besiyerinde iiretilmesiyle miimkiin olmaktadir.

Diinya Saghk Teskilati’'nin kararina goére bir hastaya kesin tiiberkiiloz
tanis1 konabilmesi i¢in uygun sekilde alinan klinik 6rnegin laboratuvara génderilmesi,

hazirlanan preparatlarda mikobakterilerin gériilmesi ve ekim yapilan besiyerlerinde

iiretilmesi ile miimkiin olur (6 ).



Tiiberkiiloz basilinin kisa siirede tanimlanmasi, ilag direncinin saptanmasi
ve infeksiyon kaynaginin belirlenmesi etkin bir tedavi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (7-
10).

Klasik tan1 yontemlerinden mikroskopinin duyarlihgmn diisik olmasi,
kiiltlirin ise uzun zaman almasi, arastirmacilart bu hastalifin erken tanisinda
kullanilabilecek yeni yontemleri denemeye y6neltmigtir (11-14).

Son on y1l i¢inde yapilan genetik ¢aligmalar ve immiinolojik alanlardaki
ilerlemeler tiiberkiiloz agisindan da yeni teknolojik aragtirmalarin ortaya ¢ikmasina
yardimer olmugtur. Giiniimiizde tiiberkiiloz tanisinda kisa siirede sonu¢ alinmasina
olanak saglayan molekiiler biyoloji teknikleri kullanilmaya baglanmigtir. Polimeraz
zincir reaksiyon yontemi (PZR) bu amagla kullanilan metodlarin basinda gelmektedir
(1,15-18). Ancak yaygin olarak denenmesine karsin PZR yonteminde arzulanan
ozgiillik ve duyarlilik heniiz elde edilememigtir (18,19). Bunda 6rnekte bulunabilecek
inhibitérler basta olmak tiizere hbmojenizasyon, DNA izolasyonu, amplifikasyon ve
sonuglarin gézlenmesinde uygulanan kosullarin nemli etkisi vardur.

Bu ¢aligmada; tiiberkiilozun erken tamisinda PZR yonteminin degerini
ortaya koymak wve klinik Orneklerin homojenizasyonu ve dekontaminasyonunda
kullamlan N-acetyl-L-cystein-NaOH (NALC-NaOH) asamasimn, PZR’nun duyarlilig

tizerine olumsuz etkisinin olup olmadigini belirlemek amaclanmigtir.



GENEL BILGILER

Tarihin en eski hastaliklarindan birisi olarak kabul edilen Tiiberkiilozun
yaklasik 10.000 yildan beri varligini siirdiirdfigii sanilmaktadir. Nedeni bilinmeyen bir
halk saghigi sorunu olarak yillarca 6nemini korumus ve Ozellikle sanayilesme ve
sehirlesmenin bagladif:i dénemlerde yaygmnhigi artmugtir. Hipokrat devri, tiiberkiiloz
hakkindaki gergek bilgilerin baglangici olarak kabul edilmektedir.

Tiiberkiiloz tarihinin doniim noktasi olan 24 Mart 1882’ de Alman
mikrobiyolog R.Koch, tiiberkiiloza neden olan bakterinin izolasyonunu tanimlamig ve
bu tarihlerde tiiberkiiloz, Avrupa’da her yedi O&liimden birinin sebebi olarak
bildirilmistir. Robert Koch demistir ki : Bir hastalifin 6neminin 6l¢iisii eger kurbanlarin
sayis1 ise, Ozellikle veba ve kolera gibi en ¢ok korku sacan infeksiyon hastaliklar:
ﬁpiberkﬁlozun ¢ok gerisinde kalir. Bu biiyiik gelismeyi, 1921’ de BCG’nin bulunusu ve
1944°te ilk tiiberkiiloz ilaci olan streptomisinin kesfi izlemistir (20).

Bin dokuz yiiz seksen dort yima kadar tiiberkillozun ortadan
kaldirildigina inamhyordu. Ancak 1985 yilindan itibaren tiiberkiilozun halk saghigim
onemli derecede tehdit eder duruma geldigi ortaya ¢ikmugtir (2-4). Son yillarda 6zellikle
molekiiler biyoloji ve genetik miihendisligi yontemleri ile hastahigin immiinopatogenezi ‘
aydmlatilmusg, yeni tam yontemleri ve etkili ilaglarin gelisimi konusunda énemli ve {imit
verici geligmeler saglanmistir. Tiim bu gelismelere yani 100 yil: agkin bir siiredir etkenin
bilinmesine, 70 yili agkin bir siiredir agmnin bulunmasina ve 50 yila yakin bir siiredir
%100 tedavi edilebilir bir hastalik olmasina karsin, giiniimiizde tiiberkiiloz sorununa

heniiz ¢6ziim bulunamamistir (20).



Gelismekte olan lilkelerde Gnemi hi¢ azalmayan tiiberkiiloz AIDS gibi
nedenlerle, gelismis olan iilkeler i¢inde ¢ok Gnemli bir sorun haline gelmistir (21).
Diinya Saghk Orgiitii (DSO) ile Tiiberkiiloz ve Akciger Hastaliklari Uluslararas:
Federasyonu (IUATLD) ‘min saptamalarina gore, diinyada yaklasik bir milyar 700
milyon kisi Mycogacterium tuberculosis ile infektedir.

* Basili tagiyanlarin 20 milyonu aktif tiiberkiilozludur.

* Bunlarin yilda {i¢ milyondan fazlasi 6lmektedir.

* Her y1l sekiz milyon yeni tiiberkiiloz vakasi ortaya ¢ikmaktadr.
* Cografi dagilim diizensizdir.

* En yiiksek hasta sayisi Asya’da bulunmaktadir.

Frigkinler arasinda tiiberkiiloz, tiim diinyada tek bir infeksiyon etkeninin yol
actig1 en sik 6liim nedenidir. Eger diinyadaki tiiberkiiloz insidansi ayni diizeyde devam
ederse 2000 yilinda 30 milyon insanmn hastaliktan 6lmesi beklenmektedir (21). Diinya
saglik Orgiitliniin (WHO) rapoﬁma gbre, c¢ogul ilag direnci gosteren tiiberkiiloz
vakalarinda da artis oldugu gosterilmektedir.

Yurdumuzda Saglik Bakanligi Verem Savas Daire Bagkanlifimn
verilerine gore enfekte olgu sayisi 1993 yili itibariyla 12 milyon kisi olarak
‘belirlenmistir. Bu kisiler iilkemiz i¢in biiyiik bir enfeksiyon havuzu olusturmaktadir. Bu
rakamin her y1l % 1-3’niin hasta olacag1 g6z 6niinde bulundurulursa tehlikenin boyutlar

ortaya ¢ikmaktadir (2).



Tablo 1. Tiirkiye’de yillara gore tiiberkiiloz insidans1 ( 20 ).

Yilar Y1l ortasi Bulunan yeni tb insidansi
niifus tb sayis1 (yiizbinde)
1980 44438000 23210 52.2
1981 45540000 25232 554
1982 46688000 26457 56.7
1983 47864000 28634 59.8
1984 49070000 27530 56.1
1985 50306000 30960 61.5
1986 51546000 31030 60.2
1987 52845000 | 30779 58.2
1988 54176000 27884 514
1989 55541000 26669 48.0
1990 56000000 2494 44.0
1991 58000000 25166 43.9

1992 60000000 25455 42.9




Tablo 2. Tiirkiye’de bolgelere gore tiiberkiiloz prevelans: ( 20 ).

Bolgeler Kayitsiz hasta  Dispanser Prevelans
oran1 % kayitlari (1000°de)
Ege : 25 1.40 1.86
Akdeniz 32 1.58 2.32
I¢ Anadolu 58 1.03 2.48
Marmara 44 2.04 3.66
Dogu Anadolu 23 2.86 3.73
Trakya 63 1.48 3.97
Karadeniz 67 1.57 4.80
Glineydogu Anadolu 67 242 7.44
Tiirkiye Geneli 51 1.76 3.58

Yurdumuzda prevalans ve insidans caligmalari yeterli ve giivenilir
degildir. Ciinkli bunlar olgu bulma ve diizenli kayit sistemine baglidir. Daha anlaml
yaklagim, yillik infeksiyon riskinin (YIR) tesbiti ile yapilabilir. YIR, bir yil iginde
toplumda tiiberkiiloz ile infekte olacaklarm tiiberkiilozlu hastaya oranimi yansitir. YIR,
gelismekte olan iilkelerde, gelismis iilkelerden 5-250 defa fazladir. WHO gelismekte
olan {ilkelerde tiiberkiilozlu ha;‘:talarm % 50’sinden azinin tesbit edilebildigini ve
bunlarin da % 50’°sinden azimn tedavi olabildigini bildirmektedir (22).

Tiiberkiiloz 1k, yas ve gelir seviyesine bakilmaksizin her kesimden insam
etkileyebilmektedir. Ancak HLA BW1S5 geni tagiyan zenciler ile HLA DR2 geni tagiyan

kizilderililer tiiberkiiloz hastaligina yatkin kisilerdir. Ayrica bazi gruplarda risk daha da



ytiksek olarak saptanmaktadir. Bu gruplar icinde HIV ile enfekte kisiler, tiiberkiilozlu
hastalarla iligkide olanlar, tibbi bakim1 kétii ya da ihmal edilen kisiler, yoksullar, yiiksek
tiiberkiiloz insidans: olan iilkelerden gelenler, mahkumlar, alkolikler, intravendz ilag
kullananlar, kresteki ¢ocuklar, yaslilar ve tiiberkiilozlu hastalarla temas: olan
hastabakicilar1 sayilabilir (4). Tiiberkiiloz enfeksiyonu saglik personeli arasinda genelde
sessiz seyreder. Aktif enfeksiyon riski % 10 dur. Diger gruplarda bu risk daha da

yiikselmektedir.

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSISIN GENEL OZELLIKLERI

Tiiberkiiloz etkeni bakteri 1882 yilinda Robert Koch tarafindan tanimlanmig ve
funguslar gibi yavas {iremeleri nedeniyle Mjycobacterium tuberculosis olarak

isimlendirilmistir. Basiller 0.2 - 0.5 ;;m eninde, 1-4 ;;m boyundadir. Tek tek kiiciik

zincirler halinde bulunabildigi gibi  kiigiik demetler halinde de bulunabilirler.
Hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiiz basillerdir. Yagh kiiltiirlerde ve uygunsuz kosullarda
fireyen bakterilerin daha uzun, ipliksi ya da daha kisa hatta koklara benzer degisik
sekilleri ortaya c¢ikabilmektedir. Balgam ve diger hastalik maddelerinden yapilan
preparatlarda tek ya da ikili ti¢lii gruplar halinde ve birbirine parelel ya da uglarindan
birbirlerine yaklasarak a¢1 X, V, L, harfleri olugturacak bigimde bir arada bulunabilirler.
Besiyerlerindeki kiiltiirlerinden yapilan preparatlarda ise ¢ofu kez biiylik kiimeler
olustururlar. Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi diger bakterilerden farkhdir. Duvarin
ana iskeleti peptidoglikan ve arabinogalakton molekiillerinin fosfodiester baglari ile

baglanmasiyla meydana gelir. Ayrica lipoarabinomarinan ve fenolik glikolipidler duvar



yapisinin 6nemli bir bolimiinii olusturur. Arabinogalakton ve glikolipid molekiilleri
arasinda mikolik asitler yer alir. Mikolik asitler uzun zinciﬂi satiire yag asitleridir ve
duvar yapisinin Snemli bir boliimiinii olugturur. Mikolik asitler zincir uzunluguna gore
keto, metoksi ve siklopropan gruplarina dahildir. Bakterinin toplam lipid miktari hiicre
duvari kuru agirliginin % 60 kadandir. Hiicre duvarinda bulunan bu yiiksek lipid miktar1
bakterinin dis etkilere karsi direncinde, virulansinda ve boyanma &zelliginde rol
almaktadir (4,23,24).

Sekil 1. Mycobacterium tuberculosis’ in hiicre duvar yapist.
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Tiiberkiiloz basilleri bakteriyoléjik boyalarla kolay boyanmazlér. Gram
boyast ile gii¢ boyanirlar. Bu nedenle gram &zelliklerinden s6z edilmez. Bakterilerin bu
ozellikleri hiicre geperlerinin yapisindandir. Hidrofobik karakter gosteren hiicre geperi,
boyalarin sudaki eriyikleri ile ¢ok az reaksiyona girer. Bu nedénle mikobakteriumlarin
boyanmasi ‘ic;in boyalarin suda erir bir organik madde igerisinde eritilmesi ve 1sitilarak
uygulanmast gerekir. Fenol bu maddelerden birisidir. Fenol igersinde eritilmis bazik
fiksinin koyu eriyiklerinin 1sitilarak (kaynatmaksizin) uygulanmasi ile boyanan
mikobakteriumlar, mineral asitlerin etkisi ile boyalarini birakmazlar.

Mikobakterilerin boyanmasinda en ¢ok kullanilan yéntem Ziehl-Neelson
dir. Bu yontemde kullanilan boya karbol fuksindir. Fuksin hiicre duvarinda bulunan
mikolik asitle 1s1 yardimiyla birleserek mikolat-fuksin kompleksini olusturur. Bakteri
alkol ve asit alkol ile yapilan dekolarizasyona ragmen boyay1 vermez. Bu 6zellikleri
nedeniyle aside rezistan basil (ARB) veya asit alkole rezistan (AARB) gibi isimler alir.
Ziehl-Nelson yontemiyle parlak klrmm renkte boyanirlar (23).

A).Mycobacterium tuberculosisin antijenik yapis:

Mikobakterilerin fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel &zelliklerine gore farkliliklar
gosteren ¢ok sayida antijenik yapisi mevcuttur. Bunlar 1s1 goku proteinleri,
lipoproteinler, salgisal proteinler ve enzimler olarak &zetlenebilir.

1). Trehalozlar

Kort faktérii: Trehaloz-6-6-dimikolat yapisindadir. Middlebrook 1947 yilinda virulan
tiiberkiiloz basillerinin kort olusturdugunu gézlemis, bu yapinin virulans ve hiicre duvar
yapisi ile ilgili oldugunu diisiinmiistiir. Kort faktoriin nonvirulan suslar ve mikolik asit

iceren baska bakteri suslarmda‘ da yer aldig1 gosterilmistir. Kort faktérii ile ilgili bir gok



cesitli biyolojik aktiviteler tanimlanmigtir. Cogu stokin salimmina bagl olaylardir.
Baglicalar1; sistemik toksisite, antitiimor aktivite, graniiloma olusumu, makrofaj
kemotaktik faktérlerin salinimi, 16kosit migrasyon inhibisyonu olarak 6zetlenebilir.
Siilfolipidler: Kromotografik olarak bes komponenti oldugu saptanmistir (SL-I, SL-I’,
SL-II, SL-II’, SL-III). Yapilan galigmalarda virulans derecesi ve sulfolipid arasindaki
iliski; fagozom aktivasyonunu inhibe derek, bakterinin intraselliiler yasammi
siirdiirmesine katki olarak agiklanmaktadir.

Mikolipenik asit: Trehaloz esterlerdendir. Sadece virulan suslar tarafindan olusturulur.
Lokosit migrasyonunu Onemli oranda azaltir. Cok dalli yapis1 nedeniyle esterlerin
hidrolizi giictiir, dolaysiyla bakteriyi konagin katabolizmasindan korunur.
Lipoglikanlar: Etilglikopolisakkarit, etilmannopolisakkarit yapisindadir. Helikal
yapidadirlar. I¢ kisimlarinda yag asitleri yer alir. Lipid tagiyicis1 olarak islev gorerek
uzun zincirli yag asitlerinin sentezine olanak saglarlar.

2). Glikolipidler :

Lipooligosakkaritler: Yiizey glikolipidlerine glikozit baglar1 ile baglanan agil trehaloz
molekiillerdir. Serovarlarin dominant epitoplarini olusturur ve Onemli yiizey
antijenleridir.

Fenolikglikolipidler (PGL) : Fenol fitioserol dimikokerosat glikozidleridir. Glikozil
firtinleri tiir ve antijenik 6zelligini verir.

Polar glikopeptidolipidler : Mikosit C yapisindadir. Kisa bir oligosakkarit molekiilii

haptenik 6zelligini saglar.

3). Protein ve Antijenleri :
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Bakterinin izole edidikten dokuz yil sonra Koch (1891) en meshur antijeni olan
tiiberkiilini tanimlamigtir. Sadece tami amaciyla kullanilabilmektedir. Dogal olarak,
hiicré duvarinda proteinierde yer almaktadir ve 6nemli islevleri vardir. Baglicalari; hiicre
boliinmesinde rol alan enzimler ve duvar polimerlerinin sentezinde yer almak, atiklarin
hiicre duvarindan gegisinde rol oynamak, porinleri olusturmak ve antijenik &zellik
saglamak olarak 6zetlenebilir.

Mycobacterium’larm proteinleri fiziksel, kimyasal &zellikleri, fonksiyon
ve lokalizasyonlarma goére gruplandirilabilir. Ist soku proteinleri, lipoproteinler,
sitoplazmik membrana bagl veya salgilanan proteinler baglicalaridir.

Is1 soku proteinleri: Hiicrede ani 1s1 yiikselmesi sonucu olustugu gosterilmistir. Daha
sonralar1 her tur hiicrede olumsuz kosullarda olustugu ve hiicrenin yasamini
siirdiirmesine yardimct oldugu anlasilmustir. M. tuberculosis’in en Gnemli 1s1 soku
proteinleri 65 kDa ve 12 kDa proteinlerdir.

Lipoproteinler : M tuberculosz:s’in solubl ekstraklarmin 6nemli miktarda protein
icerdigi saptanmig ve 38, 27, 26, 19 kDa lipoproteinlerinin varlig1 gosterilmigtir. 38 kDa
en yogun ¢alisilan lipoproteindir. M. tuberculosis igin oldukg¢a spesifik bir antijen olaral;
kabul edilmektedir.

Salgisal Proteinler : Grubun ana eleman: antijen 85 kompleksidir. CIE ( counter
immunoelectrophoresis ) ile 85A, 85B, 85C gibi 3 ayr1 komponentten olustugu
gosterilmistir. Bunlar ayr1 genler tarafindan kodlanan ancak g¢apraz reaksiyon veren
pargaiardm Koruyucu immunite gelismesinde ve komplikasyonlarda réli oldugu

diistiniilmektedir.

11



Enzimler : Cok sayidaki enzimden iki tanesi klonlanmigtir. 40 kDa protein bakterinin

ilgilidir (25).

B). Ureme 6zellikleri

Tiiberkitloz basilleri zorunlu aerob bakterilerdir. Ortamda CO; artmasi {iremeyi
hizlandirmaktadir. En iyi 35-37°C de lirerler. Mycobacterium tuberculosis‘ disinda baz1
cinsler 24°C - 42°C arasinda lireyebilmektedir. Organizmanin ilk izolasyonunun gii¢
olmasina ragmen pasajlar swrasinda daha kolay iireyebildigi goriilmiistiir (1,4). Asil
karbon kaynag1 gliserol, nitrojen kaynagi asparajin ve amonyum tuzlaridir, ayrica
aminoasit karisimlarida yararh olmaktadir. Lipid ihtiyaci konsantrasyonu iyi ayarlanmis
vumurta sarismdan saglanmaktadir. Aksi taktirde inhibitér etki gosterir. Uremeyi
hizlandirmak igin potasyum, demir , magnezyum tuzlar siilfat ve fosfatlar gereklidir.
Diger bakterilerin iiremesini engellemek i¢in inhibitér etkisinden dolay: malagit yesili
kullanilir.

Tablo 3. Mycobacteriumlar igin selekitif besiyerleri

Besiyeri . Inhibitdr

Sellektif Lowenstein- Jensen Malasit yesili, penicilin, Nalidixic acide

Sellektif L.J. Malasit yeisli, Cycloheximite, Lincomycin, Nalidikxic aside
Sellektif Middlebrook 7 H 10 Malagit yesi]i,v Cycloheximide, Lincomycine, Nalidixic acide.
Sellektif Middlebrook 7 H 10 Carbenicillin, Amphothericin B, Trimethoprime lactate

Kat1 besiyerinde kuru, pﬁrtuklu, sigil goriiniimiinde kirli beyaz renkte, deve tiiyii
renginde, hafif sanmtirak, 1-2 mm ¢apinda koloniler olugturur. Sivi besiyerinde, hiicre

duvarinin hidrofobik 6zelliginden dolay: graniiler sekilde, yiizeye yakin iireme gosterir.
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Mikobakterilerin en ©nemli Ozelliklerinden birisi de boliinme zamanlaridir.
Mycobacterium tuberculosisin ikiye boliinme siiresi ortalama 15-20 saat arasinda
degismektedir. Bunun nedeni DNA dependent RNA polimeraz enzim defektine bagh
oldupu diigiiniilmektedir (1). Ikiye boliinme siiresinin uzun olmasi nedeniyle koloni

olusturma siireleri 10-14 giinii bulurken, bu siire 2 aya kadar uzayabilmektedir (1-4).

TUBERKULOZDA IMMUNUPATOGENEZ VE PATOLOJI

Tiiberkiiloz morbitide ve mortalitesi yiiksek olan bir hastaliktir. Enfeksiyonun
yaygnlig, tiiberkiiloz basilinin makrofajlara girip hiicre i¢inde yasama yetenegine
baglidir. Mikobakteriler makrofajlarda yillarca canli kaldiktan sonra reaktivasyona ve
klinik hastaligin olusmasina neden olabilmektedir.

Tiiberkiiloz basili solunum yolundan akcigerlere aerosol partikﬁllefle ulas;rlar.
Bir partikiil igerisinde 1-3 basil bulunabilir (1,2,4). On kadar partikiil enfeksiyonu
baglatmaya yeterlidir. Basiller akcigerde ozellikle PO, 140mmHg oldugu apikal bolgeye
yerlesir. Burada graniilomat6z bir odak olusturur. Bu odak kendini drene eden lenf
diigiimleri ile primer kompleks olusturur. Bu odak kolayca iyilesebilir. Ancak basilleri
icerisinde muhafaza ederek konagin savunmasindan koruyabilir (1,4,26). Primer
infeksiyon % 90-95’1 1-10 hafta siirede immun sistem tarafindan simirlandirilarak geg
tipte agirt duyarlilik reaksiyonu ile kontrol edilen bir hiicresel immiinite gelistirir. Diger
% 5-10 ise primer infeksiyonu izleyerek ¢ogunlukla immiin yetersizlikler nedeniyle ya
primer progressif hastalik gelisir; ya da latent dsnemden sonravreaktivasyon tiiberkiilozu

geligebilir.
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M. tuberculosis makrofajlafa 1 ve 3 reseptorleri, vitronektin, fibronektin
reseptorleri ve baska yiizey molekiillerine baglanarak fagozom igine girer. Basil
antimikrobik oksidatif yolu tetikléyen Fc reseptérlerine baglanmaz. Basil tasiyan
fagozom genelde lizozom ile birlesmez ve fagozomun pH’s1t proton-ATPaz
vezikiillerinin dislanmasi nedeni ile daha fazla asidifiye olmadan 6.5 dolaymnda kalir. Bu
da mikobakterinin yagsamini idame ettirebilmesi i¢in en uygun pH’ dir.

Mikobakterinin makrofaj araciligi ile 6ldiiriilmesini 6nleyen baglica mekanizmalar (26).
*Lizozom flizyonunun inhibisyonu
*Makrofaj aktivasyonunun inhibisyonu (Protein kinaz C’nin inhibe edilmesi ve INF-
gama etkisinin bloke edilmesi)
*Hiicre i¢i sindirilmeye direnme (O, Toplayici, LAM ve fenolik glikolipid 1. aracilig1
ile).
*Enzim indiiksiyonu (Katalaz ve siiperoksit dismutaz ile)
*Stres yanit1 (Hsp 65 ve Hsp 70 indﬁksiyonu ile)
Lipoarabinomannan (LAM) mikobakteriye erken yanitta énemlidir. Immun modiilator
etkiler olusturdugu gosterilmistir. M.tuberculosis’in PPD, monosit aktive edici faktor,
fosfolipidler gibi duvar komponentlerinin birbirini modiile edebilen birgok sitokin ve
diger mediyatoriin, T lenfositleri, monosit ve makrofajlardan sentezlenip salinmasin
‘tetikledigi sOylenebilir.

Infeksiyon sirasinda, antikorlarin olusmasi, ge¢ asin duyarhilk, makrofaj
aktivasyonu ve graniilomatéz inflamasyon gibi immiin reaksiyonlar geligir. Humoral

immiin yamtin tiiberkiiloza kars1 savunmada 6nemli bir yeri yoktur (26). Graniilomatoz
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reaksiyon mikroorganizmanin yayilimmi sinirlayan bir koruyucu immiin yamttir ve yanit
TNF-alfa’nin etkisi altinda geligir.

Tiiberkiiloz lokal bir hastaliktir. Akcigerin bir yerinde lezyon gelisme gosterir ve
kalsifiye olurken ayni akcigerin difer alanlarinda lezyonlarda stabilizasyon gelisir.
Sonug olarak tiiberkiiloz eksaserbasyon ve remisyonlar gosterek ilerler. Viicutta
akcigerlerin apikal bolgeleri, kemiklerin ug¢ kisimlar1 ve bgbrekler PO,’nin yiiksek
oldugu yerlere yerlegirken; PO,’nin diisiik oldugu karaciger ve dalak gibi organlara
yerlesmeleri, dissemine infeksiyonlar diginda pek miimkiin degildir.

Solunum yolu ile bulagmanin yaninda, genitoliriner sistem, deri ve
gastrointestinal yollardan da bulasabilir. Basilin virulansina ve makrofajlarin &ldiirme
kapasitelerine bagl olarak hastalik olusumu gerceklesir ya da geréeklesmez. Genelde bir
¢ogu iyilesir, ancak reaktivasyon meydana gelirse miliyer tiiberkiiloz ortaya ¢ikar.
Enfeksiyondan 2-8 hafta sonra hiicresel immiinite ve hipersnsitivite gelisir, tliberkiilin
testi pozitiflesir (4).

Primer enfeksiyonun iyilesmesinden sonra immiin siipresyon sonucu 3 yil iginde
reaktivasyon gelisebilir. Tekrarlayan hastaliklar (Diabetes mellitus gibi), primer immiin
yetmezlige neden olan mélign hastalilar, toksik kemoterapi, steroid tedavisi gerektiren
hastaliklar, 'asilm, kollojen doku hastaliklari, kétii beslenme, alkol ve ilag bagimliligy,
ileri yas, sigara igme ve HIV infeksiyonlan hastaligin ilerlemesini saglarlar.

Tiiberkiiloz tutulma yerine goére belirtiler verir. Akcigerde enfeksiyon olusursa,
ates, halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi, gece terlemeleri, oksiiriik baslica semptomlar

olurken; balgam ¢ikarma , ggiis agris1 ve hemoptizi de olabilir.

15



HIV epidemisinden dnce tesbit edilen tiiberkiiloz olgularinin %85’inde pulmoner
tutulum, %15’inde ise ekstra tutulum veya her iki yerde de goriiliirken; HIV ile enfekte
kigilerde yapilan ¢aligmalarda pulmoner tutulum %38, ekstra tutulum %30 ve her iki

bolgedeki tutulum %632 oraninda bulunmustur.

LABORATUVAR TANISI

Yurdumuz icinde ¢ok Snemli bir saglik sorunu olan tiiberkiilozun tanisi ile ilgili
problemler, bugilin hala klinik Orneklerin alinmasi ve laboratuvara ulagtiriimasi
asamasinda baglamaktadir. Kisaca 6zetleyecek olursak;

*Klinik 6rneklerin alinmasi ve laboratuvara ulastiriimas,

*Preparasyonda problemler,

*Kiiltiirde problemler,

*Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’nda problemler olmak iizere incelemek
miimkiindiir. |

Idrar: Erken saatlerde, en az 40 ml, ilk akim idrar1 alinmasi ve en kisa siirede
laboratuvara ulastiriimasi vgerekir. Diger zamanlarda alinan idrar Grnekleri diliie
olacagindan uygun degildir. Kontaminasyon ihtimali nedeniyle 24 saatlik idrar ornegi
mikobakteriyolojik inceleme i¢in kabul edilmemelidir. Birbirini takibeden ii¢ giinde, ii¢
ayr idrar 6rneginin incelenmesi mikobakteri izolasyon sansim artirir.

Balgam: Sabah erken saatlerde, agiz temizligi\ yapidiktan sonra ve yataktan
kaldirilmadan 6nce, 50 mP’lik plastik disposible santrifiij tiiplerinin 1/5’ini gegmeyecek
sekilde balgam Ornegi almak gereklidir. Hasta balgam ¢ikaramiyorsa , aym kabin

igerisine birka¢ kez Oksiirtiilmesi uygun olur. Balgam kiiltiiriinii birbirini izleyen ii¢
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giinde, li¢ kez tekrar etmek izolasyon sansini artirir. Ancak klinigi israrla tiiberkiilozu
diisiindiiren hastalarda {i¢ 6rnegin negatif ¢ikmasi durumunda bes veya alti Srnegin
incelenmesi 6nerilmektedir.
Hasta balgam ¢ikaramiyorsa;
*Ilik hipertonik tuzlu su ile indiiklenmis balgam 6rnegi alinmas:,
*Balgam ¢ikartmakta giicliik ceken veya balgamini yutan kiigiik ¢ocuklardan a¢hik mide
suyu alinmasi, |
*Bronkoalveoler lavaj sivisi veya brong yikama suyu alinmasi uygundur.
Achik mide suyu: Hasta birsey yemeden ve yataktan kalkmadan , miimkiinse bir gece
hastanede yatirildiktan sonra, sabah erken saatlerde AMS almmasi gerekir.
Mikobakteriler mide suyunda canliliklarini ¢ok ¢abuk kaybettiginden , klinik &rnegin
%40’lik anhidr6éz disodyum fosfat (Na,HPO,) ile notralize edildikten sonra (her 35-50
ml Omek igin 1.5 ml tampon sivisi) miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara
ulastiriimasi ve laboratuvarda bekletilmeden islenmesi gerekmektedir.
Steril viicut sivilari: Plevra, perikart, beyin-omurilik sivis1 (BOS), sinoviyal ve asit
stvilari, kan, kemik iligi ve irin ‘gibi ornekler aspirasyon teknikleri veya cerrahi
yontemler kullamlarak aseptik kosullarda alinmalidir. Miimkiin oldugu kadar cok
miktarda (10-15 ml ) steril kaplara veya enjektore toplanmali ve kanli orneklere
antikoagiilan olarak, sodyum polyenetol siilfonat (SPS) eklenmelidir. BOS gibi
niimuneler az sayida mikobakteri iereceginden, inceleme igin en az iki ml 6mek gerekir
Q@7.

Tiiberkiiloz hastalanmin erken tami ve tedavisi, tiiberkiilozdan toplumun

korunmasinda en dnemli yoldur. Bu nedenle tiiberkiiloz infeksiyonuna yakalandig:
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diisiiniilen hastalarin teshislerini kanitlayacak, duyarliligi ve 6zgiilliigii yliksek, hizli
sonu¢ veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar yOntemlerinin rutin

kullanima girmesi oldukca 6nemlidir.

1.Mikroskopik inceleme

Tiiberkiiloz basilinin en hizli ve en ekonomik tani y6ntemidir. Alinan materyalden
dogrudan veya homojenizasyon igleminden sonra hazirlanan preparat, Ziehl-Neelson
gibi boyama teknigi ile boyanarak incelenir. Fazla duyarli olmamasimna ragmen ¢abuk
sonug¢ alinmasi nedeniyle laboratuvarlarda siklikla uygulanmakta olup; tani degeri
oldukca yiiksektir (4,24,25,27). Pratikte fazla kullanilmamakla birlikte, floresan
boyalarla boyanarak , UV mikroskobunda veya ozel diyafram takilarak normal 1sik
mikroskobunda preparatlar incelenebilmektedir (25). Mikroskopik incelemede aside
direngli basilin goriilebilmesi i¢in Ornegin mililitresinde en az 10.000 kadar bakteri
bulunmasi gerekmektedir (28).

2.Kiiltiir

Altin standart olarak 6nemini halen koruyan kiiltlirlin duyarlilifi direkt mikroskopik
incelemeye gore daha fazladir. Cogunlukla Lowenstein-Jensen ve Middlebrook
besiyerleri kullanilmaktadir. Hizli sonu¢ veren bazi sistemlere kargin ge¢ sonug
vermesine ragmen kiiltiir, bakterilerin canlilifini dogrudan gdstermesi, ayrica ¢ogaltilan
susun daha sonraki inceleme ve aragtirmalar igin muhafaza edilebilmesini saglamasi
agisindan ¢ok onemlidir. Tiiberkiilloz tamismnda  mutlaka Kiiltiir yapilarak bakteri

iiretilmeye ¢alisilmalidir. Koloni olusumu 3-4 hafta gibi uzun bir siire almaktadir. Kiiltiir
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negatif denilebilmesi igin en az 6 hafta beklenmesi gereklidir. Son yillarda hizh sonug
veren kiiltiir sistemleri gelistirilmigtir.

Radyometrik yontem (Bactec): Kiiltiir siseleri icerisinde karbon kaynag: olarak '*C
iceren palmitik asit bulunur. Mikobakteriler lireme esnasinda palmitik asiti kullanrak
radyoaktif CO, olusutururlar. Uretilen radyoaktif gazin miktarnn 6lgiilerek bakteri
iiremesi daha kisa siirede belirlenmektedir. Yaklagik yirmi yildir kullanilmakta olun bu
yontemle klinik 6rneklerde M. tuberculosis’in gosterilmesi ortalama bir haftaya kadar
indirilmistir. Ancak pahali olmasi ve radyoaktif madde gerektirmesi dezavantajdir.
Olumlu yani, hizli, kolay iretme ve tiplendirme saglamasidir. Tiyofen-2-karboksilat
hidrazit (TCH) M. bovis’in iiremesini engeller ve bunun M. tuberculosis’den ayriminda
kullanilir. Bu yo6ntemle kisa siirede antibakteriyel duyarliik incelemesi de
yapilabilmektedir (24,28).

Floresan ydntem: Mikobakteri iiremesi, ortamdaki oi<sijem’n kullanilmasma bagl
olarak floresans veren bir madde iceren tiipte (Mycobacteria growt indicator tube,
MGIT) kiiltiir yapilarak gésterilir. MGIT te dipteki silikona gémiilii floresan bir madde
bulunur. Besiyerindeki oksijen floresans1 engeller. Ancak bakteri iiremeye bagladiginda
oksijen tiiketimine bagh olarak floresans ortaya gikar. Uremeye bagh floresans 365 nm
dalga boyunda ultraviyole 15181 ile goriiliir. Wood lambasi bu amagla kullanilmaktadir.
Bu sistemde iireme on giinde saptanabilmektedir. Bir 6énceki radyometrik sistemden
daha ucuz olmasi, radyoaktif madde gerektirmemesi avantaj olup aym yOntemle
antitiiberkiiloz ilaglara duyarlilik da hizli olarak belirlenebilmektedir (24 , 28).

Haberci mikobakteriyofaj: Mikobakteryofaj, mikobakterileri infekte edebilen ve

bakteri icerisinde kolayca tesbit edilebilen bir iiriin olusturan viriistiir. Ates béceginin
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151k tiretmesinden sorumlu lusiferaz enzim geninin bu fajlara klonlanmasi ile haberci
fajlar elde edilmistir. Lusiferaz enzimi ATP varhiginda lusiferini oksitler ve bu sirada
151k olugmasina yol agar. Klinik drneklerde haberci mikobakteriyofaj ile infekte edilen
basiller lusiferin eklendiginde 1s1k olusturarak karanlik alanda kolayca goriiniirler.
Klinik 6rnekte 500-5000 basil olmasi tan igin yeterli olmaktadir. Bu yontem 4 saat gibi
kisa bir siirede tamamlanabildiginden mikobakierilerde ilag direncinin ¢abuk
belirlenmesinde en ¢ok iimit veren yontemler arasinda sayilmaktadir (24,28).

3. Serolojik Yontemler

Serolojik yontemler tiiberkiiloz tanisindaki en eski yontemlerdendir. Ozgiilliikleri
oldukca diigiiktiir. Cevrede yaygin olarak bulunan M. fuberculosis disindaki
mikobakterilerin antijenleri ile ¢apraz tepkimeye yol agmaktadirlar. Bu konudaki
ilerlemelerle, sadece M. tuberculosis’te bulunan antijenler saflagtirmis ve Ozgiil
monoklonal antikorlar elde edilmigtir. Teknolojik gelismeler sonucunda, serolojik
yontemler tiiberkiiloz tanisinda yeﬁiden Onem kazanmaya baglamistir. En sik kullanilan
yontem ELISA’dir. Antijen ile kapli plastik yiizey lizerine serum konup, baglanan
antikorlarin varligl enzimle igaretli anti-insan immiinglobiilinleri ile arastirilmaktadir.
Antijenler ne derece saflagtirilmis olursa olsun, birgok epitop tagidiklan igin ¢apraz
tepkimelere neden olabilmekte ve 6zgiilliigii diisiirmektedir. Bu olumsuzluklar1 ortadan
kaldirabilmek amactyla kati fazda  antikor rekabet testi (solid-phase antibody
competition test, SACT) isimli bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde plastik bir
yiizey tiim mikobakteri antijenleri ile kaplanip, iizerine konan serumun , daha sonra
eklenecek bir epitopa 6zgiil monoklonal antikorun baglanmasim ne &lgiide engelledigi

arastirilir. Incelenen serumun sadece 1/5 oraninda diliie edilmesi gerektiginden
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duyarlilign daha fazladir. Sadece bir epitopa karst yamt arandigindan o6zgiilliik
artmaktadir. Saflagtirilmis antijen gerektirmemesi bagka bir avantajdir. Ayrica’ dot-
immunoassay yonteminde antijen emdirilmis kagit, serum ornegi ile kargilagtirilmakta,
sonra antikorlarin  varlifl, enzimle isaretli anti-insan immiinglobiilini ile
aragtirilmaktadir. Renk degisikligi bir standartla karsilagtirilarak gozle veya optik bir
okuyucu yardimtyla okundugu bu ydntemin uygulamasi daha kolay olmasina ragmen,
sonuglar ELISA ile mukayese edildiginde bagarisiz bulunmustur.

Serolojik testlerin duyarhliklar: % 60 ile % 80 arasinda degigmektedir. Ozgiilliigii
ise tek ozgiil epitopa antikor cevabi arandiginda % 100’e varmaktadir. Tiiberkiilozda
serolojik tani teknik ag¢idan miimkiin olmakla birlikte genellikle olumlu sonuglar,
hastaligm ilerlemis devrelerinde elde edilmektedir. Bu tiir vakalarda mikroskopi ve
kiiltiir yontemleri ¢ogunlukla pozitif sonu¢ verdiginden, serolojik yéntemlerin taniya ek
bir katkis1 olmayacaktir (24,28).

4. Cesitli hiicrelerden salinan enzimlerin belirlenmesi
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Adenozin deaminaz (ADA): Adenozin deaminaz piirin metabolizmasinda gérevi olan ..

bir enzimdir ve makrofaj, monosit, 6zellikle de T-lenfosit gibi birgok hiicrenin
olgunlagmasinda 6nemli rol oynar. Plevra, periton, perikart ve beyin-omurilik sivilarinda
tiiberkiiloz bulundugunda ADA diizeyinin ylikseldigi belirlenmistir. Bu yiikseklik
maling tiimorlerin varhiinda da goriilmekle birlikte tiiberkiilozda ylikseklik oldukca
belirgindir (24, 28).

Lizozim: Aktive olmus makrofaj, monosit ve graniilositlerden salgilanan ve bakterilerin

duvarindaki peptidoglikanm1 pargalayan lizozimin de tiiberkiiloz plérezi olgulannda



plevral sivida belirgin sekilde arrtign ve bunun tamida ¢ok yararli olabilecei

gosterilmistir (28).

5. Molekiiler Biyolojik Yontemler

a). Niikleik asit hibridizasyon yéntemleri : Basilin kromozomal DNA veya ribozomal
RNA’larinin, bunlara &zgiil olarak baglanabilen DNA veya RNA problan ile, tiir
diizeyinde saptanmasi miimkiin olabilmektedir . Bu yontemlerin 6zgiilliiklerinin ¢ok
yikksek olmasina karsin duyarhiliklari o denli degildir. Prob olarak kullanilan
molekiillerin 6rnege yeterince baglanabilmesi i¢in 6rnekte yeterli miktarda niikleik asit
bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle problar genellikle sadece kiiltiirde iiremekte olan
mikobakterilerin erken saptanmasi ve tiplendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir (28-29).
Hibridizasyon in situ, kat1 faz ve sivi faz hibridizasyon teknikleri seklinde
uygulanmaktadir.

b). Niikleik asit cogaltma yﬁntenileri

Hedef amplifikasyon metotlar:: ,Bu yontemler hedef molekiilleri enzimatik olarak
replike ederek kolayca tespit edilebilir seviyelere getirirler. Infeksiyon etkenleri, klasik
yontemlerle saptanamayacak kadar az oldugu zaman, bunlarin gésterilmesinde en etkili
yollardan biri de sadece hedef organizmada bulunan bir niikleik asit dizisini, saptanmas:

milmkiin bir diizeye ulagana dek ¢ogaltmaktir.
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Tablo 4. In vitro NAC yontemleri (14,18,30-32).

Metod Kullanilan enzimler

Hedef Cogaltma
PCR Termostabil DNA polimeraz
TAS Revers Transkriptaz, RNA polimeraz
3SR Revers Transkriptaz, RNAse H, RNA polimeraz
SDA DNA pol, rest. endoniikleaz

Prob ¢ogaltma

LCR Termostabil DNA ligaz
Qbeta replikaz Qbeta replikaz

I. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyon)
Polimeraz zincir reaksiyonu DNA polimeraz enzimi kullanilarak &zgiil niikleik asit
segmentinin in vitro kosullarda arka arkaya defalarca sentez edilmesidir. Mullis ve
arkadaglar1 tarafindan 1985 yilinda gelistirilen PZR yontemi mikroskop ve Kkiiltiir
yontemleri ile saptanmasi zor veya olanaksiz olan bir gok infeksiyon etkeninin
saptanmasinda kuilamidigy gibi tliberkiloz tanisinda da en fazla umut veren yontemler
arsaina girmistir. DNA kopyalarinin olusturulmasinda kiigiik bir ¢ift DNA primer’i ve
DNA polimeraz enzimi kullanilir. RNA dizileri, bir transkriptaz enzimi kullanilarak
cDNA’ya gevrilmeleri halinde dolayl olarak amplifiye edilebilir (24, 30-31).

Uc basamakh bir islemin tekrarlanmasi esasina dayanir: Bir tiip icerisine hedef
DNA, primerler, 1siya dayanikhh Taq DNA polimeraz, dNTP’lar (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), Mg™" iyonlan, tampon ve su konduktan sonra sira ile bu ii¢ asama ard arda

tekrarlanarak hedef DNA’nin amplifikasyonu gerceklesir.
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1) Ornegin isitilmas: ile ¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA haline getirilmesi
(denatiirasyon),

2) Primerlerin tek zincirli hedef DNA’ya baglanmasi (annealing)

3) Primer’lerin baglanma oldugu tek zincirli DNA’nin komplemanterinin sentezlenmesi

baska bir ifadeyle primerlerin uzamas: (ekstansiyon) seklinde gerceklesmektedir

(15:.16.18,24).
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Bu uzama isleminden sonra, orjinal DNA segmenti ve yeni olusan komplementer
DNA zinciri yeni kaliplar olarak kullanlirlar. Bu sekilde, her PZR siklusu mevcut DNA

miktarini iki katina ¢ikarir.



Amplifiye olan iriinlerin hizh tespit edilebilmesi nedeniyle PZR tamsal amagla
daha sik kullanilmaya baglanmistir. PZR’1n avantaji, tim genom yeriné sadece primer’e
spesifik hedef baz giftlerini kullanarak spesifik DNA baz c¢iftlerinin .c;ogaltllmasxdlr.
Ayrica PZR ¢ok hizh bir metod olup; bir DNA pargast, 3 saat i¢inde 1 milyon kez
kopyalanabilir. PZR’mn yanliy negatif ve hatali  pozitif sonuglar verebilmesi
dezavantajlaridir. Yanlhs negatiflikler cogunlukla ortamda bulunabilen inhibitérlere veya
yetersiz sayida primer ve enzim kullanilmasima baglidir. Sakinilmas: gereken en 6nemli
sorun yanls pozitifliklerdir. Bunlar 6zellikle bir 6nceki deney sirasimnda amplifiye edilen
ve ortamda kalan DNA kalintilarmin (amplikon) veya direkt bakteriyel DNA’nm
(kontaminasyon) amplifikasyon tiipline karismasi ile meydana gelir. Laboratuvar
prosediirlerinin titizlikle u&gulanmam ve yeni gelistirilen ¢esitli tekniklerin uygulamaya
girmesi sonucunda amplikonlar ve yabanci DNA ile kontaminasyon riski 6nemli 6lgiide
azalmaktadir (30).

2. Transkripsiyona dayah amblifikasyon yontemleri (TAS/3SR)

TAS yo6nteminin esasy; in vitro transkripsiyonla amplifikasyon saglamaktir. Bu sistemde
her siklus iki agamadan olugmaktadir. Birinci asamada , reverse transcriptase (RT)
enzimiyle Grnekte bulunan her bir tek zincir RNA’nin komplementeri olan DNA
sentezlenmektedir. Ikinci agamada ise, 1s1 ile denatiirasyonu takiben tek zincir haline
getirilen ¢cDNA’mn  T7 RNA polimeraz enzimi ile in vitro transkripsiyonu
saglanmaktadir. Herbir cDNA’nin transkripsiyomi ile yaklagik 40 kadar RNA olugsmakta
ve bunlar bir sonraki siklusta yeni cDNA’larin olusumu i¢in kullanilmaktadir. TAS 1n
bir modifikasyonu olan Self-sustained sequence replication system (3SR) yonteminde

biitin islemler izotermal kosullarda gergeklesmektedir. TAS’da uygulanan 1s1 ile

25



denatiirasyon islemi yoktur. RN’az enzimi kullanilarak ¢cDNA sentezi esnasinda bir
yandan da RNA’nin yikimi gergeklegtirilmektedir. Boylece DNA-RNA hibridizasyonu
engellenerek tek iplikli DﬁA olusumu saglanmakta ve ¢cDNA’nin transkripsiyonu
olugsmaktadir (30).

3. Strand displacement amplification (SDA) : Cift sarmal DNA’nin
denatlirasyonundan sonra ii¢ deoksiniikleozid trifosfat ve deoksiadenozin 5-(alfa-thio)-
trifosfat ile uygun primerler kullamlarak iizerinde * restriction endonuclease site-specific
nick’ bolgeleri bulunan DNA’lar olusturulmakta, sonra restriction enzimi ile DNA
izerinde kopmalar meydana getirilmektedir. Daha sonra DNA plomeraz enzimi, kirilan
zincirin kisa pargasinin 3’ ucundan baglayarak DNA sentezini yaparken, kopan DNA'ya
ait uzun pargalarin yer degistirmesini saglamaktadir, Yer degistiren bu pargalar yeni
reaksiyonlarin baglangicinda hedef DNA gorevini iistlenmektedir. Kirlma,
polimerizasyon, yer degistirme islemlerinden olusan siklusun tekrarlanmas: ile
amplifikasyon gergeklesmektedir (30).

Prob c¢ogaltma yontemleri: Bu y6ntemlerde, hedef niikleik asit dizileri yerine bu
dizileri saptamak i¢in kullamlan oligoniikleotid problar ¢ogaltilmaktadir.

1. Ligaz zincir reaksiyonu (LZR) : Ligaz veya DNA ligaz 1siya dayanikli
termostabil bir enzim olup; hedefe baglanan problan birbirine baglar. Denatiirasyon,
anneling ve birlesme (ligasyon) sikluslarindan sonra DNA kopyasi olusur. Is1 ile
denatiirasyonla yeni sentezlenen DNA pargasi kalip olarak kullamilir. Bu ydntemde
kullanilan ilk primerler daha sonraki primerler i¢in kalip olarak kullamldigindan, ikinci
primerler birinqi primerlere tamamen komplementerdir. ilk primerler herhangi bir

nedenle hedef molekiile baglanamazsa primer amplifikasyonu gerceklesemez. LCR’ 1n
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en Snemli avantajlari, yiiksek derecede spesifik olmas1 ve diger amplifikasyon teknikleri
ile birlikte kullanilabilmesidir. Her agamada enzim eklenmesi, nonspesifik {iriinlerin
olusmasi ve kontaminasyon kontrol sistemlerinin olmamasi dezava'ntaj larindandir (31).

2.QBeta replikaz amplifikasyon yontemi: Ilk kez 1988 yilinda Prickard ve
arkadaglar1 tarafindan tanimlanan bir prob amplifikasyon yontemidir. Q. replikaz, Qf
bakteriyofajinin replikasyonunda goérev alan bir RNA bagimli RNA polimeraz
enzimidir. Bu enzim kullamlarak RNA problarinin kisa siire icinde amplifikasyonu
saglanmaktadir. Cok hizli olmasi, biiyilk miktarda iirlin olugmasi, deneyin 2-3 saat
icinde tamamlanmasi, izotermal sartlarda gerceklesmesi, spesifik laboratuvar
donanimina gerek duyulmamasi avantajidir. En 6nemli dezavantaji yanlis pozitifliklere

neden olmasidir (32).

¢) Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP)

Genomik DNA’nin ¢ok buyuk bir molekiil olmast halinde molekiiler diizeyde
incelenmesi zorlagmaktadir. Bu ‘restriksiyon endoniikleaz’ lar1 ad1 verilen bir grup 6zel
bakteriyel enzimin kesfinden sonra kismen ¢oziilmiigtlir. Bu enzimler ¢ift sarmalli
DNA’y1 daha kiigiik pargalara ayirirlar. Herhangi bir restriksiyon enzimi tarafindan
taninan DNA dizisine restriksiyon bolgesi denir. Bu bolgeler DNA iizerinde rastgele
yerlerde bulunurlar. Bu enzimler DNA’y1 degisik biiyiikliikte pargalara béler. Niikleotid
dizileri ve tamima boélgelerinin uzunlugu agisindan birbirinden farkli yiizlerce enzim
vardir. Bu metodun uygulanmasi ortamda ¢ok sayida DNA  bulunmasin

gerektirdiginden, sekonder kiiltiir kullaniimasina ihtiya¢ vardir. Zaman agisindan bu bir
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dezavantajdir. Ancak tiiberkiiloz suglarinin genotiplendirilmesine olanak sagladig: igin
epidemiyolojik ¢aligmalarda bityiik 6nemi vardir (33-34).

d). Baz dizi analizi

Sanger ve arkadaglar tarafindan gelististirilmistir. Cogunlukla antitiiberkiiz ilaglara
direncin saptanmasinda kullanilmaktadir. Baz dizisi tayin edilecek, DNA’min tek
zincirinin komplementeri sentezlenerek kalip DNA’min baz dizisi tesbit edilmektedir.
Tek zincirli DNA hedef olarak kullanilmaktadir. Invitro ortamda dNTP ve ddNTP
varliginda DNA polimeraz enzimi ile DNA zincirinin sentezlenmesinin devamu veya
sonlanmasi esasina dayanir. Sentez bir ugtan baslar, ANTP’nin DNA yapisina katilmasi
zincirin uzamasini saglar. Buna karsin ddNTP’nin DNA yapisina katilmasi durumunda
zincir uzamast durur. Dort ayr tiipiin herbirinde farkh bir ddNTP ve diger ti¢ ANTPs’ler
bulunmaktadir. Her bir tiip i¢indeki ddNTP’ler radyoaktif bir madde ile igaretlenmistir.
Olusan farkli uzunluklardaki DNA zincirlerinin okunmas: otoradyografik olarak
yapilmaktadir (35,36). |

e). Diger molekiiler yontemler

Yukardaki yontemlere ilaveten insertion seqence (IS) primer setlerinin kullanildig:
yontemler, rastgele secilmig bir primer kullanilarak yapilan arbitrariy PZR ve ¢ift primer
setinin kullamildify nested PZR yontemleri de ¢esitli amaglarla kullanilabilmektedir.
Aynca KatG geni ve rpoB genine yonelik primerler kullamlarak‘ izoniazid ve

rifampisine direngli suglar tesbit edilebilmektedir (37-41).
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MATERYAL VE METOD

A). ORNEKLER
I. Rutin tam amacnyla incelenen klinik 6rnekler : Son dért yil i¢inde PZR
laboratuvarinda calisilan 1282 balgam, 550 idrar ve 380 steril viicut sivisi (plevral
mayii, torasentez mayii, peritoneal sivi, parasentez mayi ve beyin omurilik sivisi) olmak
fizere toplam 2212 6mege ait mikroskopi, kiiltlir ve PZR sonuglan retrospektif olarak
degerlendirmeye alindi.
II. NALC-NaOH uygulanmasinin PZR’nun  duyarhh@ma etkisini
arastirmada kullamilan 6rnekler.
1) Klinik érnekler : Caliymamizda in6nii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut OZAL
1p Merkezinde tiiberkiiloz On tamsi almug hastalardan alinan ve Mikrobiyoloji ve
linik Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen 147 balgam, 72 idrar ve 52 steril viicut
vist swvist (plevral mayii, torasentez mayii, peritoneal sivi, parasentez mayi ve beyin
nurilik sivis1) olmak {izere toplam 271 &rnek incelenmistir.
. Standart bakteri yogunluklar: : M tuberculosis Hy; Rv standart susundan
zirlanan 106, 104, 10%, 10! yogunluktaki bakteri siispansiyonlan denendi. Belirtilen
teri yogunluklan saghkl Tip Fakiiltesi ogrencilerinden alman balgam ve idrar

ekleri igerisinde hazirlandi.
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B. KULLANILAN TAMPON VE COZELTIiLER

a). TE tamponu: 10 mM Tris-HCL iginde I1mM EDTA hazirlanir. Bunun igin 315..12

mg Tris-HCL 200 ml distile suda iyice ¢dziildiikten sonra ¢dzeltiye 74.45 mg EDTA
eklenir. Maddeler iyice ¢6ziindiikten sonra pH 8.0° a ayarlanip steril edilerek kuIla.mhr.

b). Tris-base ¢ozeltisi : 100 mM liik Tris-base ¢ozeltisi i¢in 1210 mg Tris base 100 ml

distile suda ¢dziiniir. pH 8.0’a ayarlanir ve steril edilerek kullanilir.

¢). Proteinaz K cézeltisi: Triptirachium Album’den hazirlanan proteinaz K’ nin 4 mg’1
(Sigma H 6829) 10 ml Tris-base i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

d). N-acetyl-L- cystein - Sodyum Hydroxide (NALC-NaOH)

1. IN NaOH: 40 gr NaOH 1000 ml distile suda gézﬁnérek hazirlandi.

2. Trisodyum sitrat stok soliisyonu : Trisodyum sitrat (5.5 H,0)'m 17.6 gm’1 500 ml
distile suda ¢oziilerek hazirlanir. 1 N NaOH ile esit oranda karistirilarak steril edilir ve
buzdolabinda saklanir.

3. NALC-NaOH cozeltisi : Yuk&dah karigimin 100 ml’sine i¢inde 250 mg N-acetyl-
L-cystein eklenerek hazirlanir. Giinliik olarak tiiketilir.

e). 0.067 M Fosfat Tamponu (pH: 6.8)

1. Stok alkali tampon
Na,HPO4 (12 HyO)...cocevvverieerceeeneennen 11.931 gm
Distile su ossussasesenssbasssasnasses 500 ml

2. Stok asit tamponu
KHyPOy4 (SUSUZ) .eeeeereeeeecceenenresaeneennne 4.535 gm

DISHIE SU eeeeeeeieeeececeeeeeeeressseereseeesesnnnnensens 500 ml
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Bir ve iki ayri ayn iyice ¢oziildiikten sonra esit hacimde birbirine kangtirilir. Otoklavda
121°C’de 15 dk. steril edilir. Kullamncaya kadar buzdolabinda saklanir. Kullanirken
pH’nin 6.8 olmasi énemlidir.

f). TBE Buffer ( Tris-Borik asit- EDTA): Stok soliisyon (5x, pH 8.0)

54 gm Tris base

27.5 Borik asit

20 ml 0.5 M EDTA

Tris base ve borik asit belirtilen miktarlarda tartilarak 980 ml djstile suda ¢oziiliir. Sonra
0.5 M EDTA (pH 8.0)° dan 20 ml eklenir. Iyice kanstirilir Oda isisinda saklanur.
Presipitat olugmus ise kullanilmaz.

0.5 M EDTA’nin hazirlanis1 ise 37.22 gm EDTA 2H,0 160 ml distile su igesinde
manyetik karistirict yardimu ile ¢oziinmesi saglanir. pH’nin 8.0 olmast icin NaOH peleti
ilave edilir. Otoklavda steril edilerek kullanilir.

g), Etidvum bromiir

Etidyum bromiir’iin 100 mg’min 100 ml distile suda, manyetik karistirc iizerinde bir
ka¢ saat karistirilarak, ¢bziinmesi ile hazirlanir. Renkli siseye konur ve sgisenin etrafi
aliminyum foil ile kapatilir. Hazirlanan bu ;:ﬁzeltiden her 100 ml agaroza 50 mikrolitre
konulur.

h). Gel loading dye : Kirk miligram bromphenol, 5 ml gliserol, 1.5 ml 0.5 M EDTA ve

4.5 ml distile su olmak fizere total voliim 10 ml hazirlandiktan sonra 500 mikrolitrelik

hacimlere béliinerek buzdolabinda saklanir.

1). Agaroze jel hazirlamisi; (%1.5’lik): Ug gram agaroz, 200 ml 1x TBE tamponu ile

¢oziiliir ve igerisine 100 mikrolitre etidyum bromiir ilave edilir.



i). Doymus Fenol: ( Sigma P4557)

j).Kloroform: ( Merk C 2431)

k).Absolii alkol: Tekel

1).De iyonize distile su: (Sigma W- 4502. DNAaz RNAaz free)

C- ORNEKLERIN ISLENMESI
I- Rutin I;ZR uygulamasinda kullamlan drneklerin islenmesi :

Balgam 6rneklerine direkt olarak, idrar 6rneklerine ise santrifiij edildikten sonra
dipte kalan ¢okeltinin {izerine hacminin iki kati kadar NALC-NaOH eklenerek
homojenizasyon ve dekontaminasyon yaplldll. Ornekler yirmi dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra tizerine 0.067 M pH’s1 6.8 olan fosfat tamponundan vida kapakl:
tiiplin alabilecegi kadar ilave edildi. Sogutmali santrifiijde +4°’de 3000 devirde 20
dakika santrifiij edildi. Ust kisim dipte 1.5 ml 6rnek kalacak sekilde dokiildii. Tiip
vortekslenerek homojenizasyon saglandi. Buradan 1 ml ependorf tiipe alinarak DNA
izolasyonunda kullanildi (42). Géri kalan kisim Lowenstein -Jensen kiiltiir ortamina
ekim ve boyamada kullamldi.

II. NALC-NaOH ile homojenizasyonun PZR duyarhihgma etkisini
belirlemek amaciyla yapilan islemler:

1. Orneklerin ekstraksiyon agamasina getirilmesi:

a). NALC-NaOH uygulanmadan homojenizasyon : Balgam &rnekleri vida
kapakli tiiplere konulduktan sonra iizerine 1ml steril distile su eklenerek 10 saniye

vorteksle homojenize edildi. Homojen hale gelen 6rnegin 1 ml’si ependorf tiipe alinarak

DNA izolasyonunda kullanildi.



b). NALC-NaOH uygulanmas1 : 1 a’ da bahsedildigi gibi homojenize edilen
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ornegin kalan kismina miktar1 kadar NALC-NaOH ¢6zeltisi ilave edilerek I. agamada -

bahsedildigi gibi islendi.

Idrar ve steril viicut sivilar ise vida kapakli tiiplerde santrifiij edildikten sonra st
stvi atild1. Dipte kalan ornekten 1 ml ependorf tiipiine alinarak DNA izolasyonu yapild:.
Omegin kalan kismu NALC-NaOH ile islendikten sonra DNA izoloasyonu, kiiltiir ve
mikroskopi’de kullamildi. ( Steril viicut stvilar1 bu aragtirmaya 6zgii olarak incelenen
klinik drnek sayisini artirmak amaciyla idrar gibi iglenmigtir ).

Standart bakteri siispansiyonlar: saglikli tip fakiiltesi Ogrencilerinden alman
balgam ve idrar 6rneklerine ilave edildi ve belirli yogunlukta iki seri halinde hazirland:.
Bir serisi NALC-NaOH ile islendikten sonra, diger seri ise direkt olarak DNA
izolasyonunda kullaniidi.

2- DNA izolasyonu

a). Yukarda bahsedilen yontemlerle homojenizasyon ve yogunlagtirma iglemlerinden
gecirilen Grneklerin 1 ml’si ependorf tiipiine alinarak 13 000 xg 10 dakika santrifiij
edildi.

b). Ust kistm dipte 100 pl kalacak sekilde i¢inde dezenfektan bulunan bir kaba
dokiildiikten sonra, proteinaz K ¢6zeltisinden (400pg/ml) 100 pl ilave edildi. Béylece
ornekle beraber nihai konsantrasyon 200pgm/ml olmaktadir.

c). Bu karisim 5 saniye vortekslendikten sonra 56°C’lik su banyosunda bir gece
bekletildi.

d). Bir saat - 30°C ’de bekletildikten sonra; 10 dakika kaynatildi.
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e). Oda 1sisina geldikten sonra, iizerine 450ul sogukta bekletilmis satiire phenol ilave
edildi vortekslendi ve 13 000 xg ’de 3 dakika santrifiij edildi.

f). Siipernatan yeni bir tiipe alindiktan sonra yukardaki phenol agamasi tekrar edildi.

g). Siipernatan yeni bir tiipe alindi. Uzerine sogukta beklemis chloroform’dan 450ul
eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra 13 000 xg’ de 3 dakika santrifiij edildi.

h). Siipernatan yeni bir tiipe alindi; iizerine 500ul sogukta beklemis %100’likk ethanol
ilave edildi, vortekslendi, (5 dakika oda isisinda bekledikten sonra) 13 000 xg’de 5
dakika santrifiij edildi.

1). Ust s1tv1 tamamen dokiildii. Pellet iizerine %70’lik sogukta beklemis ethanolden 500ul
ilave edilerek karistiriimadan 13 000 xg *de 5 dakika santrifiij edildi.

). Ust kisim tamamen dokiildiikten sonra; tiip ters gevrilerek kurumas: saglandi.

j). Kuruduktan sonra pellet iizerine DNaz ve RNaz icermeyen steril distile sudan 25 pl
konuldu ve iyice karigmasi igin pipetaj yapildi. Amplifikasyona hazir agsamasina
getirildi. Bu gekli ile -20°C de uzun slire saklanabilmektedir.

3- Amplifikasyon: M tuberculosis kompleksi genomunda bulunan 1359 baz gifti
uzunlugundaki IS6110 gen bdlgesinin tizerindeki 123 baz giftlik bslgeyi amplifiye eden
T4 (CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG) ve Ts (CTC GTC CAG GGC CGC TTC
GG) primerleri kullanilarak standar kogullarda amplifikasyon saglandi (18).

2X PZR Tamponunun hazirlanisi:

1. 10X PZR buffer (Panotaq enzime 6zgii ) .......ccceeveeennee 200ul
2. 10X ANTP mix ( 2.5 mM herbir niikleotid)..........uceeun..... 200ul
3. 10X MgCly ( 10 MM)erevveereeereeeeessssessessssscennn 200 il
4, 10X BSA ( ImM@/ML ) coeuierirerereereecireneestenereseeseneesesssnns 200 pl

5. DISHIE SU «eevvrieeiriiiacniecieiricsircerecreeeneeseesene s senraeeennas 200 pl
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Toplam 50 pl olan amplifikasyon tiipiiniin igerigi; 5 pl ekstraksiyon iiriindi, 25 pl 2X
PZR tamponu, 0.5 pl T, (20 pmol), 0.5 ul Ts ( 20 pmol ), 1.5 U (0.3ul) Taqg DNA
polymerase
(Panotagq USA) ve 18.7 pl distile sudan olugmaktadir. Amplifikasyon otomatik thermal
cycler (PTC-200. Peltier Thermal) ile
1. 94 °C 4 dakika denaturation
2. 94° C 2 dakika denaturation

56° C 3 dakika annealing

72° C 2 dakika extension
ikinci asama 35 kez tekrar edilir.
3. 4° C’de saklanir.
4 - Amplifikasyon sonucunun gézlenmesi: Amplifikasyon iiriinii brom fenol mavisi
i¢cinde 3/4 oraminda segreltildi. Bu karisimm 6 pl’si, iginde etidyum bromiir
bulunan % 2’lik agaroz jelde élektroforeze tabi tutuldu. UV isik altinda DNA
size marker (QX 174 digested with Hae III) ve kontroller ( pozitif ve negatif )
yardimiyla olugan bantlarin degerlendirilmesi yapilmigtir.

D- ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME : Bulgularin degerlendirilmesinde

Ki-Kare testi ve Fisher’in Kesin Ki- Kare test kullnilmustir.



BULGULAR

I. Son dort yil icinde rutin tam1 amaciyla kullamilan PZR ydntemiyle

incelenen 2212 6rnegine ait bulgular : Toplam 1282 balgam 6rneginin 191’inde
(% 15) ARB, 153’iinde (% 12) kiiltiir, 415’inde (%32) ise PZR pozitif bulundu (Tablo

5).

Tablo 5. Toplam 1282 balgam 6rnegine ait sonuglarin dagilimi

ARB
n - TOPLAM

KULTUR L+ 153 47 200
: 38 1044 1082

TOPLAM 191 1091 1282
PZR F o 166 249 415
A 25 842 867

TOPLAM 191 1091 1282

Idrar 8rneklerinin incelenmesinde ARB pozitifligi % 15, kiiltiir pozitiflizi % 10,

PZR pozitifligi ise % 25 (Tablo 6).



37

Tablo 6. Toplam 540 idrar 6rnegine ait sonuglarin dagilimi

ARB
" -
KULTUR + 53 20 73
- 28 439 467
TOPLAM 81 459 540
PZR + 57 79 136
- 24 380 404
TOPLAM 81 459 540

Steril viicut sivist olarak toplam 380 Ornek incelenmis; bunlarin 42°sinde (% 11) ARB,
44°{inde (% 12) kiiltiir ve 88’inde (% 23) PZR pozitif bulunmustur (Tablo 7).

Tablo 7. Toplam 380 steril viicut sivist sonug¢larinin dagilimi

ARB
+ - TOPLAM

KULTUR + 26 18 44
- 16 320 336
TOPLAM 42 338 380
PZR + - 34 54 88
- 8 284 292
TOPLAM 42 338 380

Genel bir degerlendirme yapildiginda toplam 2212 klinik 6rnegin 314’iinde (%

14) ARB, 317’sinde (% 14) kiltiir ve 639’unda (% 29) PZR yontemiyle pozitif sonug
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‘alinmustir (Tablo 8). Ornek ayrimu yapilmaksizin toplam ARB pozitif olan 314 Srnegin
257’sinde (% 83), kiiltiiriinde M. tuberculosis iiretilen 6rneklerin ise % 100’iinde PZR
pozitif bulunmustur.

Tablo 8. Toplam 2212 6rnekteki ARB, killtiir ve PZR sonuglari

POZITIF
YONTEM Say1 (%)
ARB 314 (% 14.2)
KULTUR 317 (% 14.3)
PZR 639 (% 29)

II. NALC-NaOH uygulamasinin PZR duyarhhg: iizerine etkisi ile ilgili
denemelerden elde edilen bulgular:

Caliymamizda Turgut OZAL Tip Merkezinde tiiberkiiloz on tamsi almug
hastalardan alinan 147 balgam, '72 idrar ve 52 steril viicut sivist ARB, kiiltiir
(Lowenstein jensen), NALC-NaOH uygulanmadan PZR ve NALC-NaOH uygulanmasi
sonucu PZR yo6ntemleriyle M. tuberculosis yoniinden incelendi.

Balgam &rneklerinin 41°inde (% 28) ARB (+), kalan 106’sinda (% 72) negatifti.
Bu ormeklerden NALC-NaOH ile muamele edilmeden Once ve sonra hazrlanan
homojenatlardan elde edilen DNA ekstraksiyon iiriinlerine uygulanan PZR ydntemiyle

alinan sonuglar Tablo 9°da goriilmektedir.



Tablo 9. Incelemeye alnan balgam 6meklerine ait mikroskopi ve PZR sonuglarmin dagilim

+ - Toplam
*Mikroskopi ( 1) 39 5 44
NALC-NaOH uygulanmadan PZR ( 2) 2 101 103
Toplam 41 106 147
**Mikroskopi ( 1) 17 0 17
NALC-NaOH uygulandiktan sonra PZR (3) 24 106 130
Toplam 41 106 147
***NALC-NaOH uygulanmadan PZR ( 2) 20 2 22
NALC-NaOH uygulandiktan sonra PZR (3) 24 101 125
Toplam 44 103 147

*Siitundakiler 1’ , satrdakiler 2’ye aittir. **Situndakiler 1'e, sanrdakiler 3’e aittir. ***Sttundakiler 2’ye, satirdakiler 3’¢ aittir.

Lowenstein jensen kiiltiir ortaminda balgam Orneklerinin 23’iinde mikobakteri
tiretildi. Kiiltiirde iireyen mikobakteriler, M. tuberculosis kompleksine 6zgii primerlerle

amplifikasyona alinarak tiiberkiiloz basili olduklarma karar verildi. Bu &rneklerin 12

‘sinde ARB ve PZR her iki yontemle pozitif, 8‘inde

uygulanmadan yapilan (homojenizasyon yontemi) PZR pozitif , NALC-NaOH
uygulandiktan sonra yapilan (teksif yontemi) PZR negatif, 3 tanesinde ise ARB ve
teksiften sonra yapilan PZR pozitif, NALC-NaOH uygulanmadan yapilan PZR negatifti.

Incelenen 72 idrar 6reginin 16’sinde (% 22) aside-alkole direngli basil goriildii.

Bu 6rneklerle yapilan PZR sonﬁglan Tablo 10’da verilmistir.

ARB ve NALC-NaOH
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Tablo 10. Incelemeye alinan idrar 6meklerine ait mikroskopi ve PCR sonuglarinin dagilimi
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+ _ Toplam
*Mikroskopi ( 1) 15 8 23
NALC-NaOH uygulanmadan PZR (2) 1 48 49
Toplam 16 56 72
**Mikroskopi ( 1) 5 1 6
NALC-NaOH uygulandiktan sonra PZR (3) 11 56 66
Toplam 16 55 72
***NALC-NaOH uygulanmadan PZR ( 2) 11 1 12
NALC-NaOH uygulandiktan sonra PZR (3) 12 48 60
Toplam 23 49 72

*Situndaki ler 1’e, satirdakiler 2’ye aittir. **Siitundakiler 1°e, satirdakiler 3’e aittir. ***Situndakiler 2’ye, satirdakiler 3’e aittir.

Lowenstein jensen kiiltlir ortaminda idrar &rneklerinin 6’sinda (% 9) iireme
olmugtur . Bu 6rneklerin tamaminda ARB ve NALC-NaOH ile islenmeden yapilan PZR
pozitif, NALC-NaOH uygulandiktan sonra yapilan PZR negatif bulunmustur.

Bu (;ahsma;ya ozgili olarak NALC-NaOH ile islenmeden ve islendikten sonra
incelemeye alman 52 steril viicut sivismin 9’unda (%17) aside direngli basil

goriilmiistiir. Bu &rneklere NALC-NaOH ile homojenizasyon uygulanmas: halinde PZR

yontemiyle alinan pozitiflik oraninin anlaml &lgiide azaldig gériilmiistiir (Tablo 11).



Tablo 11. incelemeye alinan steril viicut stvilarina ait mikroskopi ve PZR sonuglarinin dagilimi

+ - Toplam

*Mikroskopi ( 1) 8 3 11
NALC-NaOH uygulanmadan PZR ( 2) _ | 40 41
Toplam 9 43 52
**Mikroskopi ( 1) + 1 0 1

NALC-NaOH uygulandiktan sonra PZR (3) - 8 43 51
Toplam 9 43 52
***NALC-NaOH uygulanmadan PZR ( 2) + 4 0 1

NALC-NaOH uygulandiktan sonra PZR (3) - 7 41 48
Toplam 11 41 52

*Siitundakiler 1’e, satirdakiler 2’ye aittir. **Stitundakiler 1’e, satirdakiler 3’e aittir, *** Siitundakiler 2’ye, satirdakiler 3°e aittir.

Lowenstein jensen kiiltiir ortaminda pozitif sonug¢ alman 2 (% 4) steril viicut
sivisinda ARB ve NALC-NaOH uygulanmadan yapilan PZR pozitif iken,
NaOH uygulamasindan sonra yapilan PZR negatif bulunmustur.

Biitiin klinik ornekler birlikte degerlendirildiginde toplam 66 6rnekte ARB
pozitif bulunmugtur. ARB saptanan bu 6rneklere gére PZR yonteminin duyarhhgl ve

NALC-NaOH’m buna etkisi Tablo 12°’de goriilmektedir.

NALC-

Tablo 12. ARB (+) 6rneklerde NALC-NaOH agsamasinin PZR yonteminin duyarhiligina etkisi.

PZR ydnteminin duyarlilii (%)

Klinik Omek NALC-NaOH ile islenmemis
Balgam 39/41 (% 95)
Idrar 15/16 (% 93)
Steril viicut s1visi 8/9 (%89)
Toplam 62/66 (% 94)

NALC-NaOH ile iglenmis P
17/41 (% 41)
5/16 (% 31)

179 (% 11)
23/66 (%35)

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
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Kiiltiir sonucu pozitif ¢ikan toplam 31 klinik 6rnegin 28 (% 90 )’ inde NALC-
NaOH ile isleme alinmadan yapilan DNA ekstraksiyonunu takiben pozitif sonug
alimirken ; NALC-NaOH ile islendikten sonra yapilan DNA ekstraksiyonunu takiben
alinan pozitiflik 15 (% 48 )’e inmektedir. Iki oran arasindaki fark istatistiki olarak
anlamli bulunmustur (p <0.05).

Standart bakteri yogunluklar: ile yapilan 14 denemeye ait bulgular tablo 12’de
goriilmektedir. NALC-NaOH uygulanmadan 6nce yapilan PZR yo6ntemi ile 10° bakteri
varhginda % 100, 10* bakteri varliginda % 100, 10° bakteri varliginda % 71 ve 10
bakteri varliginda ise % 21 pozitiflik alinirken ; drneklerin NALC-NaOH ile isleme
alinmasindan sonra yapilan PZR yontemi ile bu durum 10° bakteri icin % 93, 10°
bakteri icin % 79, 10* bakteri icin % 21, 10 bakteri i¢in % 7 olarak bulunmustur.

Tablo 12. Standart bakteri yogunluklarina uygulanan NALC-NaOH asamasmin PZR duyarlihifina
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etkisi,
10° 107 10° 10"
+ - + - + - + -
A 14 0 14 0 10 4 3 11
B 13 1 11 3 3 11 1 13

A). NALC-NaOH uygulanmadan PZR B). NALC-NaOH uygulandiktan sonra PZR



- TARTISMA

Tiiberkiiloz hastalarinin erken tami ve tedavisi bu hastaliktan toplumun
korunmasinda en etkili yoldur. Bu nedenle tiiberkiiloza yakalandig: diigiiniilen hastalarin
tanilarim kanitlayacak , duyarliligi ve 6zgiilliigii yiiksek, hizli sonug veren , uygulamasi
kolay ve pahali olmayan laboratuvar yontemlerinin giinliik kullanima girmesi 6nemli
bir gereksinimdir.

Ziehl -Neelsen boyama teknigi ile basilin mikroskopta goriilmesi ve besiyerinde
liretilerek tanimlanmasi kullanilan en yaygm yontemlerdir. Ancak her iki yontemin de
tan1 agisindan 6nemli eksiklikleri vardir. Mikroskopide pozitif sonug¢ alinabilmesi i¢in
6rnegin mililitresinde 5x10° - 10* basil bulunmasi gereklidir. Kiiltiir ile 6rnekteki birkag
canlt bakterinin (10-100 basil/ml) gdsterilmesi miimkiindiir, ancak kolonilerin goézle
goriilebilmesi 1-2 ay gibi oldukca uzun zaman gerektirmektedir (24,28,43). Tiiberkiiloz
basilinin. varligimi kisa siirede saptamaya yonelik , duyarliligi ve ozgiilliigli yiiksek
¢esitli molekiiler yontemler denenmektedir (24,28). Bu yontemlerden birisi de niikleik
ait ¢ogaltma tekniklerinden olan polimeraz zincir reaksiyonudur.

Polimeraz zincir reaksiyonu, mikroskop ve kiiltiir yntemiyle saptanmasi zor ya
da olanaksiz olan herhangi bir niimunedeki tiiberkiiloz basilinin tesbitinde en fazla umut
veren yontemlerin baginda gelmektedir. Ancak yanlis negatiflik ve hatah pozitiflikler
yontemin en Onemli dezavatajlaridir. Hatali pozitiflikler bir onceki deney sirasinda
amplifiye edilen ve ortamda kalan amplikon veya baska bir Srnege ait mikobakteriyel
DNA’nin ampliﬁkésyon tiipiine karigmasiyla meydana gelmektedir (44,45).

Diger taraftan klinik 6rnekler igerisinde bulunan oldukga farkli komponentler,

énzimatik reaksiyonlarda inhibitor etki yaparak hatali negatif sonuglarin alinmasina
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neden olabilmektedir. Eger Ornek igerisinde hedef molekiil yeteri kadar fazla ise,
ornegin diliisyonu ile inhibitorlerin etkisi elimine edilebilir . Biyolojik sivilarda 0.8uM
hemoglobin ve onun metabolik iiriinlerinin DNA polimeraz {izerine inhibitdr etkisinin
oldugu bilinmektedir. Deterjanlar birgok enzim i¢in inhibitérdiir . BOS idrar ve balgam
Taq DNA polimerazi inhibe edici maddeler bulundurabilmektedir. Balgamda bulunan
glikoproteinlerin bir komponenti olan asidik polisakkaritler, DNA polimeraz inhibit6rii
olarak bilinmektedir. Ayrica ¢ok yaygin olarak ekstraksiyon asamasinda kullanilan

EDTA, Sodium Dodesyl Siilfat (SDS) ve guanidyum HCI’iin amplifikasyon enzimleri

44

iizerine inhibitdr etkileri vardir. Boyle molekiiller hiicre membranim pargalamak veya ‘

niikleazlar1 inaktive etmek amaciyla kullanildiklarinda, bunlar1 uzaklagtirmak veya
nétralize etmek igin ilave islemlere gereksinim vardir. Yine ekstraksiyon asamasmcia
kullanilan fenol ve kloroformun’da inhibitor etkisinin ortamdan uzaklastirilmasi
gerekmektedir (42,43,45).

DNA ' izolasyonunun yetefsiz olusu, inhibitorlerin uzaklagtirilamamig olmasi,
hedef DNA’nin stabilitesinin korunamamis olmasi, amplifikasyon kogullarinin yetersiz
olusu, eldivendeki pudramin amplifikasyon tiipiine karigmasi ve amplifikasyon
sonucunu gozlemede duyarlilif: diiglik yontemlerin kullanilmasi da yanlhs negatifliklere
yol agabilmektedir. (42,43,46).

Polimeraz zincir reaksiyon ydntemi yaygin olarak denenmis olmasina ragmen
heniiz 6zgiilliikk ve duyarhhgl arzulanan diizeye getirilememistir. Bunun olabilmesi i¢in
amplifikasyon kogullarinin standardizasyonu en 6nemli faktdrdiir. Amplifikasyon tiipiine
konulan hedef molekiil istenilen nitelikte olsa bile, reaksiyon tiipiindeki MgCl,, INTP

s

primerler, tampon ve enzim miktan gibi diger komponentlerin konsantrasyonlar1 da



oldukga Onemlidir. Ayrica amplifikasyonda uygulanan denaturation, anneling ve
extension sicaklik ve siirelerinin her laboratuvar kosullart ve ¢alisilacak
mikroorganizmaya gore optimize edilmesi gerekmektedir. Biitlin bu olaylar farkli
aragtirmacilar tarafindan kullamlan PZR ile degisik sonuglarin alinmasini
agiklamaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada ARB pozitif 314 Ornegin % 83’iinde, kiiltiirde‘ M.
tuberculosis liretilen Grneklerin ise tamaminda PZR pozitif bulunmustur. Literatiirde bu
testin duyarlitimmin % 67-100 arasinda degistigi bildirilmistir (44,46-52). Yedi
laboratuvar sonuglarinin degerlendirildigi bir ¢alismada hatali pozitifligin % 3-20
arasinda degistii ve hatta bir laboratuvarda bu degerin % 77 gibi olduk¢a yiiksek
rakama ulastig1 not edilmistir (46).

Eisenach ve ark. (53) balgam Ornekleri lizerinde yapmis olduklar g¢alismada
kiiltir pozitif 44 Ornegin 43’tinde (% 98) PZR ile pozitif sonu¢ alirken; tiiberkiiloz
ohnayaﬁ 26 Grnegin tamaminin PZR’nunu négatif bulmuslardur.

Nolte ve ark. (49) balgam 6rnekleri ile yaptiklar1 aragtirmada ARB pozitifliginin
derecesine gore PZR duyarliiginin % 67-99 arasinda degistigini kaydetmiglerdir. Aym
arastirmacilar sonug¢ gozlemede agaroz jel elektroforezini kullanildiklarinda testin
duyarliligm % 85, hibridizasyon kullandiklarinda ise % 91 olarak saptamuglardir.

Diger bir ¢alismada klinik olarak tiiberkiiloz tamsi konulan balgam &rneklerinde
PZR’nun duyarliligt ARB pozitif 6rnekler i¢in % 100, ARB negatif 6rekler igin % 73
olarak belirlenmistir (54). Bennedsen ve ark. (10) PZR yénteminin balgam &rnekleri
tizerindeki duyarlibigim % 82, 6zgiilliigiinii % 96 olarak saptamiglardir. Kiiltiir pozitif

olup, ARB negatif olan 6rneklerde duyarlilik % 60.9, kiiltiir ve ARB’si pozitif olanlarda
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duyarlilik % 91 olarak belirlenmistir. Choi ve ark. (55) PZR yontemiyle yaptiklan
caligmada kiiltiir pozitif Srneklerin % 93°iinde pozitif sonug almiglardr.

Beige ve ark. (8) yaptiklari ¢aliyjmada ARB pozitif 6rneklerin % 100’iinde,
kiiltiir pozitiflerin % 94’{inde , tiiberkiiloz olmayanlarin ise % 17’sinde PZR ile pozitif
sonu¢ almiglardir. PZR yo6ntemiyle balgam Ornekleri iizerinde yapilan diger bir
¢aligmada kiiltliriinde M. tuberculosis iiretilmis olan 80 6rnegin 67’sinde (% 84) pozitif
sonu¢ alinmig. Aym ¢aligmada ARB pozitifliginin derecesi ile PZR’mn duyarlihg:
arasinda giiclii bir korelasyon oldugu gosterilmistir (56).

Amplicor PCR yo6nteminin kullanmildigt bir aragtirmada  kiiltiir sonuglariyla
kiyaslandiginda testin duyarliligi % 83, 6zgiilliigii ise % 97 olarak bulunmustur (57).
Aym yontemin kullanildig1 diger bir ¢calismada ARB pozitif 6rneklerin % 91.7’sinde,
kiiltiir pozitif 6rneklerin % 68’inde, ARB negatif érneklerin % 46.1’inde PZR pozitif
sonug vermigstir (9). AMPLICOR PCR sistemiyle pozitif olan 31 6megin 20’sinde (%
65) kultur pozitif, negatif 6meklérin ise tamaminda kiiltiir negatif olarak saptanmigtir
(58).

PZR ve Gen-probe amplified Mycobacterium tuberculosis direct test (MTD)
yontemlerinin karsilastirildigi bir aragtirmada, PZR y&nteminin duyarhihd: %81,
Ozgiilliigi % 94; MTD’nin ise sirasiyla % 90.6 ve % 95 olarak kaydedilmistir. Bu
caliymada ARB ve kiiltiir negatif olan Sé drnegin 5’inde (% 6), ARB ve Kkiiltiir pozitif 22
ornegin 21’inde (% 95), ARB negatif kiiltiir pozitif 5 6regin 5’inde (%100) PZR ile
pozitiflik gdzlenmistir (5§9). MTD’nin kullanildigt diger bir galismada toplam 119

balgam 6megi incelenmis; testin duyarliigi % 82, 6zgiilliigii % 99 olarak bildirilmistir.
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Aynm1 ¢aligmada Kkiiltiiriin ~ duyarhligin % 88, ozgiilliigii % 100, mikroskopinin ise
duyarhlig1 % 53 ozgiilliigii % 99.8 olarak kaydedilmistir (60).

Ichiyoma ve ark (61). Roche AMPLICOR MTB yontemi ile ARB pozitif
Orneklerin % 94.7’sinde, klinik olarak tiiberkiiloz oldugu halde ARB negatif Grneklerin
ise’ % 55’inde pozitiflik gdzlemislerdir .

Bu ¢aligmada incelenen toplam 2212 klinik 6rnege ait mikroskopi, kiiltlir ve
PZR sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde mikroskopi ve kiiltiir pozitifliginin birbirine
yakin oldugunu; buna karsin PZR pozitifliginin bunlardan en az iki kat fazla oldugu
goriilmiistir. Bu beklenen bir bulgudur. Bilindigi gibi bu testlerde pozitif sonug
alinabilmesi i¢in Grnegin ml’sinde bulunmasi gereken basil sayis1 PZR’dan kiiltiir ve
mikroskopiye dogru gidildikce artmaktadir.

Calismamizda ARB pozitifligine gére PZR duyarlilif1 balgamda % 87, idrarda
% 70 , steril viicut sivilarinda % 80 olarak saptanmugtir. Kiiltiirtinde M. tuberculosis
tiretilen -6rneklerin tamaminda PZR ile pozitif sonu¢ alinmigtir. ARB ve kiiltiir negatif
omeklerin % 15’inde PZR sonucu pozitif bulunmugtur. ARB ve kiiltiir negatif oldugu
halde PZR’nu pozitif olan 6rneklerin alindif: hastalara ait klinik verilere ulasilamadig1
icin testin Ozglilligii hakkinda kesin bir yorum yapilamamaktadir. Ancak PZR
yonteminin Ornekte bulunan mikroskop veya Kkiiltiiriin saptayamayacagi sayidaki
basilleri de amplifiye ederek pozitif sonug verecegi goz Sniine alindiginda, bu sonuglarm
en azindan bir kaginin tiiberkiiloz hastasina ait olacag diigiiniilebilir .

PZR yonteminin 6zelikle steril viicut sivilarinda (% 80) ve idrar 6rneklerinde (%
70) vermis oldugu pozitif sonuglarin tanisal degeri vardir. Bilindigi gibi bu 6rneklerde

¢ogu defa klinik olarak tiiberkiiloz tanis1 konuldugu halde hem mikroskopi hemde kiiltiir
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negatif olmakta veyahutta yalmzca mikroskopi pozitif ¢ikmaktadir. Klinik tani
yontemlerinin duyarliligmin diisiik oldugu bu tip 6rneklerde klinik verileri destekleyen
PZR pozitifliginin degeri tartisilmazdir.

Diger aragtirmacilar tarafindan yapilan calismalarda da PZR ydnteminin
duyarlihigit  ARB ve Kkiiltiir pozitifligi yaninda, klinik drneklere gore de degisik
-oranlarda bulunmugtur. BOS 6rnekleri ile yapilan bir ¢alismada MTD testi kullanilarak
klinik ve kiiltiir verilerine gore tiiberkiiloz menenjit tanist konulan 24 6m¢gin %
33’{inde pozitif sonug almirken; tiiberkiiloz olmayan 60 BOS 6rneginin tamaminda
negatif sonu¢ almmugtir (62). Gen-probe amplified M. tuberculosis direct test ile
yapilan bir galigmada respiratuar 6rneklerin % 83-94.7’sinde , nonrespiratuar 6rneklerin
ise % 83- 86.8’inde mikobakteri varlig1 kanitlanmigtir (63).

NALC-NaOH ile yaptlgnmz' denemelerde; 6rneklerin bu madde ile iglenmesi
halinde PZR yo6nteminin duyarliliginda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmalar
kaydedilmistir. NALC-NaOH’m bu etkinligi klinik orneklerde oldugu gibi standart
bakteri siispansiyonlar1 {izerinde yapilan ¢aligmalarda da gézlenmistir. Mililitresinde
10> basil bulunan &rnekle yapilan 14 ayri denemenin, 10’unda NALC-NaOH
uygulamadan yapilan PZR ile pozitif (% 71.4) sonug alinirken; bu madde uygulandiktan
sonraki pozitiflik % 21.4’e diigmektedir.

Yapilan g¢aligmalarda balgam 6rmeklerinin dekontaminasyonu, homojenizasyon
ve konsantrasyonunda NALC-NaOH, NaOH, sodium lauryl sulfate-NaOH ve
sputolysin-NaOH protokolleri uygulandiginda, M. tuberculosis’e ozgii PZR

duyarhiliginda % 3-52 oraninda azalma kaydedilmistir (49,64,65).
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NALC-NaOH yalmzca PZR duyarliliginda degil, kiiltiirde bakteri izolasyonunda
da olumsuz etkiye sahip oldugu gdosterilmistir. Bir ¢aligmada 6rneklerin NALC-NaOH,
Tween 80 ve Cjg - Carboxyproplbetaine ile islenmesinin kiiltiir sonuglarina etkisi
aragtirtlmig ve farkli sonuglar kaydedilmigtir (66,67,68). Thornton ve ark (67) en fazla
inhibitér etkinin NALC-NaOH’e bagh olarak gelistigini ve bu madde ile islenmis
Orneklerin ancak % 20’sinde basil tiretilirken; Tween 80’e dayali homojenizasyon
y6ntemleri ile iglenen 6rneklerde % 58, C,g -Carboxyproplbetaine ile islenen 6rneklerde
% 86 oramnda kiiltiir pozitifligi saptamiglardir.

Ornek islemede kullamlan yontem ve maddelerin inhibitér etkilerini ortadan
kaldirmak amaciyla bir¢ok aragtirma yapilmustir. Wilson ve ark (69) 6rnek hazirlamada
chatrope-silica metodunu kullandiklarinda PZR yo6nteminin duyarliligm % 75 ,
ozgiilliiglini % 100 olarak saptamislardir. Aym aragtirmacilar kloroform metodunu
. kullandiklari zaman yontemin duyarliigim % 92, 6zgiilliigiinti ise % 99 olarak
bulmusl:;n'dlr ( 69 ). Noordhoek' ve arkadaglarmin yapmig oldugu ¢alismada DNA
izolasyonunda ve purifikasyonunda farkli yontemlerin kullamldigi yedi laboratuvarin
sonuclarm degerlendirmigler. Bakteriyel lizis ve DNA purifikasyonunda kullanilan
yontemlerin farkliligina gore testin duyarliik ve 6zgiilliigiiniin 6nemli Slgiide degistigini
gostermislerdir (46).

Bu ¢alismamizda NALC-NaOH’mn PZR yfiﬁteminin tizerinde inhibitér etkisinden
kaginmak amaciyla; balgam Omeklerinin homojenizasyonunda vorteks yontemi
kullanilmig ve sonugta PZR’nun duyarlihfinda anlamli derecede artis gézlenmistir.
Buradan hareketle balgam gibi homojenizasyon gerektiren tiim klinik &rneklerin

dekontaminasyondan &nce aragtirmada kullandigimiz, uygulamasi kolay vorteks
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yontemiyle homojenize edildikten sonra DNA izolasyonuna gegilmesinin yararli olacag:
kanisindayiz. Ayrica idrar gibi homojenizasyona gerektirmeyen 6rneklerin ¢okeltilerine
dekontaminasyon uygulanmadan DNA izolasyonuna ge¢ilmesi PZR’nin duyarllligml

artiracaktir.



SONUCLAR

1. Dort yil siireyle incelenen 2212 klinik &rnegin % 14.2°sinde mikroskopi, %
14.3’{inde kiiltiir ve % 29’unda PZR pozitifligi vardur.

2. ARB pozitifligine gére PZR y6nteminin duyarlili1 balgam Srnekleri i¢in % 87, idrar
icin % 70 ve steril viicut sivilari igin % 80 olarak saptanmustir.

3. Kiiltiirde M. tuberculosis tiretilen 6rneklerin tamaminda PZR pozitif bulunmustur.

4. Omeklerin homojenizasyon ve dekontaminasyonunda kullamilan NALC-NaOH
PZR’nun duyarhiligmnda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmaya neden olmustur.
5. NALC-NaOH’1n bu etkisi hem klinik 6rneklerde hem de standart bakteri yogunluklar:
lizerinde yapilan denemelerde gozlenmigtir. NALC-NaOH muamele edilmeden yapilan
PZR denemesinde ARB pozitif 6rneklerin % 94’iinde pozitif sonug alinirken; bu madde
ile islendikten sonra pozitiflik % 35’e¢ inmistir. Mililitresinde 10% bakteri bulunan
ornekle yaptigimiz 14 ayr1 denemede NALC-NaOH ‘in deneye girmesi halinde pozitiflik
orani %-71 den % 21’e inmektedi1;.

6. Biitiin bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde;

a). Polimeraz zincir reaksiyon yiintgmi ozellikle mikroskopisi ve Kkiiltiirii negatif ¢ikan
ve klinik olarak tiiberkiiloz siiphesi veren hastalarin tamsinda yardimci bir test olarak
kullanilabilir.

b). Bu testin gerekliligi 6zellikle steril viicut sivis1 ve idrar gibi meklerde daha da
artmaktadir.

c). Ancak testin duyarhhigim artirmak igin klinik 6rnekler NALC-NaOH ile isleme

alinmadan 6nce DNA ekstraksiyonuna tabi tutulmalidir.
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OZET

Tiiberkiilozun erken tanisinda Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) y6nteminin
degerini ortaya koymak ve klinik 6rneklerin homojenizasyonu ve dekontaminasyonunda
kullanilan N-acetyl-L-cystein-NaOH (NALC-NaOH) asamasinin , PZR’nun duyarlihigi
iizerine olumsuz etkisinin olup olmadigin: belirlemek amaciyla bu ¢aligma yapilmastir.

Son dért yil iginde tiiberkiiloz 6n tanist alan 1282 balgam, 550 idrar ve 380 steril
viicut sivist olmak iizere toplam 2212 rrnege ait mikroskopi, kiiltiir ve PZR sonuglari
retrospektif olarak degerlendirilmistir. Ayrica Turgut OZAL Tip Merkezinde tiiberkiiloz
On tamsi almus hastalardan alinan 147 balgam, 72 idrar ve 52 steril viicut sivisi olam
iizere toplam 271 klinik 6rnek ve M. tuberculosis H3;Rv standart susundan hazirlanan
10, 10* , 10* , 10' yopunluktaki bakteri siispansiyonlarmda NALC-NaOH
uygulanmasinin PZR y6nteminin duyarlilig: tizerindeki etkisi aragtirilmustir.

Ir_lcelenen 1282 balgam &rneginin % 15’inde ARB, % 12’sinde kiiltiir , %
32’sinde ise PZR pozitif bulunmustur. Idrar 6rneklerinde bu oran sirastyla % 15, %10 ve
% 25 olarak tesbit edilmistir. Steril viicut sivilarinin % 11’inde ARB | % 12’sinde kiiltiir
ve % 23’linde PZR pozitif olarak saptanmustir. Genel bir dgerlendirme yaplidlglnda
2212 klinik 6rnegin % 14.1’inde ARB, % 14.3’iinde kiiltiir ve % 29’unda PZR pozitif
bulunmugtur. ARB pozitifligine gére PZR’nun duyarhihgi balgam i¢in % 87, idrar igin
% 70 ve steril viicut sivilan i¢in % 80 olarak saptanmigtir.

NALC-NaOH uygulamasimn PZR duyarhih@ma etkisi ile ilgili denemelerde
NALC-NaOH ile islenmemis balgam 6meklerinde PZR duyarliigi % 95, NALC-
NaOH ile iglenenlerde ise % 41 olarak bulunmugtur. Idrar érneklerinde bu oran sirasiyla

% 93 ve % 31, steril viicut sivilarinda ise % 89 ve % 11 olarak belirlenmistir. Standart
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bakteri yogunluklar: ile yapilan denmelerde NALC-NaOH ile isleme almanin PZR
duyarliligimi ozellikle diisiik bakteri yogunluklarinda Onemli derecede azaltti31

gbzlenmistir.
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SUMMARY

The aim of this study was to evalute the value of PCR method in early diagnosis of
tuberculosis and determine the effect of NALLC-NaOH on PCR sensitivity.

During the last four years, a total of 2212 samples (1282 sputa, 550 urines and 380
sterile body fluids were retrospectively evaluated with the results of direct acid fast stain
(AFS), culture and PCR methods. Morewer 271 clinical specimens (147 sputa, 72 urines and
52 body fluids) from patient suspected with tuberculosis and bacterial suspension prepared
from M. tuberculosis H37RV standart strain were analysed for the effect of NALC-NaOH
on sensitivity of PCR.

Of 1282 sputa 15% were positive for AFB stain, 12% for culture and 32% for PCR.
For urine samples, these values were 15%, 10% and 15% respectively. In regard to body
fluids, the positivity rates were 11%, 12% and 23% in the sequence mentioned above. In
generally AFB were seen in 14.1% the were isolated in 14.3% and PCR yielded positive
results 1n 29% of clinical specimens.

The sensitivities of PCR according to the results of direct acid fast stain were 87% in
sputa samples 70% in urine samples and 80% in body fluid samples. PCR sensitivities were
decreased in clinical samples undergoing NALC-NaOH processing as compared to non-
processed samples. The values were 93%, 41% for sputum samples, 93%, 31% for urines
and 89%, 11% for body fluids in NALC-NaOH non processed and processed samples,
respectively. The similar decline in PCR sensitivity was observed in suspensions of standart

M.tuberculosis after treatment with NALC-NaOH.
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