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OZET

Bu tez calismasinda Saglik Bakanligi Siireyyapasa GoOglis Kalp ve Damar
Hastaliklar1  Egitim ve Arastirma hastanesi Bakteriyoloji Laboratuari'nda
kullanilmakta olan modifiye Petroff 6rnek isleme yontemi ile NaOH + N-Asetil L-
Sistein (NaOH + NALC) yontemi temel alinarak hazirlanmis bir dekontaminasyon
ve konsantrasyon kitinin (Mycoprosafe-Salubris) etkinlikleri karsilastirilmistir. Her
iki yontemle hazirlanan Orneklerde mikobakterilerin mikroskopla ve kiiltiirle
saptanmasindaki fark, kiiltiir i¢in hazirlanmis 6rnegin uygun pH’da olup olmadigi,
kiiltiirlerdeki  kontaminasyon orani, uygulamadaki kolayliklar ve zorluklar

karsilastirilmustir.

Aragtirma sonuglarina goére Toplam 200 olgu iizerinde yapilan caligmada
modifiye Petroff 6rnek isleme yonteminde pH o6l¢iimleri 7,01 ile 12,50 arasinda
degismekte olup ortalama 9,63+1,49; NaOH + N-Asetil L-Sistein (NaOH + NALC)
yontemi temel alinarak hazirlanmis bir dekontaminasyon ve konsantrasyon Kkiti
(Mycoprosafe) ile isleme yontemindeki pH oOlgiimleri ise 7,07 ile 10,30 arasinda
degismekte olup ortalama 7,82+0,52’dir.. Modifiye Petroff yontemi ile islenip,
Lowenstein Jensen besiyerinde lireme olan olgularda {ireme giinleri 5 ile 42 giin
arasinda degismekte olup ortalama 20,54+7,42 giin; Mycoprosafe ile islenmis
olgularda ise 5 ile 38 giin arasinda degismekte olup ortalama 18,31+6,20 giindiir.
Dogrudan mikroskopla incelemede oOrneklerin %26’s1 pozitif, % 74’ negatif
saptanmistir. Modifiye Petroff isleme yontemi sonrasi mikroskopla incelemede
orneklerin % 27,51 pozitif, % 72,5’1 negatif saptanmistir. Mycoprosafe kiti ile isleme
sonras1 mikroskopla incelemede Orneklerin %30°u pozitif, % 70’1 negatif
saptanmistir. Modifiye Petroff yontemi ile islenen olgularda, Lowenstein Jensen
kiiltiir besiyerinde orneklerin %62,0’1nda kiiltiir sonucu negatif, %29,0’inda kiiltiir
sonucu pozitif ve % 9,0 oraninda kiiltiir kontaminasyonu saptanmistir. Mycoprosafe
kiti ile islenen 6rneklerin ise %57,0’sinde kiiltiir sonucu negatif; %34,5’inde kiiltiir

sonucu pozitif ve % 8,5’inde kiiltiir kontaminasyonu saptanmustir.



Modifiye Petroff isleme yontemi ile islenen olgularin kiiltiir sonuglarina gore,
Modifiye  Petroff isleme yoOntemi sonrasi  mikroskopla  incelemenin
degerlendirilmesinde; Duyarlilik (%77,4), Ozgiilliik (%84,6), Pozitif Kestirim Degeri
(%89,8), Negatif Kestrim Degeri (%97,6) saptanmistir

Mycoprosafe kiti kullanilan isleme yonteminde olgularin kiiltiir sonuglarina
gore Mycoprosafe kiti ile isleme yontemi sonrasi mikroskopla incelemenin
degerlendirilmesinde; Duyarlilk (% 84,5), Ozgiillik (%86,3), Pozitif Kestirim
Degeri (%91,9), Negatif Kestirim Degeri (%97,5) saptanmugtir.
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SUMMARY

This thesis study was under taken at the Ministry of Health Siireyyapasa
Respiratory Research Hospital Bacteriology Laboratory . The two methods compared
are the modified Petroff (uses homogeneous and decontamination method) method
and the Mycoprosafe-Salubris kit which uses NaOH + N-Asetil L-Cystein (NaOH +
NALC) method as its basis for decontamination and concentration. Using both
method to prepare the samples, the variation of the mycobacteria in culture and
microscope; prepared sample for culture medium , what is its pH value, if it has
appropriate pH value or not, contamination percentage in the cultures,ease or

difficulty of the treatment were all studied.

There was a total of 200 specimens used in the research study. The pH values
obtained using the modified Petroff method was a range from 7.01 to 12.50 with an
average value of 9,63+1,49. The pH values using the Mycoprosafe kit was a range
from 7.07 to 10.30 with an average value of 7.82+0.52. Lowenstein Jensen culture
medium that has been homogenized and decontaminated with modified Petroff
method had Mycobacteria that reproduce in a time of 5 to 42 days, averaging
20.54+7.42 day. Culture medium that has been treated with Mycoprosafe kit had
Mycobacteria that reproduce in 5to 38 time period, average of 18,31+£6,20 days.
Directly studying the specimens with a microscope, the results were 26 % positive
(ARB positive), 74 % negative (ARB negative). Once treated with modified Petroff,
the microscopic specimen results were 27.5 % positive and 72.5 % negative. Using
Mycoprosafe kit for treatment, the microscopic results of the specimens were 30%
positive and 70% negative. Lowenstein Jensen cultures that were treated with
modified Petroff and then samples grown showed 62% culture results negative and
29% culture results positive and 9% culture contamination. Culture treated with
Mycoprosafe kit then used with the samples showed 57% culture results as negative,

34.5% culture results as positive and 8.5% culture contamination.

Samples that were obtained using modified Petroff method and according to

their culture results, after modified Petroff method was used, the microscopic



vil

observations were as follows; sensitivity 77.4 %, specifity 84.6 %, positive predictive

value 89.8 %, negative predictive value 97.6 %.

Samples that were obtained using Mycoprosafe kit and according to their
culture results, once Mycoprosafe kit was used then the microscopic observation
were as follows; sensitivity 84.5 %, specifity 86.3 %, positive predictive value 91.9

%, negative predictive value 97.5 %.



viil

TESEKKUR

Tez galigmamda bana yardimlarini esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof.

Dr. I. Yavuz SEZEN’e,

Arastirma konumun sec¢ilmesi, uygulanmasi ve tez yazim asamasindaki

katkilarindan dolay1 Sayin Dog. Dr. Tanil KOCAGOZ e,

Laboratuar c¢aligmalarimda ve Yiiksek lisans Ogrenimim boyunca

yardimlarini esirgemeyen Dr. Mualla PARTAL’a ve degerli mesai arkadaslarima,

Laboratuar calismalarim icin sagladiklar1 olanaklardan ve katkilarindan

dolay1 Salubris A.S yetkililerine ve degerli arkadasim Erkan MOZIOGLU’na,

Tezimin yazim asamasinda yardime1 olan Salih SIVRI, ilhan SIVRI, Hiilya
TUTUS ve Ebru OZTURK ’e,

Yiiksek Lisans 6grenimim boyunca manevi olarak her zaman yanimda olan

aileme ve sevgili esime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



vil

ICINDEKILER DiZiNi

OZET v
SUMMARY vi
TESEKKUR viii
ICINDEKILER DIZINi vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi X
SEKILLER DiZINi Xii
TABLOLAR DIZINI xiii
GRAFIKLER DiZiNi Xiv
1.GIRIS 1
2.KONU ILE ILGILI YAYINLAR 3
2.1. Tiiberkiilozun Tarihgesi 3
2.2. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri 5
2.2.1. Hiicre Duvar1 Ozellikleri 7
2.2.2. Mikobakteriyel Antijenler 9
2.2.3. Ureme Ozellikleri 12
2.2.4. Siiflandirma 13
2.2.5. Cevre Kosullarina Dayanikliliklar 16

2.3. Tiiberkiiloz Bakterilerinin Enfeksiyonlari 16
2.3.1. Primer Tiiberkiiloz 17
2.3.2. Sekonder Tiiberkiiloz (Yetiskin Tiiberkiilozu) 18
2.3.3. Ekstrapulmoner (Akciger Dis1) Tiiberkiiloz 19

2.4. Tan1 Yontemleri 24

2.4.1. Klinik Orneklerin Alinma ve Laboratuvara Génderilme Kosullar1 25
2.4.2. Mikroskobik Inceleme 29
2.4.2.1. Mikroskobik Inceleme I¢in Yayma Yapilmasi 29
2.4.2.2. Aside Direngli Boyama Y 6ntemleri 30



2.4.3. Homojenizasyon ve Dekontaminasyon Y 6ntemleri
2.4.3.1. Petroff’un NaOH Y ontemi
2.4.3.2. Diinya Saglik Orgiitii’ niin Onerdigi
Modifiye Petroff Yontemi
2.4.3.3. NaOH Yontemi (%2- 4 NaOH)
2.4.3.4. N-Asetil-L-Sistein NaOH (NALC-NaOH) Y ontemi
2.4.3.5. Zefiran-Trisodyum Fosfat (Z-TSP) Yontemi
2.4.3.6. Siilfurik Asit Yontemi
2.4.3.7. Oksalik Asit Yontemi
2.4.3.8. Setilpiridinyum Klorid-Sodyum Klorid Y 6ntemi
2.4.4. Geleneksel Kiiltiir Yontemleri

2.4.5. Kiiltiir Yapilmadan Basil Saptanmasi

2.5. Epidemiyoloji ve Korunma

3.GEREC VE YONTEM
3.1. Arag - Geregler
3.1.1. Kullanilan Besiyeri, Kimyasallar ve Kitler
3.1.2. Araglar

3.1.3. Cam ve Diger Malzemeler
3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Yontem

3.3. Ziehl — Neelsen (EZN) Boyama Y 6ntemi

3.3.1. Kullanilan Boya Eriyikleri ve Renksizlestirme Isleminde Kullanilan

Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.2. Boyama Y 6ntemininUygulanmasi

3.4. Homojenizasyon ve Dekontaminasyon Y ontemleri

3.4.1. Modifiye Petroff NaOH Dekontaminasyon ve Homojenizasyon

Y Ontemi

3.4.1.1. Kullanilan Cézeltilerin Igerigi ve Hazirlanmasi

3.4.1.2. Balgam, Bronkoalveolar Lavaj (BAL), A¢lik Mide Sivisi ve

Transbrongiyal Aspiratlarda Yontemin Uygulanmasi

3.4.1.3. idrar Orneklerinde Y®&ntemin Uygulanmasi

viil

35
41

42
43
46
50
52
52
54
58
63

65
69
69
69

69
70

70

71

71
71

72

73
73

73
74



1X

3.4.2. Mycoprosafe Kiti ile Dekontaminasyon ve Konsantrasyon 74
3.4.2.1. Balgam, Bronkoalveolar Lavaj (BAL), A¢lik Mide Sivisi ve
Transbronsiyal Aspiratlarda Uygulama 75

3.5. pH Olgiimii 76

3.6. Homojenizasyon-Dekontaminasyon Sonrasi Islenmis Orneklerden EZN

Boyama 76

3.7. Lowenstein — Jensen Kiiltlir Besiyerine Ekim 76
3.8. Istatistiksel Hesaplamalar 77

4 BULGULAR 78
5. TARTISMA VE SONUC 94
KAYNAKLAR 101

OZGECMIS 111



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi

M. tuberculosis : Mycobacterium tuberculosis

EZN : Erhlich-Ziehl-Neelsen

BCG : Bacillus Calmette-Guerin

oT : Old Tuberculin

PPD : Purified Protein Derivative

PAS : Para Amino Salisilik Asit

INH : Izoniazid

EMB : Etambiitol

ARB : Aside Direngli Basil

AIDS : Acquired Immun Deficiency Sendrom

pum : Mikrometre

NAMA : N-Asetil Muramik Asit

NGMA : N- Glikolil Muramik Asit

NAGA : N-Asetil Glikozamin

LAM : Lipoarabinomannan

MOTT : Mycobacterium Other Than Tuberculosis (Atipik
mikobakteriler veya Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler)

IFN : Interferon

GTA : Gecikmis Tip Asir1 Duyarlilik

PNL : Polimorf Niiveli Lokositler

HIV : Human Immunodeficiency Viriis

BOS : Beyin Omurilik Sivisi

PCR : Polymerase Chain Reaction

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

BAL : Bronko Alveolar Lavaj

MAC : Mycobacterium avium complex

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

CDC : Centers For Disease Control

NALC : N-Asetil-L-Sistein
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: Zefiran-Trisodyum Fosfat

: Setilpridinyum Klorid
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1.GIRIS

Tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis kompleks diye tanimlanmis bir grup
mikobakteri (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti ve M. canettii)
tarafindan olusturulan kronik graniilomat6z bir enfeksiyon hastaligi olup, olgularin
% 98’inden M. tuberculosis sorumludur. Tiiberkiiloz basilleri tiim organlarda hastalik
yapabilir. Hastaligin en sik goriildiigii organ akcigerlerdir (%85) (Kiligarslan., 2002;
Haas., 2000). Giinlimiizde tiiberkiiloz olgularinda en sik izole edilen tir M.

tuberculosis’ dir (Kiyan., 1999).

Tiiberkiiloz diinyada saglik alanindaki gelismelere ragmen ¢ok 6nemli bir halk
saghigi problemi olarak giincelligini korumaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
verilerine gore; diinya niifusunun tigte biri yani yaklasik 2 milyar kisi Mycobacterium
tuberculosis ile enfektedir. Basili tasiyan insanlarin yaklagik 20 milyonu aktif
tiiberkiilozludur. Yilda 8 milyon yeni olgusu olan tiiberkiilozdan 3 milyondan fazla

insan 6lmektedir (Metchock et al., 1999; Ozkara ve ark., 2003).

Tiiberkiiloz tanist i¢in en sik olarak incelenen balgam gibi oOrneklerde
tiiberkiiloz basili disinda ¢ok sayida mikroorganizma bulunmaktadir. Bunlar
tiiberkiiloz basilinden ¢ok daha hizli iiredikleri i¢in kiiltiir besiyerlerinde tiiberkiiloz
basilinin iiretilerek saptanmasini engellemektedir. Bu nedenle kiiltiir besiyerlerine
ekim yapilmadan once bu bakterilerin secici olarak oldiirtilmesi (dekontamine
edilmesi) gerekmektedir. Bu amagla yaygin olarak NaOH kullanilmaktadir. NaOH
ile dekontaminasyon sonrasi pH’in nétralize edilmesi gerekir. Bu amagla Saglik
Bakanlig1 Siireyyapasa GOglis Kalp ve Damar Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma
hastanesi Bakteriyoloji Laboratuari'nda oldugu gibi yaygin olarak HCI
kullanilmaktadir. Modifiye Petroff yontemi adi verilen bu yontemin bazi kisith
yanlar1 ve uygulama zorluklar1 bulunmaktadir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii ve
bilim ¢evresi 6rnek islenmesi icin NaOH + N-Asetil L-Sistein (NaOH + NALC)
yonteminin kullanilmasini 6nermektedir. Bu yOntemin uygulanmasi ise yogun
calisan laboratuvarlarda malzemelerin hazirlanmasinin zorlugu nedeni ile yaygin

olarak gerceklestirilememektedir.



Bu tez ¢alismasinda Saglik Bakanlhigi Siireyyapasa Gogiis Kalp ve Damar
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma hastanesi Bakteriyoloji Laboratuari'nda
kullanilmakta olan modifiye Petroff 6rnek isleme yontemi ile NaOH + N-Asetil L-
Sistein (NaOH + NALC) yontemi temel alinarak hazirlanmis bir dekontaminasyon
ve konsantrasyon kitinin (Mycoprosafe-Salubris) etkinliklerinin karsilastiriimasi
hedeflenmistir. Her iki yontemle hazirlanan 6rneklerde mikobakterilerin mikroskopla
ve kiiltiirle belirlenmesindeki fark, kiiltiir i¢in hazirlanmis 6rnegin uygun pH’da olup
olmadigy, kiiltiirlerdeki kontaminasyon orani, uygulamadaki kolayliklar ve zorluklar

karsilastirilmistir.



2. KONU IiLE ILGILI YAYINLAR

2.1. Tuberkiilozun Tarihgesi

Tiiberkiiloz, insanlik tarihinin bilinen en eski ve en ¢ok korkulan
hastaliklarindan birisidir. Bakterinin paleolitik ¢agda, insanlar1 enfekte etmeden once
hayvanlar arasinda yaygin olarak bulundugu disiiniilmektedir (Kiyan., 1999).
Insanoglunun M.O. 8000 yillarinda ilk yerlesik topluluklar olusturmas: ve sigirlari
evcillestirmesiyle mikobakterilerle tanistiklar1 tahmin edilmektedir. Etkenin enfekte
hayvanin etlerinin yenmesi veya kontamine siitlerin i¢ilmesiyle insanlara gegtigi,
toplu yasama gegisle birlikte yayilim gosterdigi diisiiniilmektedir. Almanya da M.O.
5000 yillarina ait insan iskeletlerinde asit ve alkole direngli basiller bulunmustur.
M.O. 3500-3000 yillarina ait Misir mumyalar1 {izerinde yapilan incelemelerde
tiiberkiilozu diistindiiren kemik lezyonlarina (Pott hastalig1) ve aside direngli basillere

rastlanmistir (Kocabas., 2002).

Hastaligm ilk belirtileri Hipokrat (M.O. 460-377) tarafindan tanimlanmistir.

[3

Hipokrat bu hastalik i¢in erime, tiikenme anlamina gelen “ phtisis ” deyimini

kullanmustir.

M.S. 2. yiizyilda Galen, phtisis i¢in tedavi Onerilerinde bulunmustur. Bu
Oneriler; istirahat, Oksiiriigiin kesilmesi, gogiis yakilari, venden kan alimi, siiliikk

uygulamasidir (Kocabas., 2002).

Tiberkiiloz ile ilgili klinik ve patolojik gozlemler; hastaliktan dlen kisilerin
otopsi incelemelerinde , akcigerlerinde kaviter lezyonlar oldugunu bildiren A.
Vesalius (M.S. 1478) ile baslamistir. F.S. Sylvius (1614-1672) tarafindan tiiberkiiller
tanimlanmigtir. Robert Marton 1689°da bu hastalik icin bitip tilkenme manasina

gelen verem tabirini kullanmistir.

[lk kez hastahgin bulasici karakterde olabilecegi 16. yiizyil baslarinda

Fracastorius tarafindan ileri siiriilmiistiir. 1865 te Willemin tiiberkiilozlu hastalarin



kavitelerinden alinan Ornegi inokiile ettigi tavsanlarda, tiiberkiiloz gelistigini

gostermistir (Kocabas., 2002; Kiyan., 1999).

Tiiberkiiloz tarihinin en 6nemli doniim noktasi, 24 Mart 1882 de Robert Koch’
un Berlin Fizyoloji Dernegi’ nde tiiberkiiloz basilini kesfettigini bildirmesidir. Robert
Koch 1884’ de tiiberkiiloz basilini klinik 6rneklerden izole ettikten sonra saf
kiiltiirinii yapmis, deneysel olarak hayvanlarda hastalik olusturmus ve enfekte
hayvanlardan bakteriyi tekrar iireterek Koch postulasi’ n1 tanimlamigtir. Koch 1890

[3

yilinda tliberkiiloz bakterisinin ekstresi olan ““ old tiiberkiilin ” ile hastaligin 6zel

bagisiklik ve allerjisini ortaya koymustur (Kiyan., 1999).

1896 yilinda sigir tiiberkiiloz basili M. bovis ayri bir tiir olarak Th. Smith
tarafindan bulunmustur. 1937 yilinda tarla farelerinde fare tiiberkiiloz basili M.
microti ingilizler tarafindan izole edilmistir (Sani¢ ve Coban., 1999). M. africanum,
ilk olarak 1968’ de Senegalli bir hastadan izole edilmistir. Son tiir M. canettii ise

1997 yilinda Somali’den izole edilmistir (Frothingham et al., 1999)

Paul Erhlich 1882 yilinda tiiberkiilloz basilinin aside direngli oldugunu
kesfetmistir. Ziehl ve Neelsen adiyla anilan yontemde ufak degisiklikler yaparak,
EZN (Erhlich-Ziehl-Neelsen) boyama yontemini gelistirmistir (Bilgehan., 1995).

1902 yilinda Dorset, yumurta bazli besiyerini ilk kez basilin kiiltiiriinde
kullanmigtir. Lowenstein  1930° lu yillarda Lowenstein Jensen besiyerini

gelistirmistir (Bilgehan., 1995).

1921 yilinda Fransiz arastirmacilar Albert Calmette ve Camile Guerin sigir
tiiberkiiloz basilini 230 kez pasaj yaparak ilk tiiberkiiloz asis1 alan BCG’yi (Bacillus
Calmette- Guerin’i) gelistirmiglerdir. Seibert ve Glenn 1939 yilinda Old
Tuberkiilin’in (Eski tiiberkiilin’in) saflastirilmasiyla elde edilen tiiberkiilin’in
saflastirilmis protein tiirevi PPD’yi (Purified Protein Derivative’i) hazirlamistir.

Boylece hastaligin varligi belirlenmeye baslanmistir (Kiyan, 1999; Bilgehan., 1995).

1944 yilinda S.A. Waksman ve meslektas1 A. Schatz ilk tiiberkiiloz ilac1 olan

Streptomisin’i bulmuslardir. Bu nedenle 1944 yili tip tarihine “ mucize yil1 ” (annus



mirabilis) olarak ge¢mistir (Sani¢ ve Coban., 1999). 1946 yilinda Iskandinavyal
Jorgen Lergen Lehmann PAS (paraamino salisilik asit)’t bulusu tiiberkiiloz
tedavisinde yeni bir doneme Onciiliik etmistir. Fakat tiiberkiiloz ilaglarinin tek
baslarina kullanimi1 sonucu 1 ay gibi kisa siirede direng gelisimine yol agmalarinin
anlasilmasi tizerine yeni ila¢ bulma ¢aligsmalar1 hizlanmistir. 1952 yilinda Robitzek
ve Selikof PAS’ e gore daha ucuz ve yan etkisi daha az alan INH (izoniazid)’i
bulusundan sonra hastalik kombine tedavi ile 18-24 ayda tedavi edilebilir hale
gelmigtir (Bilgehan., 1995). 1960 yilinda bulunan EMB (etambiitol), PAS’ in yan
etkileri nedeniyle olusan tedaviye uyumsuzluk sorununu, bu ilacin yerini alarak
onemli Ol¢iide azaltmistir. 1952-1960 yillar1 arasinda “Pirazinamid, Sikloserin,
Capreomisin, Viomisin, Kanamisin” gibi ilaglarin bulunmasiyla kombine tiiberkiiloz
tedavisine farkli secenekler kazandirilmistir. 1966 yilinda Rifampisin’® in
bulunmasiyla devam eden caligmalar, 1972’ lerden itibaren tiiberkiiloz tedavisinde
devrim sayilabilecek onemli gelismeleri ortaya c¢ikarmistir. Bdylece tiiberkiiloz,
ilaglarin yeni bir yaklasim ve kombine tedeavi uygulamasi ile 6 ayda tedavi edilebilir

hale gelmistir (Kocabas., 1991).

2. 2. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mycobacterium, Mycobacteriacea ailesinin tek cinsidir. Mycobacterium
tirlerinin DNA’s1t %62-70 G+C orani ile diger mikolik asit iireten bakterilerle,
Nocardia (G+C: %60-69), Rhodococcus (G+C: %51-59), Corynebacterium (G+C:
%51-59) ile benzerlik gosterir (Metchock et al., 1999). Bu ortak 6zellikleri nedeniyle
Corynebacterium, Nocardia ve Mycobacterium’lar CNM grubu olarak anilsalar da,
mikobakteriler “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” kitabinin 1986
baskisinda ayr1 bir boliim iginde ele alimmistir (Kiyan., 1999; Wayne et al., 1986;
Koneman et al., 1997).

Mikobakterilen simiflandirilmasi;
Alem : Prokaryot (Bakteri)
Boliim : Firmicutes

Smif  : Actinobacteria

Takim : Actinomycetales



Aile : Mycabacteriaceae

Cins : Mycobacterium  (Kd&ksal ve Yaman., 2003)

Mycobacterium cinsinin temel 6zelligi; yavas tiremeleri ve ARB (aside direngli
basil) olmalaridir (Kocabas, 2002). Hiicre duvar yapilarinda bol miktarda lipit
bulundugu i¢in boyay1 zor alirlar, ancak bir kez boyandiklari zaman boyay1 kolay
kolay birakmaz ve asit-alkol karigimi ile yapilan renksizlestirme islemine direng

gosterirler. Bu nedenle aside direncli basiller olarak anilirlar (Kiyan., 1999).

Mikobakteriler; saprofit, zorunlu parazit ve ara formlardaki degisik tiirleri
icermekte olup, bugiine kadar 147 tiri tanimlanmstir (http: /www. dsmz.
de/microorganisms/html/bacteria. genus/bacteria. genus. mycobacterium. html.,
2005). Klinik agidan bakildig1 zaman M. tuberculosis, hastalik yapma derecesine ve
halk saglig1 ile yakin iligkisi sebebiyle bu cinsin en dénemli tiyesidir. Son yillarda
ozellikle AIDS (Acquired Immun Deficiency Sendrom) hastaliginin ortaya ¢ikisiyla
birlikte, diger bazi1 mikobakteri tiirlerinin de (M. avium kompleks, M. fortuitum, M.
chelonae, M. smegmatis) firsat¢1 enfeksiyonlarda klinik ©nemi olabilecegi
anlasilmistir (Metchock et al., 1999).

Mikobakteriler; zorunlu aerop, sporsuz, 0,2-0,6 pm eninde ve 1-10 pum
boyunda, hareketsiz kapsiilsiiz, diiz veya hafif kivrik basillerdir. Bazen filamentoz,
misel benzeri yapilarda goriilmekle birlikte genellikle basil veya kokoid sekildedirler
(Metchock et al., 1999; Leung., 1999; Roberts et al., 1991). Balgam ve diger klinik
orneklerden hazirlanan preparatlarda Sekil 2.1 de goriildiigi gibi tek ya da ikili ticli
gruplar halinde, birbirlerine paralel veya X, V, L harfleri olusturacak bigimde bir
arada goriilebilirler. Kiiltiirden hazirlanan perparatlarda ise cogu kez biiyiik kiimeler
olusturduklar1 goézlemlenmistir. Eski kiiltiirlerde ve uygunsuz kosullarda iireyen
bakteriler daha uzun, ipliksi ya da daha kisa hatta koklara benzer degisik sekillerde
goriilebilmektedir (Sani¢ ve Coban., 1999).


http://www.dsmz.de/microorganisms/html/bacteria.genus/bacteria.genus.mycobacterium.html
http://www.dsmz.de/microorganisms/html/bacteria.genus/bacteria.genus.mycobacterium.html
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Sekil 2.1. Balgam 6rneginden hazirlanip, EZN boyama yontemiyle boyanmis
aside direngli basillerin 151k  mikroskobunda  gériiniimii
(http://www.goshen.edu/bio/Biol206/Biol206LabProject/tricia/tbb
10.html., 2005)

2.2.1. Hiicre Duvar1 Ozellikleri

Mikobakterilerin plazma membranlart diger bakterilerin plazma membranlari
ile benzer ozelliklere sahiptir. Tipik olarak protein ve fosfolipitlerden olusan cift

katmanli bir yapidadir (Kdksal ve Yaman., 2003).

Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi alisilagelmis Gram negatif veya Gram
pozitif bakteri hiicre duvarlarindan oldukca farkli ve karmasiktir (Koksal ve Yaman.,
2003). Biyokimyasal ¢alismalara gore; mikobakteriyel hiicre duvar iskeletinin temel
yapist 3 makromolekiilden = olusmaktadir. = Bunlar;  Peptidoglikanlar,
arabinogalaktanlar ve mikolik asitlerdir (Iseman., 2002). Mikobakterilerin hiicre
duvariin en dnemli 6zelligi klasik bakteriyel peptidoglikan tabakadan farkli olarak
bu tabadaka N-asetil muramik asit (NAMA) yerine N glikolil muramik asit (NGMA)
bulunmasidir. Bu tabaka N-asetil-glikozamin (NAGA) ve NGMA’in beta glikozid ve


http://www.goshen.edu/bio/Biol206/Biol206LabProject/tricia/tbbio.html
http://www.goshen.edu/bio/Biol206/Biol206LabProject/tricia/tbbio.html

fosfodiester baglarla baglanmasindan olusan bir heteropolimer yapidir (Koksal ve

Yaman., 2003).

Mikobakterilerin hiicre duvar yapisini1 gosteren ¢izim Sekil 2.2” de verilmistir.
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Sekil 2.2. Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi (Gaylord and Brennan., 1987).

Peptidoglikan tabakanin disinda iist {iste li¢ katman gibi goriinen ayri bir yapi
bulunmaktadir. Bu yapinin temelinde mikolik asit ile c¢evrili arabinogalaktan
polisakkarit yapist bulunur (Kiyan., 1999; Calisir ve ark., 1998). Mikolik asitler
hiicre duvarinin kalinligindan ve biiyilkk oranda hiicrenin aside direncli
boyanmasindan sorumludur (Kocabas., 1991). LAM (lipoarabinomannan)’in
mikobakteriyel viriilans faktorii olarak yer almasi bu yapisal modelin en 6nemli
Ozellikleri arasindadir (Iseman., 2002). Mikolik asit ile c¢evrili arabinogalaktan
polisakkarit yapinin arasinda bakterinin virulansi ile ilgili oldugu bilinen maddeler
vardir. Bunlardan biri kord faktor’diir (Sani¢ ve Coban., 1999; Kocabas., 1991).
Mikolik asitler, trehalose gibi sekerlerle baglanarak kord faktor olusturmaktadir
(Kocabas., 1991). Hiicre duvarinda ayrica polianyonik glikolipitler, fosfolipitler,



stilfolipitler ve peptidoglikolipitler bulunur (Sani¢ ve Coban., 1999; Lefford., 1983).
Hiicre ¢eperi lipitlerden olduk¢a zengindir. Hiicre kuru agirlinin %60’ lipitler
olusturmaktadir. En dista bulunan polipeptitler duvar agirliginin %15’ini olustururlar

(Kiyan., 1999).

2.2.2. Mikobakteriyel Antijenler

Mikobakterilerin ¢ok sayida antijenik yapis1 mevcuttur. Bu antijenik yapilar
fiziksel ve fonksiyonel 6zelliklerine gore farklilik gosteren pek ¢ok lipit, protein ve
polisakkaritten olusur. Bu antijenlerin bir kismu sitoplazmada, bir kism1 da hiicre
duvarinda lipitlere bagli olarak bulunmaktadir. Mikobakteriyel antijenlerin bagisiklik
sistemini baskilama, graniilom olusumuna yol agma, makrofaj aktivasyonu, konake1
toksisitesi olusturma gibi ¢ok sayida etkileri vardir. Mikobakterilerin sebep oldugu
enfeksiyonlarda esas olarak hiicresel bagisiklik sistemi rol oynar. Burada proteinler
anahtar immiinojenler olarak kabul edilirler. Bu konudaki yapilacak c¢aligmalarin
tiiberkiiloz tanisinda daha etkili yontemlerin gelistirilmesine ve tiiberkiilozla savasta
daha giiclii asilarin bulunmasina yardimci olacagi ve tiiberkiiloz patogenezinin daha

iyi anlasilabilecegi diisliniilmektedir (Kiyan., 1999; Sani¢ ve Coban., 1999).

Mikobakteriyel proteinler

Eski tiiberkiilin (Old tuberculin-OT): Ilk kez Koch tarafindan elde
edilmistir. M. tuberculosis ve M. bovis’in sivi besiyerlerinde 37°C’de 6-8 hafta
iretilmesini, ilk hacminin 1/10’u kalincaya kadar 1siyla yogunlastirilmasi ve
filtrasyonla sterilize edilmesi sonucu elde edilen saf olmayan bir iiriindiir. OT’in
enfekte kisilerde, basille karsilasmamis olanlara nazaran daha ¢abuk ve daha belirgin
reaksiyon olusturdugu goriilmiis ve tiiberkiiloz enfeksiyonunun tanisinda deri-i¢i cilt
testi olarak kullanilmaya baslanmistir. Fakat OT’in besiyerinden kaynaklanan farkli
komponentleri igermesi sebebiyle bu aktif tiiberkiiloproteinin saflagtirilmasina gerek

duyulmustur. Boylece PPD gelistirilmistir (Kiyan., 1999; Bilgehan., 1995).

Saflagtirilmis protein tiirevi (purified protein derivate: PPD): 1941 yilinda
ilk kez Seibert ve Glenn tarafindan tanimlanmistir. Yapay besiyerinde hazirlanmis

OT’in siilfat ve aseton ile ¢oktiiriilmesi sonucu elde edilmis kismen saf bir tiriindiir.
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Hazirlanmasi uzun bir inkiibasyon donemini, 100°C’e kadar isitarak oldiirme ve
proteinlerin ¢oktiiriilmesi basamaklarint igerir. Sonraki yillarda Stanfort ve
arkadaslar1 “yeni tiibiirkiilinler” adi altinda, PPD’ye gore tiire 6zgii antijenler
bakimindan ¢ok daha zengin olan ve deri testi i¢cin daha uygun olan protein tlirevleri

hazirlamislardir (Kiyan., 1999; Bilgehan., 1995).

Diinya Saglik Orgiitii 0,1 ml. ¢dzeltide 5 tiiberkiilin {initesi (TU) dozunda PPD
veya 0,0001 mg PPD-S proteini bulunmasint 6nermektedir. Deri testi, sol 6n kolun
ist i¢ kismina yapilir Tirberkiilin deri testi sonuglari, enjeksiyondan 48-72 saat
sonunda olusan sertlesme bolgesinin Slgiilmesi ile degerlendirilir (Dunlap et al.,
2000). Bagisiklikla ilgili olusan bu reaksiyon, gecikmis tipte asir1 duyarlilik (Tip IV)
olarak isimlendirilir. Bu testin duyarliligi ve 6zgilligii disiiktiir. Cilinkii yalanci
pozitiflik ve yalanci negatiflik oranlar1 oldukga yiiksektir. Yalanci pozitiflige neden
olan en onemli faktorler; BCG asilamasi ve MOTT (Mycobacterium Other Than
Tuberculosis, atipik mikobakteriler veya tliberkiiloz disi mikobakteriler) ile
karsilagmadir. Sonug olarak tiiberkiilozda dikkatle yorumlanmasi gereken bir testtir

(Kiling., 2003).

Antijen 5, Antijen 6, Antijen 60: Saflagtirilmis sitoplazmik proteinler olup,
bakteriye karsi olusan hiimoral bagisiklik yanit1 gostermek amaciyla kullanilmaktadir

(Maes., 1991).

65 kD Protein: Saflastirilmis mikobakteriyel bir antijendir. Mikobakterilerin
degisik tiirlerinde varligi gosterilmistir. Deney hayvanlar1 iizerinde yapilan
caligmalarda, ¢ok giiclii gecikmis tip asir1 duyarhiliga (GTA’a) yol actiklari
bulunmustur. Tiiberkiiloz ve leprali hastalarda bu antijene karsi olusan antikorlar ve
duyarli T hiicrelerinin varlig1 gosterilmistir (Kiyan., 1999; Orme et al., 1993; Mehra
et al., 1996).

Antijen 85 Kompleksi: Salgisal tipte olup, mikobakteriyel enfeksiyondan
sonra bagisiklik yamitinda rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle akciger
tiiberkiilozlu hastalarin ¢ogunda gii¢lii bir antikor yaniti olusturan 88 kD’luk bu
antijen belirlenmistir. Bu antijen T hiicre aktivasyonunu ve buna bagli olarak

makrofaj aktivasyonunu bozar, deri testi cevabini engeller ve enfeksiyon bolgesinde
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makrofajlarin savunma yapmasini 6nler (Sani¢ ve Coban., 1999; Kiyan., 1999;

Iseman., 2002).

Mikobakteriyel polisakkaritler:

Arabinoz, galaktoz ve mannoz igeren polisakkarit I molekiilleri geg¢ tip asiri
duyarlilik olusturabilirler, polisakkarit II molekiileri ise ge¢ tip asir1 duyarlilik
olusturmazlar, fakat serolojik aktivite gosterirler (Brooks et al., 2001; Freedman et

al., 1996; Julian et al., 1997).

Mikobakteriyel Lipitler:

Mikobakteriyel lipitler sitoplazmada bulunmalarina ragmen esas olarak hiicre
duvarinda yer alirlar. Hiicre duvarinda; mikolik asitler, fosfolipitler, Wax D,

mikosidler ve diger glikolipitlerin tiimii yer alir (Sani¢ ve Coban., 1999).

Hiicre duvarinin yiiksek lipit igerigi; hiicre ici ve hiicre dis1 ¢evredeki asidik ve
alkali bilesiklerin oldiiriici etkilerine karst koyma, aside direngli boyanma gibi

ozellikleri saglar (Seving., 2004).

Trehaloz glikolipitler (Kord faktor): Tiiberkiiloz basiline kiime olusturma
yetenegi kazandirdigi i¢in kord faktor olarak da bilinir. Sistemik toksisite, antitimor
aktivite, graniillom olusumunu uyarma, in vitro olarak polimorf niiveli 16kositlerin
(PNL) gogiinii 6nleme, komplemani alternatif yoldan aktive etme gibi etkileri vardir.
Farelerde karakteristik bir toksisiteye sahiptir (Kiyan., 1999; Sani¢ ve Coban., 1999;
Brooks et al., 2001).

Siilfolipitler: Siilfiir iceren glikolipitlerdir. Makrofajda, fagozom-lizozom
birlesmesini engeller ve bakteriyi lizozomal enzimlerin etkisinden koruyarak basilin
parg¢alanmasin1 ve konaker tarafindan yok edilmesini Onlerler. Bdylece bakterinin
hiicre i¢i yagamini siirdiirmesinde rol oynarlar. Kord faktore sinerjik etki yaparlar.
Yapilan calismalarda deney hayvanlarina tek basina verildiginde kord faktoriin
toksik etkisini arttirdigi goriilmiistiir (Sani¢ ve Coban., 1999; Kiyan., 1999;
Gedikoglu., 1997).



12

Fosfatidler: Epitel hiicrelerin dev hiicrelere doniismesine neden olarak,

tiiberkiil olusumunda rol oynarlar (Kiyan., 1999).

Wax D: Mikobakteriyel hiicre duvarinda bulunan bir glikolipittir. Freund’s
adjuvaninin etkisini arttirict 6zellige sahiptir. Basile ait baz1 proteinlerle beraber

tiiberkiiline karst GTA olusturur (Kiyan., 1999; Kocabas., 1991).

Fosfatidil inositol mannosid: Hiicre duvar iskeleti i¢in bir ¢imento gorevi
goriir.  Sitoplazmik membrana baglhidirlar. Peptidoglikan ve hiicre duvar
polisakkaritlerinin sentezinde rol oynarlar. Saflastirilmis fosfatidil inositol
mannosidler hapten olarak islev goriir ve antikor yaniti olustururlar (Sani¢ ve Coban.,

1999; Gedikoglu., 1997).

M. tuberculosis bilinen histolitik enzimlere, endo veya egzo toksinlere, kapsiil,
fimbriya gibi klasik bakteriyel viriilans faktorlerine sahip degildir. M. tuberculosis’de
bugiine dek saptanan hicbir yapi, antijen veya mekanizma organizmanin viriilansini

aciklamak i¢in yeterli degildir (Seving., 2004; Kiyan., 1999).

2.2.3. Ureme Ozellikleri

M. tuberculosis, zorunlu aerop bir bakteridir. Cok smirli oksijen ortaminda
cogalmadan canliligini siirdiirebilir (Wayne and Kubica., 1986). Ortamda %5-10
CO2 bulunmasi iiremeyi hizlandirir (Bilgehan., 2002). Optimum iireme sicakligi
37°C’dir. M. tuberculosis disindaki baz tiirler 24-42°C arasinda degisen sicakliklarda
tireyebilirler (Gedikoglu., 1994). Optimum pH 7,0’dir. Ancak pH 6-8 arasinda da
cogalabilirler. Uremesi yavastir, 15-20 saatte kendini esler ve standart kiiltiir
ortaminda kolonilerin olusmasi en az 3 haftada gerceklesir. 3-6-8 hafta siireyle
makroskobik {ireme goriiniir olana dek kiiltlirlerin bekletilmeleri gerekmektedir

(Kayser et al., 2002; Kiyan., 1999; Wayne and Kubica., 1986).

Mikobakteriler, enerji gereksinimlerini basit karbon kaynaklarindan (glikoz,
gliserol) saglar (Kayser et al., 2002). Nitrojen kaynagi olarak asparajini ve
amonyumu kullanirlar. Ayrica aminoasit karigimlart da yararli olmaktadir

(Gedikoglu., 1994). Eser metal element yetersizliklerinin bakterinin yapt ve
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metobolizmasi lizerinde olumsuz etkileri vardir. En 6nemli eser element demirdir.
Mikobakterilerin magnezyum, siilfat ve fosforlar gibi mineral tuzlarina da ihtiyaglari
vardir (Kiyan., 1999; Methock et al., 1999). Besiyerine %0,5 gliserol eklenmesiyle
tireme desteklenebilir (Wayne and Kubica., 1986). M. tuberculosis pigment
olusturmaz, kat1 besiyerlerinde kuru, krem rengi, diizensiz R tipi (Rough) koloni
yaparlar. i¢inde gliserol bulunan siv1 besiyerlerinde zorunlu aerop olmasindan dolay1

ylizeyde zar olusturarak iirerler (Kiyan., 1999).

2.2.4. Siiflandirma

Bakteriyolojik 6zellikler ve DNA benzerlikleri agisindan birbirleriyle yakindan
iligkili olan tiirler “kompleks” bashigi altinda tanimlanir ve gruplandirilirlar (M.
avium kompleksi, M. tuberculosis kompleksi vb.) (Kocabas., 2002). M. tubeculosis
kompleksi; M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti ve M.canettii
tirlerini icerir (Metchock et al., 1999; Haas., 2000). Giiniimiizde tiiberkiiloz
olgularinda en sik izole edilen tiir M. tuberculosis’tir. M. bovis ve M. africanum ile
meydana gelen enfeksiyon orani %1-3’tiir. M. bovis esas olarak sigirlarda tiiberkiiloz
etkeni olmakla birlikte genis konak cesitliligi gosterir. Bu tiiriin gelismis olan
tilkelerdeki insidanst az olup,insanlarda siklikla (%75-80) akciger dist organ
tiiberkiilozuna neden olur. M. africanum, Bat1 Afrika’da nadiren hastalik meydana
getiren bir tiirdiir. M. microti ise kemirici hayvanlar igin patojendir, son tiir M.
canettii ise insanlarda tiiberkiiloz etkenidir (Roberts et al., 1991; Metchock et al.,
1999; Kiyan., 1999; Frothingham et al., 1999). M. tuberculosis kompleks disinda
kalan tiirler MOTT olarak isimlendirilirler. Optimal {ireme siireleri ve {ireme
sicakliklart tlirden tiire degisen bu bakterilerin ¢ogu zorunlu aeroptur. Fakat bazilari
mikroaerofilik ortamda daha iyi tirerler. MOTT hizli ve yavas tireyenler olarak ikiye
ayrilmiglardir. Yavag iireyenlerin uygun kiiltiir ortami sartlarinda kati besiyerinde
goriilebilir koloni olusturmak ic¢in en az 7 giine ihtiyaclar1 vardir. Hizli iireyen grup
ise 7 giinden az bir zamanda goriilebilen koloniler olustururlar (Metchock et al.,

1999).

MOTT’in enfeksiyon hastaliklarindaki rolii 1950’11 yillarda Runyon ve Timpe
tarafindan kanitlanmistir. Runyon bu bakterileri pigment olusturma, lireme siiresi ve

koloni olusturma 6zellikerine gore 4 gruba ayirmistir (Kiyan.,1999; Roberts et al.,
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1991). Yavas tlireyen grup pigmentasyon O&zelliklerine gore; fotokromojenler
(Runyon grup I), skotokromojenler (Runyon grup II), kromojen olmayanlar (Runyon
grup III) ve hizli iireyenler (Runyon grup I'V) olmak iizere dort grupta toplanmustir.

Fotokromojen mikobakterlerin kolonileri, 1s1kli ortamda sar1 ya da portakal
sarist renginde pigment olustururlar. Pigment olusturmalari i¢in 1518a maruz kalma
stireleri, tiirden tiire farklilik gosterir. Genellikle 1 saat yeterlidir. Ancak bu siire bazi

tiirlerde 24 saate kadar uzayabilir.

Skotokromojen mikobakteriler, hem karanlik hem de 151kl1 ortamda pigment
meydana getirirler. Karanlikta sar1 veya acik turuncu renkte olan koloniler, 1513a

maruz kaldiginda koyulagir. Isikla temas siiresi uzarsa koloniler kizarir.

Kromojen olmayanlar, karanlik ve aydinlik ortamlarda pigment yapmazlar.

Bu smiflandirma iyi bir taksonomik standardizasyon olmasa da, klinik
yaklagim ve identifikasyon kolayligi sebebiyle yaygin kullanim alanmi bulmustur.
MOTT tiirlerinin identifikasyonunda morfolojik (hiicresel ve koloni goriiniimii),

fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerden yararlaniimaktadir.

M. tuberculosis kompleks ve M. leprae i¢in esas ekolojik nis (yuva), insan ve
diger sicak kanli hayvanlardir (Metchock et al., 1999). MOTT dogada yaygin olarak
goriilmektedir. Birgok MOTT’in kaynagi; su, toprak, vahsi ve evcil hayvanlardir.
Insanlara siklikla inhalasyon, aspirasyon ve inokiilasyon yoluyla bulasirlar. Dis
ortamla temas halindeki viicut bdlgelerinde kolonize olabilir veya degisik klinik
tablolara yol acabilirler. Yavas tircyen MOTT, hem insanlarda hem de hayvanlarda
hastaliga neden olabilirler. Hizli iireyenler ise insanlarda nadiren enfeksiyona sebep
olurlar. Tim mikobakteriyel enfeksiyonlarin % 0,5-30’u MOTT’e bagli olup, bu
mikobakterilerin hastane enfeksiyonlarina da neden olduklar1 belirlenmistir. (Sani¢

ve Coban., 1999; Kiyan., 1999).

Klinik 6nemi olan tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin siniflandirilmas1 ve

yaptiklari hastaliklar Tablo 2.1° de verilmistir.
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Tablo 2.1. MOTT’in smiflandirilmasi ve en sik neden olduklar1 hastaliklar (Sani¢ ve

Coban., 1999).

TUR HASTALIKLAR

Grup I- Fotokromojenler

M. kansasii Akciger enfeksiyonu, lenfadenit

M. asiaticum Akciger enfeksiyonu

M. marinum Deri ve Yumasak doku enfeksiyonu
M. intermedium Akciger enfeksiyonu

Grup II-Skotokromojenler

M. szulgai Akciger enfeksiyonu, lenfadenit
M. scrofulaceum Lenfadenit, Akciger enfeksiyonu
M. interjectum Lenfadenit

M. gordonae, M. cooki, M. hiberniae Patojen degil

Grup III-Kromojen olmayanlar

Akciger enfeksiyonu, yaygin enfeksiyon,

M. avium complex lenfadenit

M. celatum Akciger enfeksiyonu, yaygin enfeksiyon,

M. haemophilum Bagisiklik sistpmi baskilanmis hastalarda
yaygin enfeksiyon

M. malmoense Akciger enfeksiyonu

M. shimoidei Akciger enfeksiyonu

M. simiae Akciger enfeksiyonu

M. ulcerans Kronik deri tlseri

M. xenopi Akciger enfeksiyonu

M. gastri, M. terrae complex

(M. nonchromogenicum, M. terrae, Patojen degil

M. triviale)

Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda

M. genavense - . . .
g deri enfeksiyonu, septik artrit

Grup IV-Hizh iireyenler

M. fortuitum complex (M. fortuitum subsp.
fortuitum, M. fortuitum subsp.

acctamidolyticum, M. fortuitum biovar 3. M. Patojen degil

peregrinum, M. abbscessus. M. chelonae)

M. flavescens, M. necaurum, M. smegmatis, M. . ..
Patojen degil

thermoresistible
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2.2.5. Cevre Kosullarina Dayanikhiliklar:

Mikobakterilerin olaganiistii hiicre duvar yapilar1 bu bakterilere digerlerinden
ayirt edici ozelliker kazandirmaktadir. Bu 6zellikler; asit ve alkali ortama direnc,
antibiyotiklere diren¢, dezenfektan, enzimler, serbest radikaller gibi toksik maddelere
direng, intraselliiler yagsam ve kronik enfeksiyon yapma, toplu kiimeler halinde kuru

koloniler olusturmalaridir (Koksal ve Yaman., 2003).

Cevre kosullarina dayanikliliklari, epidemiyolojik ve klinik bakimdan
onemlidir. Mikobakteriler kuruluga kars1 ¢ok direnclidirler. Ultraviyole isinlarina,
pastorizasyona, basingli buharla sterilizasyona duyarhidirlar. Dezenfektanlara, diger
sporsuz bakterilere oranla daha direncglidirler. Dezenfektanlardan; %70’lik alkole,
sodyum hipoklorite, %5 fenole, povidon-iyodin’e duyarhidirlar, ancak organik
maddeler i¢inde olmalar1 dezenfektanlarin etkilerini azaltir. 60 © C’de 15-20 dakikada
Olirler. Dogrudan etki eden giines 15181 ve ultraviyole 1sinlart mikobakterileri ¢abuk
oldiirtir. Dogrudan giines 15181 kiiltiir bakterilerini 2 saatte, balgamdaki basilleri
ancak 20-30 saatte Oldiiriir. Malasit yesili gibi boyalara diger bakterilere gére daha
direnglidir. Bu nedenle bu boyalar mikobakterilerin izole edilmesinde kullanilan

besiyerlerine eklenirler (Sani¢ ve Coban., 1999; Lefford., 1983).

2.3. Tiiberkiiloz Bakterilerinin Enfeksiyonlar:

Tiiberkiiloz basilleri insan viicuduna solunum, sindirim, deri ve konjunktiva
gibi ¢ok degisik yerlerden girebilmektedir. Fakat tiirberkiiloz siklikla solunum yolu
ile bulasir. Tiiberkiiloz enfeksiyonu, hemen hemen tiim olgularda icinde canh
tiiberkiiloz basili iceren ve havada asili halde bulunan yeterince kii¢lik damlaciklarin
(1-5 pm) solunum yoluyla alinmasi ile gergeklesir. Kaynak, genellikle balgam
yaymalart ARB pozitif olan akciger ve larenks tiiberkiilozlu hastalardir (Dunlap et
al., 2000). Bu hastalarin Oksiiriik, hapsirik ve konusmalar1 sirasinda havada asili
halde kalabilen damlacik c¢ekirdekleri olusur. Bir oksiiriik yaklasik 3000 enfeksiyoz
damlacik igermekte olup, yayma pozitif bir hastanin balgaminda ml’ de en az 5000-
10000 basil bulunmaktadir. Bulasma, enfeksiyoz damlacigin havada asili

kalabilecegi kapali mekanlarda olur (Lee et al., 1998; Hopewell and Bloom., 2000).
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Yetigkinler i¢in en Onemli risk faktorleri, havadaki enfeksiy6z damlacigin
konsantrasyonu ve bu havayi soluma siiresinin uzunlugudur (Harries and Maher.,
1996). Ayrica hasta kisinin tiiberkiiloz tedavisi altinda olmamasi da bulastiricilik
oranini etkilemektedir. Tedavi goren hastalarda basil sayisi logaritmik olarak
azalmakta ve 1-2 haftalik tedavi ile bulastiricihik riski sifira dek azalmaktadir

(Leitch., 2000).

Bulagma sonrasi enfeksiyon olusup olusmamasi veya hastalik meydana gelip
gelmemesi konagin direnci ile bakteriyel viriilans arasindaki dengeye baglidir

(Kiyan., 1999).

M. tuberculosis, zorunlu aerop bir bakteri oldugundan oksijenin bol oldugu
organ ve dokulara yerleserek hastalik olusturabilir. Tiiberkiiloz en ¢ok akcigerlerde,
sonra da plevra, meninks, periton gibi serdz zarlarda, bobrek, eklem, kemikler, lenf
bezleri, larenks, genital sistem, bagirsaklar ve diger organlarda da goriilebilir

(Kiyan., 1999).

2.3.1. Primer Tiberkiiloz

Primer enfeksiyon, tiiberkiiloz basili ile hi¢ karsilasmamis veya BCG ile
asilanmamus, tliberkiilin deri testi negatif olan kisilerde, bireyin ilk defa enfekte
olmasidir. Solunum yoluyla alinan basiller 2. ve 3. haftada akcigerde veya lenfo-
hematojen yayilim odaklarinda siirekli ¢cogalirlar ve graniilomlar olusur. Bagisiklik
yanitinin gii¢lii oldugu kisilerde lezyonlar iyilesir ve kalsifiye olur. Birkag¢ basil gizli
(dorman basil) kalabilir. Bu donemde klinik ve radyolojik bulgu yoktur. Tiiberkiilin
deri testinin pozitiflestigi bu siirece “primer enfeksiyon” denir (Kiligaslan., 2002;
Kocabas., 2002). Basisiklik yaniti basilin ¢ogalmasini durduracak kadar giiclii
degilse birka¢ ay icinde hastalik ilerler ve primer tliberkiiloz gelisir (Harries and
Mabher., 1996). Konagin savunma mekanizmasini yenen ve hayatta kalan basiller,
akciger parankiminde ¢ogalmaya baslar. Akcigerin periferinde, orta ve alt zonlarinda
yerlesen lezyona primer odak veya ghon odagi denir. Ghon odagi ve iligkili ayni
tarafta biiylimiis hiler lenf bezi ile birlikte “primer kompleks” veya “Ghon
kompleksi” olarak adlandirilir. Bu kompleks viicudun herhangi bir yerinde gelisebilir

fakat en ¢ok akcigerlerde goriiliir.
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Hastalarda oksiiriik, ates, istahsizlik, gece terlemesi gibi yakinmalar goriilebilir.
Radyolojik incelemelerde bulgular saptanir. Primer tiiberkiilozda; primer kompleksin
akciger ve lenf bezi unsurlar1 bazi komplikasyonlarin gelisimine neden olabilir

(Kocabas., 2002)

Tiirberkiilozun yaygin oldugu iilkelerde, tiiberkiiloz basili ile karsilasma ve
tiiberkiiloz daha ¢ok g¢ocukluk déneminde goriildiigii icin bu iilkelerde ve iilkemizde
primer tiiberkiiloz deyimi ¢ocukluk tiiberkiilozu olarak da adlandirilmistir (Kocabas.,
2002). Bir yas altindaki ¢ocuklarin %45-50’sinde, bir yas iistiindekilerin ise %85-
95’inde tesadiifen cekilen akciger grafileri ile tam1 konur. Bir c¢ocukta; balgam
yaymas1 pozitif olan aktif tiiberkiilozlu bir hasta ile temas hikayesi, PPD pozitifligi

ve akciger grafisindeki bulgular primer tiiberkiilozu diistindiirmelidir (Kiyan., 1999).

Miliyer Tiiberkiiloz: Primer kompleksten, kanla tiim vucuda yayilan basiller
akcigerlerde ve diger organlarda yerleserek sayisiz kiiclik tiiberkiiloz odaklari
olugturur. Daha ¢ok 0-4 yas arast ¢ocuklarda primer enfeksiyonun erken
komplikasyonu olarak ortaya ¢ikar. Miliyer tliberkiillozu birka¢ hafta i¢inde ortaya
cikabilen, tiiberkiiloz menenjit izleyebilir (Umut ve Yildirim., 2001; Kiyan., 1999).
Eriskinlerde kisinin direncinin az oldugu kosullarda, eski bir tiiberkiiloz lezyonunun
aktive olup, kana geg¢mesiyle de miliyer tiiberkiilloz ortaya c¢ikabilir. Miliyer
tiiberkiilozlu hastalarin %30’unda PPD negatiftir (Kilicaslan., 2002). Cesitli viicut
stvilarindan M. tuberculosis’i izole etmek miimkiindiir. Kemik iligi, karaciger, lenf
bezi, akciger gibi doku biyopsi orneklerinde, basilin gosterilmesi ve iiretilmesi

histopatolojik bulgularin saptanmasi tanida 6nemlidir (Aygen ve Doganay., 1996).

2.3.2. Sekonder Tiiberkiiloz (Yetiskin Tiiberkiilozu)

Hastalig1 saglam kisilere bulastirmaktan sorumlu oldugu i¢in, halk saglig
acisindan biiyiik 6nem tastyan, tiiberkiillozun en yaygin ve onemli klinik seklidir
(Kocabas., 2002). Primer enfeksiyon geciren ve tiiberkiilin deri testi pozitiflesen
kisilerde aylar veya yillarca sliren latent bir siirecin ardindan gelisen sekonder
tiiberkiiloz, primer lezyonun endojen reaktivasyonu veya egzojen reenfeksiyon

seklinde olusur. Gelismis iilkelerde orta ve ileri yas grubunda daha sik ortaya
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cikarken, gelismekte alan lilkelerde daha ¢ok geng¢ yaslarda goriilmektedir (Leitch.,
2000).

Endojen Reaktivasyon: Primer enfeksiyondan sonra aylar veya yillarca
dokularda canliligin1 siirdiiren basillerin (dorman basil) hayatin herhangi bir
doneminde hiicresel bagisiklik yanitta meydana gelen baski nedeniyle (stres,
beslenme yetersizligi, kemoterapi, AIDS vb.) aktif hale ge¢ip, ¢ogalmasiyla meydana
gelir. Boylece akciger dis1 organ tiiberkiilozuna ve akciger apeksinde kaviter akciger
tiiberkiilozu gelisimine neden olur. Endojen reaktivasyon primer komplekste (orta-alt
akciger zonlarindaki ilk akciger odaginda ve komsu lenf bezinde) degil, akciger

apekslerindeki hematojen yayilim odaklarinda gelismektedir.

Egzojen reenfeksiyon: Daha 6nce primer enfeksiyon gecirmis, PPD pozitif
olan kisiler, eger tiiberkiiloz basili ile yeniden karsilasirlarsa, mevcut hiicresel
bagisiklik sistemi bu basillerin alveollere yerlesmesini ve ¢ogalmasini onler. Fakat
bu koruma tam degildir. Tiiberkiiloz basilleri ile karsilasma yogunsa ve sik
tekrarlaniyorsa, basiller hava yolu ile geldikleri akciger apeksilerine yerlesebilirler.
Basiller burada cogalip, belli bir sayiya ulasinca immiin T lenfositler lezyon
bolgesine gelerek kazeifikasyon nekrozu olustururlar. Boylece basillerin biiytlik bir
kism1 yok edilir, az sayida basil dorman hale gecer ve bu sekilde canliliklarini
sirdiiriirler. Eger hiicresel bagisiklik zayiflarsa, bu basiller tekrar ¢ogalmaya

baslarlar (Kocabas., 2002; Sani¢ ve Coban., 1999).

2.3.3. Ekstrapulmoner (Akciger Dis1) Tiiberkiiloz

Akciger dist tiiberkiilozun klinik formlarina ekstrapulmoner tiiberkiiloz denir.
Tiim tiiberkiiloz olgularimin %80’ini akciger, %20’sini de akciger dis1 tiiberkiiloz

olusturmaktadir. (Rieder et al., 1999).

Akciger dis1 organ tliberkiilozu tanisi akciger tiiberkiilozuna gore daha zordur.
Enfeksiyon yavas ilerleyebilir veya yayilma sonucu akut olarak da ortaya ¢ikabilir.
Vakalarin hepsinde kesin taniya, biyopsi Orneklerinde ve uygun kiiltlirde
mikobakterilerin ~ gdsterilmesiyle  varilmalidir.  Ayrica  HIV ~ (Human

Immunodeficiency Viriis) enfeksiyonlu hastalarin, akciger disindaki organlarda
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tiiberkiiloza yatkin olmasi nedeniyle ve hastalardaki bulgular diger kisilerden farkl
oldugundan onemlidir. Yapilan caligmalara gore, diinyada HIV enfeksiyonundaki
artigla orantili olarak akciger disi tiiberkiilloz olgularinda da artis goriilmiistiir

(Iseman., 2002; Dunlap et al., 2000).

Plevra Tiiberkiilozu: Geng eriskinlerde gecirilmis tiiberkiiloz enfeksiyonunun
sekli olarak ortaya cikar. Radyolojik olarak belirtisi olmayan, plevranin altinda
yerlesimli tiiberkiiloz odaklarinin plevral araliga agilmasiyla olusur. Genellikle
plevral s1v1 toplanmasiyla kendini gosterir. Primer enfeksiyondan 3-6 ay sonra ortaya
c¢ikar. Olgularda dogrudan boyamada basilin gdsterilme oran diisiik olup, yarisindan
cogunda kiiltiir pozitifligi vardir. Biyopsi orneklerinde dogrudan basili gosterme
orani da yiiksektir (Niksarlioglu Ozgiin ve Coplii., 2003; Aygen., 2002; Dunlap et al.,
2000).

Perikard Tiiberkiilozu: Cogunlukla M. tuberculosis ile enfekte mediastinal
veya hiler lenf bezinin perikard araligina agilmasi sonucu geligir. Seyrek olarak
plevra tiiberkiilozu da perikarda yayilabilir (Kiligaslan., 2002; Aygen., 2002; Crofton
et al.,, 2002). Perikard tiiberkiilozunda eksiida niteliginde sivi olusur. Dogrudan
mikroskopla incelemede basil pozitifligi diisiikk oranda olup, kiiltiirde izolasyon orani
ise %50°dir. Tanida perikardiyal biyopsi drneginin histopatolojik ve mikrobiyolojik
olarak incelenmesi de 6nemlidir (Crofton et al., 2002; Aygen., 2002).

Kemik ve Eklem Tiiberkiilozu: M. tuberculosis’in, primer enfeksiyonu
sirasinda akcigerden hematojen yol ile veya nadiren yakin bir kaze6z lenf nodundan
lenfatik yolla kemiklere veya eklemlere ulagmasiyla ortaya ¢ikar. Enfeksiyon
herhangi bir kemikte veya eklemde ortaya ¢ikabilir. Biitiin kemik veya eklem
tiiberkiilozu olgulari, ilk enfeksiyonu izleyen 3 yil icerisinde gelisir. Fakat hastalik
primer enfeksiyondan ¢ok uzun siire sonra da ortaya g¢ikabilir. Apse, sinoviyal sivi,
sinoviyal biyopsi, kemik biyopsisi orneklerinde ARB bakilmasi ve kiiltiir ile tam

konur. PPD testi genellikle pozitiftir.

Omurga tiiberkiilozuna tiiberkiiloz spondilit veya Pott hastaligi adi verilir.
Periferik osteoartrikiiler tiiberkiilozda genellikle kalga ve diz eklemi gibi agir yiik

tagtyan eklemler tutulmakla beraber, diger eklemler de tutulabilir. Tiiberkiiloz
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osteomiyeliti, her kemikte goriilebilir. En sik tutulanlar; kostalar, kafatasi, parmaklar,
pelvis kemikleri ve uzun kemiklerdir (Kiligaslan., 2002; Yiice., 2004; Dunlap et al.,
2000).

Genito-iiriner Sistem Tiiberkiilozu: Bu grup i¢inde bobreklerin, tireterlerin
ve mesanenin iirolojik hastaliklari, kadinlarin diger genital yapilari, fallop tiipleri,
endometrium ve overleri, erkeklerde prostat, epididim, ve testisler yer alir. Genito
tiriner tiiberkiiloz yaslhlarda belirgin olarak daha sik goriilmektedir (Iseman., 2002).
Genitotiriner tiiberkulozlu olgularin %52-76’sinda aktif veya ge¢irilmis tiiberkiiloz
bulunur. Kesin tani; idrar, akinti, semen gibi Orneklerin kiiltiirlerinde basilin

gosterilmesi veya biyopsi drneginin patolojik incelenmesi ile konulur (Aslan., 2004).

Bobrek Tiiberkiilozu: Primer enfeksiyon bolgesinden basillerin  kanla
yayilmas1 sonucu olusur. ilk enfeksiyondan 5-15 yil sonra hastalik ge¢ olarak gelisir.
Hastalik bobregin dis kisminda (kortekste) baslar, yayildikca bobrek dokusu
harabiyetine sebep olur (Crofton et al., 2002). Bobrek tiirberkiilozu alt iiriner yapilari
(lireter ve mesaneyi) tutmak iizere yayilabilir. Erkeklerde goriilme orami 1,5 kat daha

fazladir.

Idrarda basil sayismin azligi ve saprofit mikobakterilerin yanlis pozitiflik
vermesi nedeniyle dogrudan mikroskobik inceleme tanida yardimecr degildir. Ug
sabah iist {iste alman idrarda M. tuberculosis igin kiiltiir pozitifligi %80-90dur. idrar
kiiltiirti negatif olan olgularda, alman bobrek biyopsi Orneginin sitolojik olarak

incelenmesi ve kiiltiir tetkiki yapilmasi ile tan1 konulabilmektedir (Aygen., 2002).

Erkek Genital Sistem Tiiberkiilozu: Tiiberkiiloz basilinin lenfohematojen
yolla yayilmas1 veya bobrekteki enfekte odaktan dogrudan yayilimi sonucu gelisir.
Prostat, vesikiila seminalis, epididim ve testisler tutulabilir. Muhtemel genital
tiiberkiilozu olan erkeklerde, histolojik ve kiiltiir ¢alismalari i¢in kitle lezyonlardan
biyopsi alinarak, slipheli olgular tiiberkiiloz yoniinden arastirilmalidir (Aygen., 2002;
Iseman., 2002).

Kadin  Genital Sistem Tiiberkiilozu: Hematojen yolla olusan

endosalpinksteki bir tiiberkiiloz odaginin diger genital organlara yayilim ile olusur,
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%901 lireme ¢aginda goriiliir. Fallop tiipleri %85, endometriyum %75 ve overler
%35 oraninda tutulurlar. Vajen ve vulvanin tutulumu nadirdir (Aslan., 2004; Umut
ve Yildirim., 2001; Aygen., 2002). Tanida, serviksten ve endometriyumdan yapilan
biyopsilerin, servikal yayma ve menstriiasyon kaninin histopatolojik ve

mikrobiyolojik incelenmesi gereklidir (Dunlap et al., 2000; Lee et al., 1998).

Gastrointestinal Sistem Tiiberkiilozu: Yaygin kaviter akciger tiiberkiilozlu
ve larinks tiiberkiilozlu hastalarda, enfekte balgamin yutulmasi veya kanla basillerin
yayilimi ile olusur. Basil, gastrointestinal kanalin her bolgesine yerlesebilir. En sik
ileum ve ileogekal bolgeyi tutmaktadir. Kolon, apendiks, jejunum, rektum,
duodenum, mide, 6zafagus ve farinkse de yerlesebilir. Agizda tiiberkiiloz nadir olup,
genelde dis etinde agr1 yapmayan lezyonlar seklindedir (Haas and Prez., 1995;
Aygen ve Doganay., 1996). Karacigerde, hepatik tiiberkiiloz goriilebilmektedir.
Tiiberkiiloz olgularinin %1°1 hepatik tiiberkiilozludur. Dalak tutulumu nadirdir (Bilir

ve ark., 2000).

Tani i¢in radyolojik inceleme yapilmali, agiz, farinks ve anal bolgedeki
lezyonlarin biyopsi orneklerinin ve endoskobi incelemesi ile alinan biyopsi
Orneginin, histopatolojik ve mikrobiyolojik analizinin yapilmasi gereklidir (Aygen.,

2002; Haas and Prez., 1995).

Periton Tiiberkiilozu: Hastalik cogunlukla peritondaki latent tiiberkiiloz
odagmin reaktivasyonuyla ortaya c¢ikar veya aktif pulmoner veya miliyer
tiiberkiillozun kanla yayilimiyla veya komsu organlardan dogrudan yayilimi ile
gerceklesir (Bektas., 2003). Periton sivisinda basil pozitifligi nadir olup, kiiltiirden
%25 oraninda basil izole edilebilmektedir. Periton sivisinda adenozin deaminaz
aktivitesinin ve interferon gamma (IFNy) diizeyinin artmasi tanida 6énemlidir. Tan1

konamayan olgularda biyopsi yapilmalidir (Aygen., 2002; Haas and Prez., 1995).

Lenf Bezi Tiiberkiilozu: En sik goriilen akciger dis1 tiiberkiiloz sekillerinden
biridir. Primer enfeksiyon sirasinda lenfatik yayilimla ve kan yolu ile M.
tuberculosis’in lenf bezlerini tutmasiyla olusur (Umut ve Yildirim., 2001). Geng

eriskinlerde sik goriiliir. Tamida, tutulan lenf bezinden aliman biyopsi O6rneginin
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mikrobiyolojik ve potolojik incelemelerinin yapilmasi gerekir. Tani, mutlak olarak

sadece mikrobun kiiltiirde taminlanmasi ile konur (Aygen., 2002; Iseman., 2002).

Deri Tiiberkiilozlari: Deri tiiberkilozlarinin tim deri hastaliklar1 arasinda
goriilme siklig1 %0,3 tiir. Fakat son yillarda HIV enfeksiyonunun yayginlagmasi ile

birlikte deri tiiberkiilozu sikliginda artig saptanmustir.

Sekonder deri tiiberkiilozlarindan Lupus vulgaris, viicuttaki tliberkiiloz
odagindan basilin kanla veya lenfle deriye gecmesiyle olusur. Deri tliberkiilozunun

en sik goriilen seklidir (Aydin., 2003).

Basilin deriye girisi genellikle agik deri alanlarindan 6zellikle yiiz ve ekstre-
mitelerde goriiliir. Siyrik, ¢izik, yaralanmalar, bocek 1sirmalar1 basil i¢in giris kapist
olusturabilir. Ayrica siinnet, yeterli sterilizasyon yapilmamis enjeksiyonlar, kulak
delme vb. uygulamalarla da basil deriye girebilir. Ilk goriilen lezyon kiigiik bir
papiildiir. Sonrasinda agrisiz {ilser (tiiberkiiloz sankr1) gelisir. Tanida basilin

gosterilmesi ve iiretilmesi esastir (Kundakei ve Tagpinar., 1996).

Merkezi Sinir Sistemi Tiiberkiilozu: Primer tiiberkiilozun bir komplikasyonu
olarak gelisir, ileri yaglarda ise primer tiiberkiilozun kanla yayilimi ile merkezi sinir
sistemine yerlesen basillerin aktivasyonu ile veya miliyer tiiberkiilozlu hastalarda

kanla yayilmastyla geligir. Sakatlik riski en yiiksek olan tiiberkiiloz seklidir.

Tiberkiiloz menenjit, tiiberkiillozun en agir seklidir. Kesin tani, BOS (beyin
omurilik sivisi)’da tiiberkiiloz basilinin gosterilmesi ve {iretilmesi ile konur.
Dogrudan muayenede basilin bulunmasit zor olup, kiiltiirde {iiremesi zaman
aldigindan PCR (polimeraz zincir reaksiyonu), BOS’da basil saptamasi i¢in duyarli

bir yontemdir (Umut ve Yildirim., 2001).

Tiiberkiiloz menenjitinin erken tanisinda BOS’da adenozin deaminaz
aktivitesinin yiikselmesinin gosterilmesi, lateks aglutinasyonu veya ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) ile mikobakteriyel antijenlerin gosterilmesi de

onemlidir (Kundakg1 ve Tasgpinar., 1996; Haas and Prez., 1995).
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Kafa igi tiiberkiilozunda santral sinir sistemine yerlesmis tiiberkiilomlarin
yarattiZ1 klinik bulgular tiimdre benzer. Olgularin % 25’inde baska organda
tiiberkiiloz bulunmaktadir. Genellike BOS normal olup, kesin tan1 biyopsi ile konur

(Dunlap et al., 2000).

Diger Organ Tiiberkiilozlari: Tiiberkiiloz; larinks, tonsil, yumusak damak,
dil, orta kulak, géz, meme, adrenal bez gibi organlarda da goriilebilmektedir (Aygen.,

2002).

2.4. Tam Yontemleri

Tiiberkiiloz hastalarinin erken tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun
korunmasinda Onemlidir. Tiberkiiloz tanisinda, klinik belirtiler ve bulgular,
radyolojik degerlendirime, tiiberkiilin deri testi sonucunun degerlendirilmesi
onemlidir. Fakat tiiberkiilozun tanisinda altin standart, M. tuberculosis basilini klinik
orneklerde bulmak ve kiiltiirde iiretmektir. Son yillarda tiiberkiiloz tanisinda
molekiiler ve serolojik yontemler gelistirilmekte ve kullanilmaktadir. Doku biyopsi
orneklerinin incelenmesi tiiberkiiloz tanisinda kullanilan diger bir yontem olup,
tilberkiiloz tanisi i¢in anlamlidir. Tanida, mikroskobik incelemeler sonucunda
hastalar “yayma pozitif” ya da “yayma negatif” olarak ayrilir ve tedaviye baslanilir.
Tiiberkiilozun hasta kisiden saglam kisiye solunum yolu ile bulasip, tek bir basilin
bile akcigere girmesiyle enfeksiyon olusturabilecegi goz oniine alindiginda, hastalara
miimkiin oldugu kadar hizli tam1 konmasi ve tedaviye baslanmasi son derece

onemlidir (Iseman., 2002; Catanzaro et al., 1997).

Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda hem laboratuvar calisanlarini, hem de
diger personeli korumak amaciyla, laboratuvarin tasarim, diizenleme ve ekipmanina
O0zen  gosterilerek, laboratuvarlarda ~ Onlemlerin ~ alinmasi1  zorunludur
(WHO/TB/98.258., 1998). Kiiltiir ve ilag duyarliligt yapilan laboratuvarlarda,
aerosollerin kontrolii ve diger mikobakteriyel kontaminantlardan korunmak i¢in Siif
IT biyolojik emniyet kabinleri kullanilmalidir, calismalar negatif hava ¢ekimi altinda
yapilmaldir. Yiksek hizli santrifiijler kullanilarak aerosollesme Onlenmelidir.

Calisma alanlar1 yeterli miktarda 1s1ma ve dezenfeksiyon saglayan, ultraviyole
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lambalar1 ile desteklenmelidir. Kisisel korunma ekipmanlar1t (0,5-1 pm
biiyiikliigiindeki partikiiller i¢in %90°dan fazla koruyucu 6zellikte maskeler, onliik,
eldiven, kep vb.) kullanilmalidir (Metchock et al., 1999; Richmond and McKinney.,
1999).

Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin, tiiberkiilozun tan1 ve tedavisindeki
rolleri, mikobakterilerin klinik Orneklerde saptanarak izole edilmesi, mikobakteri
tiirlerinin saptanmasi ve iretilen basilin tiiberkiiloz ilaglarina karsi duyarliliginin
saptanmasidir. Bunun i¢in, 6rnegin uygun sekilde alinarak laboratuvara taginmasi,
gonderilen  Ornegin  islenmesi  (dekontaminasyon ve  yogunlastirilmasi),
yogunlastirilan 6rnekten yayma yapilarak mikroskobik inceleme yapilmasi, kiiltiir
yapilarak basilin izole edilmesi, iiretilen basilin tiirliniin saptanmasi ve son olarak

duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekmektedir (Kocabas., 2002)

2.4.1. Klinik Orneklerin Alinma ve Laboratuvara Gonderilme

Kosullar:

Tanida kullanilacak klinik 6rnekler antimikrobiyal tedaviye baslanmadan 6nce
almmalidir (Metchock et al., 1999). Akciger ve akciger dis1 tiiberkiiloz tanisi i¢in
almacak klinik Ornekler, steril veya kontamine bdlgelerden alinabilir.
Kontaminasyonu en aza indirmek i¢in ornekler olabildigince aseptik kosullarda ve
yeterli miktarda alinmalidir. Klinik 6rnekler temiz, steril, tek kullanimlik, sizdirmaz,
dayanikli kaplara alinmalidir. Kap i¢ine mikobakterilerin canliligini etkileyebilecek
kimyasal madde ve dezenfektan konulmamalidir. Ornek kabinin iizerine hasta ad,
ornek tipi ve alindigi tarih yazilmalidir (Metchock et al., 1999; Dunlap et al., 2000;
Oztiirk., 2003). Klinik drnekler en kisa siirede laboratuvara ulastiriimalidir. Aksi
taktirde Ornegin Ozelligine bagh olarak 2-8 °C’ de bir geceyi agmayacak sekilde
saklanmalidir (Metchock et al., 1999). Siirlintii 6rnekleri kisith 6rnek sagladiklar: ve
mikobakterilere hidrofobik 6zellik sagladiklari i¢in silgegten besiyerine aktarilmalari
glictiir. Bagka bir sekilde hastadan 6rnek alinamiyorsa tastyict besiyerine konularak
kabul edilebilir. Uygun kapta gelmeyen, 24 saat biriktirilmis, dondurulmus 6rnekler
calismaya alinmamalidir (Oztiirk., 2003).
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Balgam ve Diger Solunum Yolu Sekresyonlari: Tiiberkiiloz tanisi i¢in gelen
solunum yolu Ornekleri; balgam, uyarilmis balgam, aghik mide sivisi, BAL
(bronkoalveolar lavaj), transtrakeal aspirasyon, bronsiyal fircalama ve laringeal

surintu ornekleridir.

Balgam; akciger tiiberkiilozunun teshisinde en onemli klinik Orneklerden
birisidir. Bronglarin ve trakeanin {iriinii olup, bogaz florasindaki mikobakteri
disindaki bakterileri de igerdiginden kontamine bir drnektir (Ozkara ve ark., 2003;
Bannister et al., 1996). Hastadan birbirini izleyen 3 giin, 5-10 ml tiikiiriik icermeyen
balgam; steril, kirilmaz, seffaf olmayan bir kap i¢ine, hasta ila¢ almadan veya yemek
yemeden Once, agzini suyla calkaladiktan sonra alinir. Tercihen sabah ¢ikarilan ilk
balgam alinmalidir. Tedavi goren hastalarda, tedaviye baslandiktan 3 hafta sonra
birer haftalik aralarla balgam 6rnekleri alinmalidir (Metchock et al., 1999). Balgam,
6zel korunakli bir odada veya agik havada ¢ikartilmalidir. Kontaminasyon orani fazla
olacagindan 24 saatlik biriktirilmis balgam 6rnegi ve tiikiiriik kabul edilmemelidir
(Koneman et al., 1997). Balgam ¢ikaramayan hastalardan, uyarilmis balgam 6rnegi
alinabilir. Uyarilmis balgam 6rneginin alinmasinda; steril, 1lik, aerosolize hipertonik
tuzlu su (%3-15 NaCl) hastaya nebiilizator yardimi ile solutulur ve kuvvetli bir
oksiiriik ile hastamin sulu balgami alinir. Incelenecek balgam &rnegi en az 10 ml

olmalidir (Dunlap et al., 2000; Baron et al., 1994).

Eger balgam alinamiyorsa bronkoskopi yapilmasi da uygun goriilmektedir.
BAL, bronsiyal yikama 6rnekleri, transbronsiyal aspiratlar ve bronsiyal fir¢galamalar
tan1 koyma sansini arttirmaktadir. BAL, en az 5 ml olacak sekilde steril kaplara
alinir. Bronkoskobide, kullanilan bronkoskobun fiziksel temizligi ve kimyasal
sterilizasyonuna dikkat edilmeli ve musluk suyu ile kontaminasyonu elgellenmelidir

(Metchock et al., 1999; Dunlap et al., 2000).

Achk Mide Sivisi: Bebekler, cocuklar ve koma halindeki balgam ¢ikaramayan
hastalardan, baska yontemlerle 6rnek alinamiyorsa aglik mide sivisi alinabilir. En az
5-10 ml ornek, birbirini takip eden 3 giin boyunca streril kap veya siselere
alimmalidir. Hastanin uykuda iken yuttugu balgami alabilmek icin, sabah hasta acken
mide lavaj1 yapilmalidir. Ornek aliir alinmaz veya en geg 4 saat icinde mide sivisina

100 mg sodyum korbonat eklenerek nétral pH’a ayarlanmalidir. Nétralize edilmemis
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orneklerde asit pH mikobakterilere zarar vereceginden isleme tabi tutulmamalidir.
Aclik mide sivisi, midede besinlerle alinan saprofit mikobakterileri de
icerebileceginden, bu Orneklerden yapilan yaymalar yanlis pozitif sonuglar
verebilmektedir (Metchock et al., 1999). Bu nedenle uyarilmig balgam, aclik mide
stvisina tercih edilebilmektedir. Ancak uyarilmis balgam alimini takiben yarim saat
icinde alman aclik mide sivisinin beraber degerlendirilmesinin daha dogru sonuglar

verdigi bildirilmektedir (Oztiirk., 2003).

Larenks Siiriintiisii: Diger yontemlerle ©6rnek alinma sansi olmayan
cocuklarda ve balgam c¢ikaramayan ve yutan hastalarda larenks siiriintiisii alinir.
Steril kap icinde yaklasitk 1 ml serum fizyolojik c¢ozeltisi icinde laboratuvara

gonderilir.

Ekstrapulmoner (Akciger dis1) Ornekler:

Idrar: Gece boyu mesanede biriken en az 40 ml idrar tercih edilir. Dis iiro-
genital bolge temizlendikten sonra, sabah alinan orta akim idrar1 hemen laboratuvara
ulagtirilmalidir. 24 saatlik biriktirilmis idrarlar, kontaminasyon riskini arttirdig1 i¢in

calisilmamalidir (Metchock et al., 1999; Baron et al., 1994; Oztiirk., 2003).

Steril Viicut Sivilar1 (BOS, Plevra, Perikard, Periton Sivilari): Klinik
ornekler aseptik kosullarda aspirasyonla veya cerrahi yontemlerle alinir. Ornekler az
sayida mikobakteri icerdigi i¢in miimkiin oldugunca fazla miktarda alinarak,
mikobakterilerin  kiiltiirde {iretilme sansi arttirilir (Metchock et al.,, 1999).
Orneklerden pihtilasma &zelligi olanlara steril %20°lik sodyum sitrat veya oksalat
eriyiginden birka¢ damla damlatilir veya toplama kabina antikoagiilan olarak sodyum
poliyanetol siilfonat veya heparin eklenebilir. Alinacak Ornekler en az 10-15 ml
olmalidir. Steril klinik 6rnekler, santrifiij edilerek ¢okeltiden preparat hazirlanir ve

kiiltiire ekilir (Oztiirk., 2003; Ozkara ve ark., 2003; Bilgehan., 2002).

BOS: Aseptik sartlarda, en az 2 ml olacak sekilde alinmalidir. Genelde basil
miktar1 az oldugundan, santrifiijlenerek cokeltiden ekim yapilir, daha sonra yayma

yapilir. Bazen oda sicakliginda 1 giin bekletilen BOS’da fibrin ag1 olusur. Basillerin
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fibrin aginda goriilme olasilig1 daha fazladir (Kiyan., 1999; Baron et al., 1994;
Oztiirk., 2003).

Dokular (Lenf Nodu, Deri, Diger Biyopsi Ornekleri): Aseptik sartlarda en
az 1 g doku pargasi, fiksatif veya koruyucu icermeyen steril kaplara alinarak
laboratuvara gonderilmelidir. Alinan 6rnek tuzlu suya veya baska bir siviya
konulmamali, gazli beze sarilmamali ve formalin iginde gonderilen Ornekler
calisilmamalidir. Dokular 6zel olarak ezildikten sonra isleme alinmalidir. Kontamine
bolgelerden alman &rneklere dekontaminasyon islemi uygulanmalidir. (Ozkara ve

ark., 2003; Dunlap et al., 2000; Metchock et al., 1999; Oztiirk., 2003).

Abse Ornekleri, Aspirasyon Sivilari, Deri Lezyonu ve Yaralar: Cilt
temizligi yapilarak ornek alinmalidir. Miimkiin oldugunca ¢ok miktarda 6rnek,
enjektorle aspire edilmelidir. Siiriintii 6rnekleri alindiginda, tasiyici besiyerine
konularak laboratuvara gonderilmeli ve kurumus siiriintii 6rnekleri ¢alisitlmamalidir

(Oztiirk., 2003).

Kan: Ogzellikle AIDS’li bagsiklik sistemi  baskilanmis  olgularda,
mikobakterilerin izole edilmesi amaciyla, kiiltiir i¢in kan alinmalidir. Genellikle
yaygin mikobakteri enfeksiyonlari Mycobacterium avium compleks (MAC)’e
baghdir. Kan 6rnegi alinmadan 6nce, kanin alinacagi bolge dezenfekte edilmelidir.
Mikobakteriyel kan kiiltiirleri i¢in radyometrik BACTEC 13 A kan kiiltiir siseleri
(Becton-Dickinson) veya “isolator lysis centrifugation system (Wompole lab.)
kullanimindan iyi sonug¢ alinmaktadir. Alinan kan 6rnegi dogrudan hasta basinda 10
ml “isolator” tiipline veya Bactec 13 A sisesine 5 ml konulabilir. “Isolator” tiipler,
hiicreleri eritip, intraselliiler mikobakterinin salinimini saglayan saponin ihtiva
ederler. Bactec 13 A siseleri de antikoagiilan madde olarak sodyum poliyanetol
stilfonat veya heparin igerirler. Eger bu islem yapilamayacaksa 10 ml kan, sodyum
poliyanetol siilfonat veya heparin igeren steril tiiplere almir ve karistirilir ve
laboratuvara gonderilir. EDTA (etilendiamin tetra asetik asit)’li veya koagiile olmus
kan ekim i¢in kullanilmamalidir (Baron et al., 1994; Metchock et al., 1999).
Ortalama 23-25 giin i¢inde mikobakteriler kandan izole edilebilmektedir (MAC igin
22-65, M. tuberculosis i¢in 33-35 giin) (Esteban et al., 1998).
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Diski: AIDS’li olgularda bagirsaklarda bulunan mikobakteri sayisinin yiiksek
olmas1 nedeniyle diski 6rnegi, dogrudan inceleme ve kiiltiir amaciyla kullanilabilir
(Sani¢ ve Coban., 1999). En az 1 g diski 6rnegi, steril tek kullanimlik kaplara
alarak, en az 2 saat i¢inde laboratuvara gonderilir. Aside direngli bakteri bulmak
i¢cin digki kiiltiirtiniin klinik faydasi tartismalidir. Zira, digskida saprofit mikobakteriler
her zaman bulunabilir. Bu nedenle yaymada ¢ok miktarda aside direngli basil

goriildiigiinde kiiltiir yapilmalidir (Kiyan., 1999; Metchock et al., 1999).

2.4.2. Mikroskobik inceleme

2.4.2.1. Mikroskobik Inceleme i¢in Yayma Yapilmasi

Makroskobik inceleme ile klinik &rneklerin irinli ve kanli kisimlart tespit

edilerek, bu bolgelerden yaymalar hazirlanmalidir (Kiyan., 1999).

Kirillma, boyamada basarisizlik veya az sayida basil iceren pozitiflikleri
dogrulamak i¢in her Ornekten birka¢ yayma yapilmast Onerilmektedir. Hig
kullanilmams, iizerinde cizikler olmayan lam alimir ve {izeri hasta bilgisi ile
etiketlenir. Kenar1 asindirilmig (rodajli) lam kullanilirsa, kursun kalemle de hasta

numarasi yazilabilir. Lamlar kullanilmadan 6nce etanole daldirilarak temizlenebilir.

Konsantre orneklerde (idrar, plevra sivisi, BOS), steril viicut doku ve
stvilarindan hazirlanan preparatlarda, tek bir basilin bile goriilmesi anlamlidir. Bu
nedenle orneklerde bakteri sayisi fazla olmadigindan 3000 devirde 15 dakika
santrifiij edilerek, sedimentten 6ze ile veya steril pipetle yayma yapilir. Konsantre
olmayan Orneklerde; iltihapl, kanli veya nekrotik bdlgeden 6rnek alinir. Balgam

orneklerinde 6ze ile iltihapli kisimlar1 alinmaya c¢alisilir.

Ornekler, lam iizerine dairesel olarak yayilir. Lam {izerine birden fazla yayma
yapilmaz. Balgam orneklerinin yaymasi yapilirken ne ¢ok ince, ne de ¢ok kalin
olmalidir. Yayma sirasinda, 6ze ile fazla bastirilmamali ve enfekte 6rnegin ¢evreye
sicramasina engel olunmalidir. Sonrasinda 6ze iyice alevden gegcirilir, pipetler

dezenfektan iceren kaba atilir. Her 6rnek i¢in yeni bir pipet kullanilir.
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Yayma, biyolojik giivenlik kabinlerinde havada kurutulur ve lama tespit edilir.
Elektrikli lam 1siticisinda (65-70°C) en az 2 saat tespit edilir veya bek’in mavi
alevinden fazla 1sitilmadan, ¢ok hizli veya yavas olmayacak sekilde 3 veya 4 kez
alevden gecirilir. Lamlar saf metanol ile kaplanip, 1 dakika bekletilerek de tespit
edilebilir. Lamlar 1s1 ile tespit edilirken tiim mikobakteriler 6lmeyebilir. Bu nedenle
lamlar, dikkatli tutulmali ve inceleme bittikten sonra biyolojik tehlike isareti tastyan

atik ¢opiine atilmalidir.

BOS’dan yayma yapilirken, BOS sedimenti vortekslendikten sonra, lamin
ortasina steril pastor pipeti veya Oze ile bir damla yerlestirilir. Damla havada
kuruduktan sonra islem 2 kez daha yapilir. Her defasinda yeni damla dogrudan
onceki damlanin tizerine damlatilmalidir. Havada kurutulduktan sonra lamlar tespit

edilir (Ozkara ve ark., 2003; Sarigiizel., 2003).

2.4.2.2. Aside Direnc¢li Boyama Yontemleri

Aside direngli bayama; lipitten zengin olan hidrofobik karakterdeki
mikobakteri hiicre duvarinin, primer boya ile boyanip, renk giderici asit-alkolle

muamelesinden sonra, boyay1 vermemesi esasina dayanir (Sarigiizel., 2003).

Tiiberkiiloz tanisinda ilk basamak klinik 6rneklerden hazirlanan yaymalarin,
aside direngli boyama teknigi kullanilarak boyanip, mikroskopta incelenmesidir
(Dunlap et al., 2000). Mikroskopta incelemenin iki 6nemli sinirlamasi vardir. Bunlar,
duyarliligin nispeten az olmasit ve 0zgiil olmayisidir. Dogrudan mikroskobik
incelemede aside direncli basillerin goriilebilmesi i¢in, 6rnegin mililitresinde en az
5x10° — 1x10” basil olmasi gerekirken, kiiltiirde pozitiflik yakalamak igin 6rnegin
mililitresinde en az 10-100 basil olmalidir. Bu nedenle dogrudan inceleme, kiiltiirden

daha az duyarl bir yontemdir (Metchock et al., 1999; Dunlap et al., 2000).

Mikobakteriler icin 2 turli aside direncli boyama yontemi vardir;

a) Isik mikroskobu kullanilan Karbol Fuksin yontemi (Ziehl Neelsen ve Kinyoun

boyama): Aside direncli organizmalar kirmizi renkte goriiliirler.
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b) Floresan mikroskobu kullanilan Auramine-rhodamine floresan boyama (Auramine

O ve Auramine-rhodamine) (Dunlap et al., 2000).

a) Karbol Fuksin Yontemi:

a.1) Ziehl-Neelsen (Sicak Karbolfuksin) Boyama Yontemi:

Cozeltilerin hazirlamsi;

Karbol Fuksin: 3 g bazik fuksin, %90-95’lik 10 ml etanolde ¢oziiliir, tizerine 90 ml
%511k fenol c¢ozeltisi eklenir (%5°lik fenol: 100 ml distile suda, 5 g fenol kristalleri
¢Oziiliir).

Asit-Alkol: 97 ml %90-95’lik etonol’{in {izerine 3 ml HCI yavasca eklenir.

Metilen Mavisi: 0,3 g metilen mavisi, 100 ml distile suda ¢oziiliir (Koneman et al.,

1997).

Yontemin uygulanisi;

1) Tespit edilen lam, Ziehl-Neelsen karbolfuksin boyasi ile kaplanir.

2) Bir bek, elektrikli boyama rafi veya bir metal ¢cubuk ucuna sarili, etil alkole
batirilip yakilmis pamukla lam alttan yavasca 1sitilir. Diisiik 1s1yla veya aralikli 1s1
kullanilirak 3-5 dakika siireyle buharlagma goriiliinceye kadar devam edilir. Burada
dikkat edilecek nokta; boyanin kaynatilmamasi ve preparatin kurumamasidir. Eger
boya azalirsa tekrar ilave edilmelidir. Lam 5 dakika sogumaya birakilir.

3) Distile su ile lam yikanir.

4) %3’lik asit alkolle, lamdan artik renk akmayincaya kadar yaymaya renk giderme
islemi uygulanir.

5) Distile su ile lam yikanir.

6) Zit boya metilen mavisi ile 20-30 saniye boyanur.

7) Distile su ile yikanir ve kurutma sehpasina dik olarak dizilerek kurumaya birakilir.
Yayma, 100’liik immersiyon objektifi ile incelenir. A¢ik mavi zemin iizerinde
kirmizi mikobakteriler goriiliir (Bkz. Sekil 2.1) (Sani¢ ve Coban., 1999; Sarigiizel.,
2003).

a.2) Kinyoun Soguk Boyama Yontemi:

Cozeltilerin hazirlamsi;
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Kinyoun Karbolfuksin: 20 ml. %90-95’lik etanolde, 4 g bazik fuksin ¢oziiliir ve
tizerine 100ml %9’luk fenol eklenir (%9’luk fenol: 9 g fenol, 100 ml distile suda
¢Oziliir).

%3’liik Asit-Alkol: 97 ml %90-95’lik etanoliin lizerine 3 ml HCI yavasca eklenir.

Metilen mavisi: 0,3 g metilen mavisi, 100 ml distile suda ¢oziiliir.

Yontemin uygulanisi;

1) Tespit edilen lam, Kinyoun karbolfuksin ile kaplanir. 5 dakika bekletilir ve distile
su ile yikanir.

2) Lam, %3’liik asit-alkolle kaplanir ve sivi, lamdan renksiz akincaya kadar
renksizlestirilir. Lam, distile su ile yikanir. Fazla su lamdan akitilir.

3) Lam, z1t boya metilen mavisi ile kaplanir. 20-30 saniye bekletilir.

4) Lam, distile su ile yikanir. Fazla su lamdan akitilir.

5) Yayma havada kurutulur.

Yayma, 100’liikk immersiyon objektifi ile incelenir. Mikobakteriler kirmizi, zemin ise

actk mavi goriiliir (Sani¢ ve Coban., 1999; Sarigiizel., 2003; Koneman et al., 1997)

b) Auramin Florokrom Bovama Yontemi:

Cozeltilerin hazirlanisi;

Fenolik Auramin: 10 ml %90-95’lik etanolde, 0,1 g auramin O ¢dziiliir. Uzerine 87
ml distile suda 3 g fenoliin ¢oziildiigli ¢ozelti eklenir ve kahverengi siselerde
saklanir.

Asit-Alkol: 100 ml %70’lik alkol iizerine, 0,5 ml konsantre HCI eklenir.

Potasyum Permanganat: 0,5 g potasyum permanganat 100 ml distile suda ¢oziiliir.

Yontemin uygulanisi;

1) Tespit edilen lam fenolik auramin ile kaplanir ve 15 dakika beklenir.

2) Lam distile su ile yikanir.

3) Asit-alkolle 2 dakika dekolorize edilir. Distile su ile yikanir.

4) Potasyum permanganat eklenir ve 2 dakika bekletilir (4 dakikay1 gegmemelidir) ve
distile su ile lam yikanir ve lam havada kurutulur. 25x objektifi ile floresan
mikroskobunda incelenir. Mikobakteriler sar1, portakal renkte, zemin ise siyah olarak

boyanir (Koneman et al., 1997).
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Lam {izerinde toz, kristal, elyaf veya c¢izik bulunmasi, kalin yayilmis
preparatlarda renk giderme isleminin kisa siireli yapilmasi, ince yayilmis
preparatlarin uzun siire asit-alkol karisiminda birakilmasi, immersiyon objektifi ve
sedir (immersiyon) yagmin basil ile kontaminasyonu gibi yalanci pozitiflik ve
negatiflife neden olabilecek hatalardan kaginilmalidir (Kiyan., 1999). Uygun
dekolorizasyonu engelleyip, zit boya ile aside direncli basilin varligim
saklayabileceginden, kalin yayma yapilmamalidir. Ayrica kalin yayma, pul pul
dokiilerek, Ornegin kaybina ve Ornegin diger lamlara tasinmasina neden

olabilmektedir.

Potasyum permanganat ile zit boyama esnasinda, zaman 6nemli olup, daha
uzun siireyle zit boyama floresan veren basilin, floresans verme o6zelligini
kaybettirebilmektedir. Ayrica, floresansin solmasini 6nlemek i¢in, boyali preparat 24

saat icinde incelenmeyecekse, florokrom boyama yapilmamalidir.

Aside direngli basil yaklagik 1-10 pm uzunlugunda ve tipik olarak ince, gubuk
seklinde goriiliir. Bakteri, boncuk dizisi olusturan aralikli boyanma bdolgeleri
gosterebilir. M. tuberculosis disinda bazi mikobakteriler pleomorfik olarak
goriilebilir (uzun veya kokoid formda). Yaymalarda aside direngli boyanan
artefaktlar olabileceginden, mikobakterilerin bunlardan iyi ayirt edilmesi gerekir
(Sanigiizel., 2003). Ayrica aside direngli boyama yontemleri M. tuberculosis’e 6zgiil
olmayip, bunun disinda dogada yaygin olarak bulunan potansiyel patojen veya
saprofit mikobakteriler ve baz1 Nocardia tiirleri, Legionella micdadei, Rhodococcus
tirleri, Cryptosporidium kistleri, Cyclospora kistleri, Isospora ve Microsporidia
kistleri de belirli derecelerde aside direngli olarak boyanabilmektedir (Metchock et

al., 1999).

Tiiberkiiloz hastalarinda basil salinimi diizensizdir. Bu nedenle hastadan alinan
orneklerden farkli zamanlarda hazirlanan preparatlarin biri ARB yoniinden pozitif,
digeri negatif olabilir. Tedavi goren hastalarin yaymalarinda basil goriildiigii halde,
kiiltiirlerinde iireme olmayabilir (Kiyan., 1999). Ayrica laboratuvar hatalari,
orneklerin uzun siire dekontamine edilmesi, kisa inkiibasyon sartlari, yaymalarin

capraz kontaminasyonu, yayma hazirlarken ¢esme suyu kullanilmasi gibi durumlarda
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yayma pozitif, kiiltiir negatif sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir (Metchock et al., 1999;
Dunlap et al., 2000).

Mikroskobik inceleme ile yeni olgularin saptanmasi, tedaviye verilen yanitin
izlenmesi, ilaca direngli olgularin ortaya konmasi ve hastaneden taburcu etme gibi
bircok konuda degerli ipuclar1 elde edilir. Tedavi ile dnce kiiltiir, sonra yayma
negatiflesir. Tadaviye ragmen balgam yaymasindaki bakteri sayisinda azalma
olmamas ilag direncini diigiindiiriir. Bundan dolay1r yaymalar dikkatli bir sekilde
incelenmelidir. Yaymay1 negatif olarak rapor etmeden once, karbol fuksin boyama
yontemi ile boyanmis her yaymada en az 300 alan, florokrom boyama ile boyanmis

yaymalarda ise en az 30 alan incelenmesi gereklidir.

Dogrudan boyali yaymalarda goriilen basil sayisinin degerlendirilmesi ve rapor
edilmesi “Centers for Disease Control (CDC)” kriterlerine gére Tablo 2.2° de

verilmigtir.

Tablo 2.2. Dogrudan boyali yaymalarin degerlendirilmesi ve rapor edilmesi

(Sarigiizel., 2003; Kiyan., 1999; Koneman et al., 1997).

Aside Direncli Basil Sayis1 / Mikroskop alani

Karbol-Fuksin | Florokrom Florokrom
Sonug¢

Boyama (1000x) | Boyama (250x) Boyama (450x)
ARB goriilmedi. Negatif Negatif Negatif
Siipheli (Yeni 6rnek ile

1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/ 70 alan

tekrar edilmeli)
+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
++ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
+++ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/ 1 alan
++++ >9/1 alan >90/1 alan >36/ 1 alan

Ozellikle balgaminda ARB gésterilemeyen hastalarda radyografi tiiberkiiloz

tanisinda 6nemlidir (Luelmo., 2004).
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Yaygin kullanilirlig1, diisiik maliyeti ve 6nemli tanisal yarar1 nedeniyle, balgam
yaymasinin mikroskobik incelemesi, akciger tiiberkiilozu tanisinda en Onemli

inceleme yontemidir (Kocabas., 2002).

2.4.3. Homojenizasyon ve Dekontaminasyon Yontemleri

Mikobakterilerin arastirilmasi amaciyla laboratuvara gonderilen bir¢ok klinik
ornek, mikobakterilerle birlikte, kontaminasyona neden olan bakteri ve mantarlar ve
bu mikroorganizmalarin ¢ogunlugunun etrafin1 saran 16kosit, eritrosit, viicut sivilari
ve doku gibi organik kalintilar1 da igerir. Mikobakteri dis1 diger mikroorganizmalar
ve organik kalintilar,dogrudan yayma yapilsa bile asit-alkol ile karbol fuksin gibi
mikobakterilerde tutulan boyayi biraktiklari i¢cin zit boyanin (EZN yonteminde
metilen mavisinin) rengini alirlar. Dolayisiyla mikobakterilerden farkli renkte
goriildiiklerinden tanida ¢ok fazla sorun olusturmazlar (Uzun, 2003;
http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005). Fakat kontaminasyona neden olan bu
mikroorganizmalar, mikobakterilerden ¢ok daha kisa siirede iireyebildikleri igin,
besiyerlerinde mikobakterilerin liremesini baskilarlar. Bu nedenle normal flora iceren
ve alim ve tagima islemleri sirasinda steril kosullarin saglanmadig: klinik 6rnekler
besiyerlerine ekilmeden once dekontaminasyon islemlerine gereksinim duyarlar

(Uzun., 2003).

Mikobakterilerin hiicre duvarinda bulunan yiiksek lipit icerigi, bakteriyi
kimyasallarin zararh etkilerine kars1 daha direncgli kilmaktadir. Tiiberkiiloz basilleri
giiclii asit ve alkali (%4 sodyum hidroksit, %5 oksalik asit, %3 hidroklorik asit gibi)
maddelere diger mikroorganizmalardan daha direnglidir. Bu maddeler ayn1 zamanda,
kat1 veya yar1 kati ozellikteki ornekleri sivilagtirarak, akici hale getirmektedir. Bu
ozelliklerinden yararlanilarak, c¢esitli homojenizasyon ve dekontaminasyon

yontemleri gelistirilmistir (Einsenstadt et al., 1995; Kiyan., 1999).
Homojenizasyon ve dekontaminasyon yontemleri 4 farkli islemi igermektedir.
1) Konsantrasyon: Idrar ve steril viicut sivilarina (BOS, plevra sivisi, vb.) balgam

orneklerine gére daha az sayida basil gecer. Izolasyon sansim arttirmak igin biiyiik

hacimlerdeki bu drnekleri, daha fazla mikobakteri iceren daha kii¢iik hacimler haline
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getirmek gerekir. Bu amagcla bu tiir 6rnekler dncelikle 3000-4000 devirde 15-20
dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriiliir. Sonraki islemler elde edilen bu ¢okelti
izerinden ylritiliir. Santrifiij ile ¢oktiirme, homojenizasyon-dekontaminasyonun
degisik basamaklarinda, 6rnek iizerine eklenen sivilardan dolayr hacmi artan ornegi

konsantre etmek i¢in de uygulanir.

2) Homojenizasyon: Balgam, aglik mide sivis1 ve biyopsi drnekleri gibi mukus,
epitel ve diger sekilli elamanlar iceren Orneklerde, bu yapilar arasinda gizlenmis
olan basilleri ortaya ¢ikarmak i¢in uygulanir. Mikobakteri icerdigi diisiiniilen klinik
ornekleri homojen hale getirmek i¢in genellikle NaOH (sodyum hidroksit) ya da N-
asetil-L- sistein (NALC) gibi kimyasal maddeler kullanilir. Bu maddeler sayesinde
mukus proteinleri erir, 6karyotik hiicreler pargalanir, bu yapilar arasina hapis olmus
basiller ortaya c¢ikar. Homojen bir sivi haline gelen ve akiskanligi artan Ornekte

santrifiij ile basillerin ¢oktiiriilmesi kolaylasir.

3) Dekontaminasyon: Balgam, aclik mide sivisi, idrar gibi klinik Ornekler izole
edilmeye calisilan mikobakteriler yaninda alindiklar1 anatomik bolgeye 6zgili flora
tiyelerini  (bakteri, maya hiicreleri vb.) de barindirirlar. Bu kontaminant
mikroorganizmalar kiiltiir agamasinda mikobakterilere gére daha hizli ve daha bol
miktarda iireyeceklerinden mikobakterilerin iiremesini engellerler. Kontaminant
mikroorganizmalarin iiremesiyle besiyerindeki besin 6geleri tiikeneceginden ya da
besiyeri yapis1 bozulacagindan (6rnegin pH’1 degiseceginden) mikobakterilerin
tiremesine firsat olmaz. Bu nedenle klinik 6rnekler NaOH, oksalik asit, siilfiirik asit
gibi kimyasal maddelerle muamele edilerek kontaminant mikroorganizmalar

oldiiriilmeye caligilir.

4) Notralizasyon: Mikobakteriler genelllikle pH 6-8” de iyi iirerler. Idrar, aclik mide
stvist gibi bazi1 6rnekler dogal yapilari nedeni ile asidik bir yapr gostermekle birlikte
diger klinik ornekler de homojenizasyon-dekontaminasyon islemleri esnasinda
kullanilan kimayasal maddelerden dolay1 asidik ya da alkali bir yap1 kazanirlar. Bu
nedenle kiiltiir besiyerlerine ekim, biyomolekiiler testler gibi ¢alismalardan once
klinik 6rnegin pH’1 6-8 diizeylerine ayarlanmalidir. Notralizasyon amaci ile fosfat

tampon ¢dzeltisi ya da brom-timol mavisi, fenol kirmizis1 gibi bir ayirag esliginde
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asit (hidroklorik asit, siilfiirik asit vb.) ve alkali ¢ozeltiler (NaOH vb.) kullanilir
(http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

Homojenizasyon- Dekontaminasyon islemlerinde dikkat edilmesi gereken

noktalar;

1) Yaygin olarak kullanilmakta olan sindirici ve dekontamine edici kimyasallar,
kismen de olsa tiiberkiiloz basili i¢in de toksiktir. Bu nedenle homojenizasyon-
dekontaminasyon yontemleri incelenecek Ornege gore secilmeli, gerektiginde
amacindan sapmayacak sekilde kiiciik degisiklikler yapilarak, Orneklerdeki
mikobakterilere zarar verilmesi miimkiin oldugunca en aza indirilmelidir. Ciinkii
uygun olmayan homojenizasyon dekontaminasyon yontemleri klinik &rneklerdeki

mikobakterilerin %20-90’1m1 dldiirebilmektedir (WHO/TB/98.258., 1998).

2) Homojenizasyon- dekontaminasyon yontemlerinin ¢ogunlugunda mukolitik ve
dekontaminant aktivite i¢in kullanilan kimyasal madde NaOH’dir. NaOH,
istenmeyen mikroorganizmalarin oldiiriilmesinde oldukga etkili bir madde olmakla
birlikte mikobakteriler icin de siireye bagh 6liimciil etki gdstermektedir. Bu nedenle
klinik 6rnegin bu maddeyle karsilagmasi smirli yogunlukta ve siirede olmalidir.
Yapilan calismalarda esit miktarlarda karigtirllan %2-4’lik NaOH ile balgam
orneklerinin iglenme siiresinin (santrifiij islemi dahil) en fazla 30 dakika olmasi
gerektigi saptanmistir. Ciinkii NaOH ile karsilasma siiresinin uzamasi, NaOH
yogunlugunun artigina gére daha fazla zarar vermektedir. Bu nedenle asir1 kontamine
olmayan klinik 6rnegin dekontaminasyonu igin 15-30 dakikalik siire yeterli olup,
asirt kontamine O0rnek s6z konusu oldugunda, slirenin uzatilmasindansa, NaOH’in
son yogunlugunun %3-4’e ¢ikartilmas1 yeg tutulmalidir. Burada dikkat edilmesi
gereken diger bir nokta da, 37 °C’de NaOH mikobakterilere daha etkili oldugu igin,
bekletme  siireci oda  sicakliginda  yapilmahdir  (Bilgehan.,  2002;
http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

3) Homojenizasyon- dekontaminasyon islemlerinden gecirilerek  yapilmis
kiiltiirlerde %2-5 oraninda kontaminasyon olagan karsilanmaktadir. Bu nedenle bu
kiltlir kontaminasyonu orani, sterilite kosullarina tam olarak uyuldugu

varsayildiginda, aym1 zamanda laboratuvarin kullandigt  homojenizasyon-
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dekontaminasyon yonteminin etkinligini de gostermektedir. %2’den daha diisiik
oranlar ise homojenizasyon- dekontaminasyon yonteminin gereginden fazla siddetli
olduguna, %S5’ten fazla oranlar ise yetersiz diizeyde olduguna isaret eder. Bu gibi
durumlarda yapilacak degisiklerden biri kullanmilan NaOH yogunlugunu
degistirmektir. Kontaminasyonun ytiksek oldugu durumlarda baslangigta kullanilan
NaOH yogunlugu %6’lara, kontaminasyonun diisiik oldugu durumlarda ise %2 ’lere
cekilebilir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta NaOH yogunlugu ne olursa olsun
klinik 6rnegin bu kimyasal ¢ozelti ile karsilasma siiresinin (santrifiij dahil) en fazla

30 dakika olmasidir (http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

4) Mikobakteriler, hiicre duvar yapilar1 lipitten zengin oldugu igin genellikle
bulundugu sivinin iist katmanlarinda (yiizeyinde) yerlesme egilimindedirler. Bu
nedenle santrifiijle ¢evrildigi sirada tiipiin dibine kolaylikla ¢cokmezler. Bu nedenle,
yiiksek devirde santrifiij edilmeli, bagil (relatif) merkezkag kuvveti (RCF) 3000xg’ye
erismelidir. Eger bagil merkezkac kuvveti degeri yeteri kadar yiiksek degilse,
tiiberkiiloz basillerinin birgogu silispansiyonda kalarak, iist sivi (supernatant) ile
beraber atilir. Yapilan ¢alismalar neticesinde 3000xg’de 15 dakika santrifujleme ile
mikobakterilerin  %95’inin  ¢okeltide kaldigi goriilmiistiir. Mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinda sogutmali santrifiij cihazlari tercih edilmelidir. Ciinkii santrifiij
sirasinda olusan 1s1 artig1 mikobakterilerin kaybini artirmaktadir (WHO/TB/98.258;
1998; http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

5) Karisimin vortex tipi karistirict ile yapilmasi ile homojenizasyon islemi hizlanir ve
ornek miimkiin oldugu kadar ¢oziilir. Bu islemlerin hepsi, biyolojik giivenlik
kabinlerinde yapilmalidir. Karistirmalarda tiiplin ig¢inde olusan aerosol ve
kopliklenmenin, tiipiin kapagi acildiginda saga sola yayilmalarini 6nlemek igin,
karigtirmanin siirenin baslangicinda yapilmasi, sonra 15 dakika beklendikten sonra
kapagin agilmasi gerekmektedir. Bulasici etken igeren tiiplerle ¢alisirken eger tikag
kullaniliyorsa, tikaglarin her acilis ve kapatilisinda tiip kenarlarmin alkol ile
silinmeleri, alkol kuruduktan sonra alevden gegirilmeleri ve atilacak kontamine
stvilarin, igerisinde %35’°lik fenol bulunan ¢ozeltiye atilmasi 6nemlidir (Bilgehan.,

2002).
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6) Homojenizasyon- dekontaminasyon uygulamalarinda kullanilacak arag-gerecler ve
kimyasal ¢ozeltiler daima steril olmalidir. Kiiltiir kontaminasyon oranlarinda artig
meydana geldiginde Oncelikle steriliteden siiphe etmek gerekir. Cogu zaman
kontaminasyon kaynagini bulmak gii¢ olmakta ya da uzun zaman almaktadir. Giinliik
islemlerin aksamamasi1 icin yapilmasi gereken en iyi sey uygulama sirasinda
kullanilmakta olan malzemelerin (¢ozeltiler ve diger sivilar, besiyerleri, pipetler vb)
iptal edilip, sterilite kosullarim1 bir kez daha goézden gecirdikten sonra, yenilerinin
hazirlanmasidir. Homojenizasyon-dekontaminasyon isleminde degisiklikler ancak
sterilite i¢in gerekenler yapildiktan sonra sorun ¢oziilmedi ise disiiniilmelidir

(http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

7) Klinik 06rnegin tlirine goére homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi
uygulanmalidir. Ayrica, yontemlerde kullanilan maddelerin ¢ok pahali olmamasi ve
kolay erisilebilir olmasi da kullanilan yontemin se¢iminde dnemli etmenlerden biridir

(Rieder et al., 1998).

8) Tiiberkiilozun en sik goriilen sekli akciger tiiberkiilozu oldugu i¢in, tanida siklikla
incelenmesi istenen Ornek balgamdir. Balgam ornekleri, agiz florasinda yer alan
mikroorganizmalarla yogun bir sekilde kontamine oldugundan, bu O&rneklere
homojenizasyon-dekontaminasyon islemi uygulamak gerekmektedir. BAL sivisi
genellikle steril olmayan bronkoskoplar ve kataterler ile alinmaktadir. Bu sivi,
korunmus firca (protected brush) sistemi ile alinmadig: siirece baska organizmalarla
kontamine kabul edilmeli ve dekontaminasyon islemi uygulanmalidir. Idrar
ornekleri, deri florasi ile kontamine oldugundan mutlaka homojenizasyon-
dekontaminasyon islemi uygulanmalidir. Laringeal ekiivyon, abse, aglik mide sivisi,
disk1 gibi 6rnekler mikobakteriler yaninda kontaminant bakterileri de igerdiginden
homojenizasyon-dekontaminasyon  isleminden  sonra  kiiltir = yapilmahdir

(http://www.salubrisinc.com/medicaproductline.html, 2005).

Normal sartlarda steril olan 6rnekler (BOS, plevra sivisi, periton sivisi gibi
steril viicut sivilar ile steril sartlarda alinan ve par¢glama-ezme isleminden gegirilmis
biyopsi ornekleri vb.) islemden gecirilmeden dogrudan ekilebilir. Fakat biiyiik
hacimdeki 6rneklerde, ekim yapilirken kullanilan 6rnek miktar1 ¢ok az oldugundan

ve bu orneklerde birim basina diisen mikobakteri sayisinin zaten olduk¢a az oldugu
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diisiiniildiiglinde izolasyon sansi azalir. Bu nedenle bu 6rnekler santrifiij edilerek

konsantre bir hale getirildikten sonra ekilmelidir.

Diinya genelinde ¢ok sayida homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi
tanimlanmistir. Bunlarin cogunlugu, akciger tiiberkiilozu tanisi amaciyla balgam
orneklerini temel alan, kiiclik ve biiylik Olgekli laboratuvarlarda rahatlikla
uygulanabilmesi amaci ile gelistirilmis yontemlerdir. Yontemlerde farkli kimyasal
malzemeler ile laboratuvar alet ve cihazlar1 kullanilmasina ragmen, bu yontemler hep
ayn1 amaca hizmet eder. Hi¢bir yontem her laboratuvarda uygulanabilecek ideal bir
yontem degildir. Her birinin kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir.
Mikobakteri izole etmeye ¢alisan laboratuvar, laboratuvarinda yer alan biyogiivenlik
kosullar1, laboratuvarin donanimi (alet, cihaz, kimyasal malzemenin sorunsuz
saglanmasi, vb.), glnliik calisma yiikii, deneyimli ve yeterli sayida personel gibi
Olciitleri  dikkate  alarak  kendine en  uygun  yontemi  se¢melidir

(http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

En yaygin kullanilan homojenizasyon- dekontaminasyon yontemleri;

1) Petroff’un NaOH yontemi (%2-4 NaOH)

2) Diinya Saglik Orgiitii’ niin 6nerdigi Modifiye Petroff yontemi (%4 NaOH)
3) NaOH yo6ntemi (%2- 4 NaOH)

4) N-asetil-L-sistein-NaOH (NALC-NaOH) yontemi

5) Zefiran-Trisodyum-Fosfat (Z-TSP) yontemi

6) Oksalik Asit yontemi

7) Setilpiridinyum Klorid-Sodyum Klorid (CPC) yontemi

8) Siilfiirik asit yontemi

Son  yillarda  Sodyum  dodesil siilfat-sodyum  hidroksit,  C18-
karboksipropilbetain (CB-18) ile de c¢alismalar yapilmakta ve sonuglar
degerlendirilmektedir (Uzun., 2003).
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2.4.3.1. Petroff’un NaOH Yontemi

1915 yilinda Petroff, NaOH’i uygulamaya sokmustur. Bu yontemin modifiye
edilmis uygulamalar1 bulunmaktadir. Orjinal Petroff yonteminde yikama islemi
yapilmamakta ve ayira¢ yardimiyla (brom-timol mavisi veya fenol kirmizisi), asit
eklenerek (%15°lik siilfiirik asit veya hidroklorik asit) notralizasyon yapilmaktadir.
Sindirici ve dekontaminant %2-4 NaOH’dir (Sani¢ ve Coban., 1999; Chadwick.,
1982).

Cozeltilerin hazirlamisi

NaOH cozeltisi (%2- 4 NaOH )

NaOH distile suda istenilen konsantrasyonda ¢oziiliir (%2’lik i¢in 2g / 100 ml veya
%4’liik igin 4g / 100 ml). Otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilir. Tercihen

buzdolabinda ya da oda sicakliginda saklanir.

2 N HCI ¢6zeltisi
%36- 37’ lik HCI (konsantre HCI) 33 ml
Distile su 200 ml

33 ml HCI, 200 ml distile suya yavas yavas eklenir; otaklavda 121°C de 15 dakika

sterilize edilir.

Fenol kirmizisi ayirac ¢cozeltisi

Fenol kirmizisi 8 mg
%4 NaOH ¢o6zeltisi 20 ml
Steril distile su 1000 ml

Toz halindeki fenol kirmizisi, NaOH ¢ozeltisi i¢cinde (manyetik karistiricida) eritilir.

Gerekirse hafifce 1sitilabilir. Sonra bu sivi steril distile su bulunan kaba aktarilir.

Uygulama

1) 50 ml’ lik, burgu kapakli, polipropilen yapida steril tek kullanimlik tiiplere alinan
10 ml 6rnek tizerine esit miktarda uygun NaOH c¢dozeltisi eklenir.

2) Mekanik karistiricida 5 dakika kuvvetlice karistirilir veya test tliptindeki karisimin
15 dakika bekletirek karistirilmasi tercih edilir.

3) 23000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij edilir.



42

4) Santrifiijden sonra iist sivi dezenfektan i¢eren kaba dokiiliir ve ¢okelti HCI ile
notralize edilir. Her birine bir damla ayira¢ ¢ozeltisini takiben damlalikla HCI ilave
edilerek, ayirag saridan kirmiziya doniinceye kadar HCI eklenir.

5) Cokelti tekrar siispanse edilip karistirilir ve kiiltiir besiyerine ekilir.

6) Yayma hazirlanir, havada kurutulur, tespit edilir, boyanir ve incelenir (Sani¢ ve

Coban., 1999; Isenberg., 1992).

2.4.3.2. Diinya Saghk Orgiitii’ niin Onerdigi Modifiye Petroff

Yontemi

Bu yontem, gelismekte olan iilkelerde uygulama kolayligi, kullanilan
ayiraclarin - kolay saglanabilirligi nedeni ile 0Ozellikle balgam 6rneklerinin
dekontaminasyon isleminde kullanilan, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 6nerilen
yontemdir. Bu yontem basit ve ucuz olmasinin yanisira, tek bir 6rnegin caligilmasi 1
saati almaktadir. Buna gore 20 6rnegin ¢alisilmasi (santrifiij cihazinin kapasitesine
bagli olarak) yaklasik 2 saat stirmektedir. Ayrica hazirlanan NaOH c¢ozeltisi, plastik
siselerde birka¢ hafta depolanabilir, NaOH’ in giinlik hazirlanmasi gerekmez.
Petroff yonteminden farkli olarak bu yontemde klinik 6rnegin 2 kat1 kadar %4’ liikk
NaOH eklenmektedir. NaOH, genellikle istenilen diizeyde etkili mukolitik ve
dekontaminant ozellikte bir kimyasal oldugu i¢in avantaj saglar. Fakat yogun
konsantrasyonda kullanildiginda ve islem siiresi uzatildiginda bol miktarda
mikobakteri kaybina yol agabilmektedir. Nitekim bu yontemde ( santrifiij icinde 1s1
artis1 gibi diger ¢evresel etkenlere de bagli olarak) tiiberkiiloz basilinin kayb1 %60°a
kadar yiikselebilmektedir. Bu yontemde; %4’liikk NaOH ¢ozeltisi dekontaminant ve
mukolitik etken olarak, steril distile su veya steril tuzlu su (% 0,85 NaCl) ise NaOH’

in etkisini sinirlandirmak iizere klinik 6rnegi seyreltmek icin kullanilir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin “Laboratory Services in Tuberculosis Control”
kitabinda 0Ozellikle balgam Orneklerinin dekontaminasyon isleminde Ongoriilen

Modifiye Petroff yontemi asagidaki sekildedir.

Cozeltilerin hazirlamsi

%4’lik NaOH c¢ozeltisi
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NaOH 4g

Distile su 100 ml.

NaOH tartilir ve distile suda eritilir ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilir.
Steril tuzlu su: (% 0,85 NaCl)

NaCl 0,85¢g

Distile su 100 ml

NacCl, distile su i¢inde eritilir ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilir.

Uygulama

1) Balgammn iki kati kadar %4’liik NaOH eklenir. Tipilin kapagi kapatilarak
calkalanir.

2) 15 dakika oda sicakliginda tutulur. Ara sira tiip alt iist edilerek calkalanir.

3) >3000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij edilir.

4) Ust s1v1 dezenfektan iceren kaba dokiiliir.

5) 15 ml steril tuzlu su veya steril distile su eklenir.

6) 3000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij edilir.

7) Ust s1v1 dezenfektan igeren kaba dokiiliir. Cokeltiden besiyerine ekim yapilir.

Yayma hazirlanir, tespit edilerek boyanir ve incelenir (WHO/TB/98.258., 1998).

2.4.3.3. NaOH Yontemi (%2- 4 NaOH)

Ozellikle balgam 6rneklerinin homojenizasyon-dekontaminasyonunda Petroff
yonteminin modifiye edilmis uygulama sekillerinden biri olan ve iilkemizde de
kullanilan bu yontemde; %4’liik NaOH ya da %2’ lik NaOH dekontaminant olarak,
fosfat tampon ¢ozeltisi ya da distile su klinik 6rnegi seyreltmek i¢in, sigir albiimin
fraksiyon V ¢ozeltisi mikobakterilerin kat1 besiyerine adezyonununu arttirmak igin,
fenol kirmizist ayirag ¢ozeltisi ve HCI klinik 6rnegi nétralize etmek i¢in kullanilir.
NaOH’in son konsatrasyonunun %2 olmasi tercih edilir. Ancak diski gibi cok
kontamine Orneklerde %6’likk NaOH kullanilarak son konsantrasyon %3’e
ayarlanabilir. Yiiksek oranda kontaminasyon durumunda siireyi uzatmak yerine
NaOH’ in  konsantrasyonu  %3-4> e c¢ikartilabilir.  (Kiyan.,, 1999;
http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).
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Cozeltilerin hazirlamisi
NaOH c¢ozeltisi (%2-4)
%2 NaOH ¢ozeltisi;
NaOH 2¢g
Distile su 100 ml
%4 NaOH ¢ozeltisi;
NaOH 4g
Distile su 100 ml

NaOH, distile suda istenilen konsantrasyonda ¢oziiliir. 121°C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilir.

% 0.2 s1g1r albiimin fraksiyon V cozeltisi

Stok %2 s1gir abumin ¢ozeltisi:

NaCl 0,85¢g
S1g1r alblimin fraksiyon V 2g
Distile su 100 ml

100 ml distile suda 0,85 g NaCl ¢oziiliir ve iizerine 2 g sigir albiimin fraksiyon V
yavas yavas eklenir. lIyice kanstirilir (karistirma islemlerinde calkalamaktan
kaginilmalidir). %4’liik NaOH ile pH 6,8’e ayarlanir. 0,45 mm por ¢apli membran
fitrelerden gegirilerek sterilize edilir.

%0,2 ¢alisma ¢ozeltisi hazirlamak igin;

Stok %2 sigir albiimin ¢ozeltisi 1 birim

Steril %0,85 NaCl ¢ozeltisi 9 birim

olacak sekilde 1:10 oraninda karistirilarak %0,2°lik sigir albliimin fraksiyon V

¢Ozeltisi hazirlanir.

2 N HCI ¢ozeltisi
%36~ 37’ lik HCI (konsantre HCI) 33 ml
Distile su 200 ml

33 ml HCI, 200 ml distile suya yavas yavas eklenir; otaklavda 121°C de 15 dakika

sterilize edilir.

0.067 M Fosfat tampon cozeltisi (pH: 6.8)

A ¢ozeltisi: Stok bazik ¢ozelti:
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Na, HPO4 (anhidrit) 9,47 ¢

Distile Su 1000 ml

1 litre suda 9,47 g Na, HPO, ¢6ziiliir.

B ¢ozeltisi: Stok asit ¢ozelti:

KH; PO, 9,07 g

Distile su 1000 ml

1 litre suda 9,07 g KH, POy ¢oziiliir.

A ve B ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra, otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilir.

Calisma cozeltisi: Esit miktar A ve B ¢ozeltileri karistirnilir. pH 6,8’e ayarlanir.
Karisimin pH’st 6,8’den daha diisiikse bir miktar daha A ¢dzeltisi, yiiksekse B
cozeltisi eklenerek pH ayarlanabilir (Isenberg.,1992).

Fenol kirmizisi ayirac ¢cozeltisi

Fenol kirmizisi 8 mg
%4 NaOH ¢ozeltisi 20 ml
Steril distile su 1000 ml

Toz halindeki fenol kirmizis1 NaOH ¢ozeltisi iginde (manyetik karistiricida) ¢oziliir.

Gerekirse hafifge 1sitilabilir. Sonra bu siv1 steril distile su bulunan kaba aktarilir.

Uygulama

1) En fazla 10 ml olacak sekilde, steril 50 ml’lik konik plastik santrifiij tiipiine klinik
ornek konulur. Uzerine esit miktarda NaOH ¢ozeltisi eklenir.

2) Vorteks karistiricr ile tiip ¢alkalanir ve 15 dakika oda sicakliginda (20-25°C) veya
kuvvetli mekanik karistiricida 15 dakika bekletilir.

3) Tiipiin iizerindeki 50 ml ¢izgisine kadar steril distile su veya steril 0,067 M fosfat
tampon ¢ozeltisi (pH 6,8) doldurularak karisim seyreltilir. Amag, devam eden NaOH
aktivitesinin azaltilip, karisimdaki yogunlugunu disiirmektir. Karigim alt st
edilerek, igerik karistirilir.

4) >3000 devir/dakika hizla 15-20 dakika santrifiij edilir. Ust s1v1 uygun dezenfektan
iceren kaba dokiiliir.

5) Cokeltiye birka¢ damla fenol kirmizisi ayiraci ¢ozeltisinden ve ardindan renk

sartya doniigiinceye kadar 2 N HCI ¢ozeltisinden damlatilir.
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6) Cokeltiden ekim yapilacagi zaman 1-2 ml steril %0,85 NaCl, steril distile su,
fosfat tampon ¢ozeltisi, %0,2 sigir alblimin fraksiyon V ¢ozeltilerinden biri ¢okeltiye
eklenerek vortekslenir, yayma hazirlanir ve kiiltiire ekilir (Metchock et al., 1999;

Isenberg., 1992; http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

2.4.3.4. N-Asetil-L-Sistein NaOH (NALC-NaOH) Yontemi

Mukolitik ajan olan NALC balgamin hizli sindirimi i¢in kullanilir. NaOH
balgamda diisiik bir konsantrasyonda (%1-2) kullanilir (Sani¢ ve Coban., 1999;
Isenberg., 1992). Bu yontemde NALC mukolitik, NaOH dekontaminant ve %2,9’luk
sodyum sitrat, klinik Ornekte bulunabilecek agir metal iyonlarin1 baglayarak,

NALC’in inaktive olmasini dnlemek amaciyla kullanilir (Uzun., 2003).

Hastalardan alinan 6rneklerde genellikle az sayida mikobakteri bulundugu i¢in
santrifiij ederek bunlar ¢oktiirmek ve bdylece daha kiiciik bir hacimde toplamak
(konsantrasyon) tani yontemlerinin duyarliliklarin1 6nemli OSlgiide arttirdigi icin
mutlaka yapilmasi gereken bir islemdir. Balgam, akiskanligi ¢ok diisiik bir 6rnek
oldugu i¢in dogrudan santrifiij edildiginde bakterilerin ¢okmesine izin vermez. Bu
nedenle oOnce balgamin sivilagtirilmast gerekir. Dekontaminasyon amaci ile
kullanilan NaOH, mukus proteinlerinin bir ¢ogunu denatiire ettigi i¢in balgamin
stvilagsmasini - onemli  Olgiide saglar. Ancak tam sivilasma igin yiiksek
konsantrasyonda NaOH gerekir. Konsantrasyon yiikseldik¢e, dekontamine edilmek
istenen organizmalarin yanisira mikobakteriler de 6lmeye baslar. Ortama NALC gibi
indirgeyici bir madde eklenmesi, mukus proteinlerinin S-S baglarnin agilmas ile
stvilasmay1r  kolaylastirdigindan  daha  diisik  konsantrasyonda NaOH ile
dekontaminasyon yapilmasina olanak vererek, santrifiij islemi sirasinda tiiberkiiloz
basillerinin kolayca coktiirtilerek yogunlagtirilmasini saglar

(http://www.salubrisinc.com/medicaproductline.html, 2005).

Bu yontemde, NaOH’li ¢ozelti eklendigi zaman balgam ve diger klinik
ornekler alkali hale gelir ve bu ortamda tiiberkiiloz basilleri ¢ok uzun siire
birakilirlarsa, canliliklarini yitirirler. Bu nedenle dekontaminasyon ve yogunlastirma

islemlerini 20 dakikadan fazla siirdiirmemek ve islemin hemen sonrasinda fosfat
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tampon ¢Ozeltisi ile pH’1 notralize etmek gerekmektedir

(http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

Cozeltilerin hazirlanmasi

NaOH-sodyum sitrat stok ¢dzeltisi

%4°1liik NaOH:

40 g NaOH, 1000 ml distile suda eritilerek hazirlanir.
%2,9’luk Trisodyum sitrat:

Soydum sitrat dihidrat 29¢
(veya sodyum sitrat, anhidrit 26 g)
Distile su 1000 ml

Sodyum sitrat, distile suda eritilerek hazirlanir. Egit miktar %2,9” luk trisodyum sitrat
ve %4’ lik NaOH karistirilir ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir
(Isenberg., 1992).

NALC- NaOH calisma cozeltilerinin hazirlanmasi

Calismadan hemen once NaOH-Sodyum sitrat ¢ozeltisine Tablo 2.3’te belirtilen
miktarda NALC eklenir ve iyice karistirilir (Sani¢ ve Coban., 1999).

Tablo 2.3. NALC-NaOH ¢o6zeltisinin hazirlanmasi (Sani¢ ve Coban., 1999).

Karistirllacak miktar (ml).
Gerekli ¢ozelti Eklenecek
miktari (ml) %4’liik NaOH Y luk NALC (g)
trisodyum sitrat

50 25 25 0,25

100 50 50 0,50

200 100 100 1,00

500 250 250 2,50

1000 500 500 5,00

NALC, oksijene duyarli oldugu i¢cin NALC eklenmis ¢ozelti, aktivitesini en
fazla 24 saate kadar korur. Bu nedenle ertesi giine kalan ¢ozelti kullanilmamali,
atilmalidir. Ayrica NALC’in tartim islemleri sirasinda ambalajin agzi uzun siire agik

birakilmamalidir, israf olmamasi i¢in ¢alismaya alinacak klinik 6rnek sayisina gore
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kullanilacak NaOH-Sodyum sitrat ¢ozeltisi miktar1 belirlenmeli sonra da uygun
miktarda NALC eklenmelidir (http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005; Uzun.,
2003)

0.067 M Fosfat tampon cozeltisi (pH: 6.8)

A ¢ozeltisi: Stok bazik ¢ozelti

Na,; HPOj4 (anhidrit) 947 ¢g

Distile Su 1000 ml

1 litre suda 9,47 g Na, HPO4 ¢oziiliir.

B ¢ozeltisi: Stok asit ¢ozelti

KH; PO, 9,07 g

Distile su 1000 ml

1 litre suda 9,07 g KH;, POy ¢oziiliir.

A ve B ¢ozeltileri ayr1 ayrnt hazirlandiktan sonra, otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilir.

Calisma c¢ozeltisi: Esit miktar A ve B ¢ozeltileri karigtirilir. pH 6,8’e ayarlanir.
Karisimin pH’s1 6,8’den daha diisiikse bir miktar daha A ¢ozeltisi, yiiksekse B
cozeltisi eklenerek pH ayarlanabilir (Isenberg.,1992).

Fosfat tampon ¢o6zeltisi hazirlandiktan sonra da sterilize edilebilir. Fosfat
tampon ¢0Ozeltisi oldukca kolay kontamine olan ve bekletildiginde iginde
mikroorganizmalari tireten bir ¢dzelti oldugundan, kiiltiirlerin kolaylikla kontamine
olmasina yol agabilir. Bu nedenle ¢6zelti, her merkezin gereksinimine gore siselere
boliiniip, otoklavlanmali ve her gilin yaklasik 1 sise bitirilecek sekilde hazirlik
yapilmalidir. Bir giin agilip kullanilan siseden arta kalan tampon ¢ozelti olursa,
dokiilmeli bir sonraki giinde bu tampon ¢d6zelti kesinlikle kullanilmamalidir

(http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

% 0.2 s181r albumin fraksiyon V cozeltisi

Stok %2 s1g1r ablimin ¢ozeltisi:

NaCl 0,85¢g
Sig1r alblimin fraksiyon V 2g
Distile su 100 ml


http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler
http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler

49

100 ml distile suda 0,85 g NaCl ¢oziiliir ve iizerine 2 g sigir albiimin fraksiyon V
yavas yavas eklenir. lIyice kanstirilir (karistirma islemlerinde calkalamaktan
kaginilmalidir). %4 NaOH ile pH 6,8’e ayarlanir. 0,45 mm por capli membran
fitrelerden gegirilerek sreilize edilir.

%0,2 ¢alisma ¢ozeltisi hazirlamak igin;

Stok %2 s1g1r alblimin ¢ozeltisi 1 birim

Steril %0,85 NaCl ¢ozeltisi 9 birim

olacak sekilde 1:10 oraninda karistirilarak %0,2°lik sigir albliimin fraksiyon V

¢Ozeltisi hazirlanir.

Uygulama

1) 50 ml’lik plastik santrifiij tiipline (steril, burgulu kapakl: tiipler, falkon tiipii) en
fazla 10 ml olacak sekilde 6rnek konulur, {izerine 6rnegin miktar1 kadar NALC-
NaOH ¢ozeltisi eklenir.

2) Bekleme siiresinin baslangicinda tiipler 30 saniyeyi ge¢cmeyecek sekilde
vortekslenir. 15 dakika oda sicakliginda bekletilir. Bu siire zarfinda ara sira el ile
tiipler ¢alkalanir.

3) Siire tamamlandiginda tiiplin 50 ml ¢izgisine kadar 0,067 M fosfat tampon
cozeltisi (pH 6,8) eklenerek noétralizasyon saglanir ve dekontaminasyon islemi
durdurulur.

4) Fosfat tampon ¢ozeltisi eklenmis tiipler bakteri yogunlugunu arttirmak i¢in >3000
devir/dakika hizla 15-20 dakika santrifiij edilir.

5) Santrifiij sonrasinda, iist sivi uygun dezenfektan (%0,1-1 sodyum hipoklorit, %70
alkol, %5 fenol vs.) iceren kaba bosaltilir ve ¢okeltiyel-2 ml steril fosfat tampon
cozeltisi (pH 6,8) veya steril %0,2 sigir albiimin fraksiyon V ¢ozeltisi eklenir.
Vortekslenir ve bu islem tamamlandiktan sonra yayma yapilir ve uygun Kkiiltiir

ortamina ekim yapilir (Koneman et al., 1997; Isenberg., 1992).

Cesitli klinik orneklere uygunlanabilirligi ve Bactec ve diger ticari kiiltiir
sistemlerine ekimden once Orneklerin islenmesi i¢in uygun olan NALC-%2 NaOH
yontemi gliniimiizde en yaygin kullanilan dekontaminasyon yontemlerinden biridir
(Metchock et al., 1999). Bu yontemi uygularken oksidasyonu ve asetil sistein
inaktivasyonunu azaltmak i¢in asir1 ¢alkalamaktan kaginilmalidir (Sani¢ ve Coban.,

1999). Mukus yogunlugu olan klinik orneklerde NALC miktar1 arttiralabilir.
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Ozellikle kistik fibrozisli hastalarin pulmoner sekresyonlarinda, Pseudomonas
aeruginosa liremesinin 6nlenmesi icin NALC-NaOH islemini takiben %35 oksalik asit
uygulamasi dekontaminasyonu arttirir. Ayrica (antibiyotik ve antimikotik igeren)
secici besiyerleri kullanilarak da kati dekontaminasyon ydntemlerinin kullanimi

sinirlandirilabilir (Metchock et al., 1999).

NALC-NaOH yontemi gastrik lavaj, digki, doku 6rneklerinde, idrar ve diger
viicut sivilarinin iglenmesinde de kullanilir. Gastrik lavaj ornekleri ve diger viicut
stvilarinin noétralizasyonu i¢in, 50 ml’lik santrifuj tiipiine alinan 6rnekler > 3000
devir/dakika hizla 30 dakika santrifiij edilir. Ust siv1 atilir ve ¢okeltiye 2-5 ml steril
distile su eklenir ve balgam drneklerinde uygulandigi gibi dekontaminasyon ydntemi

uygulanir (Mehtchock et al., 1999).

2.4.3.5. Zefiran-Trisodyum Fosfat (Z-TSP) Yontemi

Z-TSP’m kullanim1 diger homojenizasyon-dekontaminasyon yontemlerinden
farkli olup, bu yodntemde, dekontaminasyon zamani kritik degildir. Zefiran
(benzalkonyum klorit), trisodyum fosfat ile segici olarak klinik Ornekteki
kontaminant mikroorganizmalar1 6ldiiriir, fakat tiiberkiiloz basiline kars1 etkisi azdir.
Zefiran, mikobakterilere karsi bakteriyostatik oldugundan santrifiij sonrasi
sedimentte arta kalan zefiran agar bazli besiyerine (Middlebrook 7H10 veya 7H11)
ekilmeden Once fosfat tampon ¢ozeltisi veya distile su tarafindan mutlaka nétralize
edilmelidir. Ayrica agar bazli besiyerine ekimden 6nce sedimente eklenen fosfolipid
(asolektin, purifiye soya fosfatid vb.) ile de zefiranin bakteriyostatik etkisi
Onlenebilmektedir. Yumurta bazli besiyeri, bakteriyostatik etkiyi notralize eden
fosfolipitler icerir. Bu nedenle yumurta bazli besiyerine ekimden 6nce fosfolipid
eklenmez. Bu homojenizasyon-dekontaminasyon yonteminin uygulanmasi Bactec

sistemi i¢in uygun degildir (Metchock et al., 1999; Isenberg., 1992).

Cozeltilerin hazirlamisi

Zefiran-Trisodyum Fosfat (Z-TSP) ¢ozeltisi

1 kg trisodyumfosfat (Na;PO4.12H,0), 4 litre sicak distile suda ¢oziiliir. Uzerine 7,5

ml zefiran eklenir (%17°lik) (Winthrop Laboratories, New York, N.Y.) iyice
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karistirilip oda sicakliginda saklanir.

Notralize edici tampon ¢ozeltisi, pH: 6.6

A ¢ozeltisi: Stok bazik ¢ozelti

Na,; HPOj4 (anhidrit) 947 ¢

Distile Su 1000 ml

1 litre suda 9,47 g Na, HPOj4 ¢oziiliir.

B ¢ozeltisi: Stok asit ¢ozelti

KH; PO, 9,07 g

Distile su 1000 ml

1 litre suda 9,07 g KH;, POy ¢oziiliir.

A ve B ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanir. 37,5 ml disodyum fosfat (Na,;HPOj,) tamponu
ile 62,5 ml monopotasyum fosfat (KH,PO,) tamponu karistirilir ve pH ayarlanir. Bu
karisim otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir ve oda sicakliginda saklanir

(Metchock et al., 1999).

Uygulama

1) 50 ml’lik plastik santrifiij tiipline an fazla 10 ml olacak sekilde klinik 6rnek
konulur. Uzerine esit miktarda Z-TSP ¢dzeltisi eklenir.

2) Tiipiin kapag1 kapatilarak 30 dakika mekanik karistiricida karigtirilir.

3) 20-30 dakika oda sicakliginda (20-25°C) dik tutulup sallamadan bekletilir.

4) 15-20 dakika > 3000 devir/dakika hizla santrifiij edilir.

5) Santifiijden sonra iist sivi atilir ve ¢okeltiye 20 ml pH 6,6 nétralizan tampon
cozelti eklenir. Vorteks ile 30 saniye karistirilir (N6tralizan tampon ¢ozelti zefiran’in
etkisini etkisiz hale getirir).

6) >3000 devir/dakika hizla 15-20 dakika santrifuj edilir.

7) Ust siv1 atilir. Cokelti pipetle karistirilir. Yumurta bazli besiyerine (Lowenstein
Jensen vb.) ekilir ve yayma yapilir. Eger ¢okelti, agar bazli besiyerine ekilecekse

notralize edici olarak lesitin kullanilmalidir (Metchock et al., 1999).
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2.4.3.6. Siilfiirik Asit Yontemi

Bu yontem, alkali sindirici kullanildiktan sonra, idrar veya diger viicut
stivilarinin - siirekli  kiiltiir  kontaminasyonlarinda bazen yardimci  olabilir

(WHO/TB/98.258., 1998; Sani¢ ve Coban., 1999; Metchock et al., 1999).

Cozeltiler

%4 stilfiirik asit
%4 NaOH
Steril distile su

Fenol kirmizis1 ayiraci

Uygulama

1) Klinik 6rnegin tiimii > 3000 devir/dakika hizla 30 dakika santrifiij edilir. Burada
birkag tane tiip gerekebilir.

2) Ust siv1 siiziiliir ve eger birkag santrifiij tiipii tek drnek igin kullanilmis ise ¢okelti
toplanir.

3) Esit miktarda %4’liik stilfiirik asit ¢ozeltisi ¢okeltiye eklenir.

4) Karisim vortekslenir ve 15 dakika oda sicakliginda bekletilir.

5) Tipe 50 ml ¢izgisine kadar steril distile su eklenir.

6) > 3000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij edilir.

7) Ust sivi siiziiliir. Cokeltiye bir damla fenol kirmizisi ayiraci ¢dzeltisinden
damlatilir ve agik pembe renk olusana kadar %4’liikk NaOH ile nétralize edilir.

8) Kiiltiir besiyerine ekilir. Cokeltiden yayma hazirlanir ve boyanarak mikroskopta

incelenir (Metchock et al., 1999; Sani¢ ve Coban., 1999).

2.4.3.7. Oksalik Asit Yontemi

Oksalik asit (ethanedioic asit, C;H,04), klinik 6rneklerin siirekli Pseudomonas
tiirleri ile kontamine oldugu durumlarda kullanilir. Oksalik asitin, diger organik
asitlere gore (siilflirik asit, asetik asit) dekontaminasyon yontemlerinde tercih

edilmesinin sebebi, oksalik asitin tiiberkiiloz basillerini 6ldiriicii etkisinin daha az
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olmasidir. Klinik 6rnekler bu yontemle islenildigi zaman Bactec kiiltiir tiiplerine de

ekimler yapilabilmektedir (Metchock et al., 1999; Isenberg., 1992).

Cozeltilerin hazirlanmasi
%S5 oksalik asit;
5 g oksalik asit 100 ml distile suda ¢oziiliir ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika

sterilize edilir. Cozelti oda sicakliginda saklanir.

% 4’liik NaOH
4 g NaOH 100 ml distile suda ¢6ziiliir ve otoklavda 121°C” de 15 dakika sterilize

edilir. Cozelti oda sicakliginda saklanir.

% 0,85 NaCl;
0,85 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziiliir ve 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Fenol kirmizis1 ayirac ¢cozeltisi

20 ml % 4’liikk NaOH i¢inde 8 mg fenol kirmizisi tozu ¢oziiliir ve steril distile su ile

1000 ml’ye tamamlanir (Sani¢ ve Coban., 1999).

Uygulama

1) 50 mI’lik konik polipropilen vidali kapakli santrifiij tiipiine klinik 6rnek en fazla
10 ml olacak sekilde konulur ve {izerine esit miktarda %5 lik oksalik asit eklenir.

2) 30 saniye vortekslenir ve 30 dakika ara sira calkalanarak oda sicakliginda (20-
25°C) bekletilir.

3) Santrifiij tiipiine 50 ml ¢izgisine kadar %0,85 NaCl eklenir ve birka¢ kere icerik
alt tist edilerek karistirilir.

4) >3000 devir/dakika hizla 15-20 dakika santrifiij edilir.

5) Ust s1v1 siiziiliir, uygun dezenfektan igeren kaba atilir.

6) Birka¢ damla fenol kirmizis1 ayiraci ¢ozeltisi ¢okeltiye eklenir. A¢ik pembe renk
olusana kadar %4’liikk NaOH ile pH nétralize edilir. Cokeltiden yayma yapilir ve
uygun besiyerine ekilir (Isenberg., 1992).
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2.4.3.8. Setilpiridinyum Klorid-Sodyum Klorid Yontemi

Setilpiridinyum Klorid (CPC)-Sodyum Klorid yonteminde, tasiyici iginde
klinik 6rnegin (6zellikle balgamin)  homojenizasyon-dekontaminasyon islemi
yapilmaktadir (Sani¢ ve Coban., 1999). Bu yontemde %1 CPC - %2 NaCl ¢ozeltisi
etkin olarak Ornekleri sindirir ve dekontamine eder. CPC dekontamine etme, NaCl
ise sivilagtirma amaci ile kullanilir. Bu yontemin avantaji, klinik 6rneklerin isleme
tabi  tutulmasinin  geciktigi durumlarda, tasiyict1 i¢inde homojenizasyon-
dekontaminasyon isleminin saglanmasidir. Dezavantaji ise bu islemin tamamlanmasi
icin en az 24 saatin gerekmesidir (Metchock et al., 1999; Isenberg., 1992). Yapilan
calismalara gore bu yontem, M. tuberculosis’den farkli diger mikobakteriler igin
daha cok sayida kiiltiir pozitifligi saglamakta ve NALC-NaOH y6ntemine gore daha
az kontaminasyonla sonug¢lanmaktadir. CPC, agarl1 besiyerine ekilen mikobakteriler
icin bakteriyostatik oldugundan, bu yontem ile muamele edilen drneklerin ¢okeltileri
yalnizca yumurtali besiyerine (Lowenstein Jensen vb.) ekilmelidir (Sani¢ ve Coban.,

1999).

Cozeltilerin hazirlanmasi

Setilpiridinyum Klorid-Sodyum Klorid

1000 ml steril distile suda 20 g NaCl ve 10 g CPC ¢oziiliir. Bu ¢ozelti sterildir ve
buharlagsmadan, yiiksek sicakliktan ve 1siktan korunursa uzun silire bozulmadan

kalabilir. Calisma sirasinda hafif 1sitilarak kristaller ¢oziilebilir.

%0.85 NaCl
NaCl 0,85¢
Distile Su 100 ml

NaCl, distile su i¢inde ¢oziiliir ve 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

% 0.2 s181r albiimin fraksiyon V cozeltisi

Stok %2 si1gir abiimin ¢ozeltisi:

NaCl 0,85 g.
S1g1r alblimin fraksiyon V 2g.
Distile su 100 ml.



55

100 ml distile suda 0,85 g NaCl ¢oziiliir ve iizerine 2 g sigir albiimin fraksiyon V
yavag yavas eklenir ve iyice karigtirillir (karistirma islemlerinde calkalamaktan
kaginilmalidir). %4 NaOH ile pH 6,8’e ayarlanir. 0,45 mm por capli membran
fitrelerden gegirilerek sterilize edilir.

%0,2 ¢alisma ¢ozeltisi hazirlamak igin;

Stok %2 s1g1r alblimin ¢ozeltisi 1 birim

Steril %0,85 NaCl ¢ozeltisi 9 birim

olacak sekilde 1:10 oraninda karistirilarak %0,2°lik sigir albliimin fraksiyon V

¢Ozeltisi hazirlanir.

Uygulama

1) 50 mI’lik burgu kapakli santrifiij tiiplerine 10 ml veya daha az balgam toplanir.

2) Esit miktarda CPC — NaCl eklenir, kapak sikica kapatilir, 6rnek sivilasana kadar el
ile ¢alkalanir.

3) Ornekler tasima tiiplerinde laboratuvara gonderilir. Ornekler tasima sirasinda
dekontamine olurlar (en az 24 saat homojenizasyon- dekontaminasyon isleminin
tamamlanmasi i¢in bekletilmelidir).

4) Ornegin iizerine tiipiin 50 ml ¢izgisine kadar steril distile su ilave edilir. Birkag
kere karisim ters diiz edilir.

5) 23000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij edilir.

6) Ust s1vi, uygun dezenfektan iceren kaba atilir. Cokeltiye 1-2 ml steril distile su,
%0,85’lik NaCl veya %0,2 sigir albiimin fraksiyon V ¢ozeltilerinden biri eklenerek
cokelti siispanse edilir.

7) Siispanse edilen ¢okelti, yumurta bazli besiyerine ekilir ve ¢okeltiden yayma

yapilir, boyanir ve incelenir (Metchock et al., 1999; Sani¢ ve Coban., 1999).

Sayillan tiim  homojenizasyon-dekontaminasyon yoOntemleri igerisinde

gilinlimiizde en yaygin kullanilant NALC-NaOH yontemidir.

Tablo 2.4’te homojenizasyon-dekontaminasyon yontemleri arasindaki kullanim

amag ve farklar1 verilmistir.
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Tablo 2.4. Homojenizasyon-dekontaminasyon yontemleri (Sani¢ ve Coban., 1999).

NALC-NaOH Yontemi

NALC mukolitik etken olarak kullanilir (%2,5).

Dekontaminant olarak ise NaOH kullanilir.

%4’ liik NaOH

Geleneksel dekontaminasyon ¢ozeltisidir. Ornegi
dekontamine etme siiresine dikkat edilmelidir (15 dakikay1

gegmemelidir).

%>35°lik oksalik asit

Suirekli P.aeruginosa ile olusan kontaminasyonlarin

Onlenmesinde kullanilir.

Siilfiirik asit yontemi

Alkali sindirici kullanildiktan sonra, idrar veya diger viicut
stvilarimin siirekli kontaminasyonlarinda bazen yardimet

olabilir.

Setilpiridinyum klorid —
sodyum klorid yontemi

Bu yontem ile tasiyict icinde balgamin dekontaminasyonu
yapilmaktadir. Klinik 6rnek laboratuvara ulastiginda
dekontaminasyon islemi tamamlanmisgtir. Tiiberkiiloz basili

tastyici iginde 8 giin canliligini koruyabilir.

Zefiran trisodyum fosfat
(Z — TSP) yontemi

Zefiran mikobakterilere kars1 bakteriyostatiktir. Santrifiij
sonras1 elde edilen ¢dkelti besiyerine ekilmeden dnce fosfat
tamponu ve su ile nétralize edilmelidir. Zefiran lesitin ile
nétralize olur. Yumurtali besiyerine ekim yapilmayacaksa

lesitin ile notralize edilmelidir.

Kiiltiir icin klinik orneklerin, ekim oncesi hazirhiklar1 ve uygulanacak

homojenizasyon- dekontaminasyon yontemleri;

Acik Mide Sivisi: Ornek alindiktan sonra 4 saat igerisinde isleme

sokulmalidir. Midenin asidik igerigi, tliberkiiloz basiline zarar verebileceginden,

midenin asidik igerigini nétralize etmek i¢in 5-10 ml aglik mide sivisina 100 mg

sodyum karbonat eklenir. isleme tabi tutulmadan 6nce mukuslu kisimlar alinir ve

balgam icin Onerilen dekontaminasyon basamaklar1 uygulanir (WHO/TB/98.258.,
1998; Sani¢ ve Coban., 1999).

Idrar: Omek alindiktan sonra, siilfiirik asit dekontaminasyon yéntemi

uygulanabilir ve uygun besiyerine ekilir veya santrifiij tlipline alinan idrar 3000

devir/dakika hizda 30 dakika santrifiij edilir. Usteki idrar atilir. Cokeltiye 2ml %5-
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6’lik HCI eklenip, 20-40 dakika bekletilir. Bu siire sonunda fenol kirmizisi ayirag
¢Ozeltisinden bir damla damlatilir ve sonra %2-4 NaOH c¢ozeltisinden damla damla
damlatilarak pH ndtral hale getirilir. 3000 devir/dakika hizda 30 dakika cevrilir ve
ist siv1 dokiilerek ¢okeltiden yayma hazirlanarak, kiiltiire ekilir (Bilgehan., 2002;
Sani¢ ve Coban., 1999)

Laringeal ekiivyon: Steril bir santrifiij tiipiine, steril pens yardim ile ekiivyon

konulur. Eger gerekli ise ekiivyon kirilir ve boylece tiipe konulabilir. Uzerine 2 ml
steril distile su veya serum fizyolojik eklenir. Bunun da iizerine 2 ml NALC - NaOH
eklenir. Test tlipli bir karistiricida karistirilir ve sonra 15 dakika dik tutulur. Santrifiij
edilecek tiipten ekiivyon alinir, tiipiin {izeri steril su veya fosfat tampon ¢ozeltisi ile
doldurulup balgam i¢in uygulanan islemdeki basamaklari igceren yontem ile devam

edilir (Sani¢ ve Coban., 1999).

Doku: Lenf nodlari, biyopsiler ve diger cerrahi doku parcalari, steril bistiiri
veya makasla kesilerek kii¢iik parcalara ayrilmalidir. Incelenecek olan doku bir
homojenizator ile 6giitiiliir ve %2’lik si8ir albiimin veya %0,85°lik serum fizyolojik
icine konur. Sayet doku mukus iceriyorsa bir miktar NALC ilave edilir. Eger doku
steril olarak toplanmis ise; etkenin ¢ogalmasini kolaylastirmak i¢in sivi1 bir kiiltiir
ortamina (Middlebrook 7H9) dogrudan ekim yapilir. Steriliteye dikkat ederek sivi
kiiltiirden haftalik yayma hazirlanir ve boyanarak aside deringli basil yoniinden
incelenir. Eger basil var ise, sivi besiyeri 3000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij
edilir ve tlipin dibinden 1 ml alinip kati1 besiyerine ekilir. 4-8 hafta 35-37°C’de
inkiibe edilir (Eger klinik 6rnek yiizeysel dokulardan alinmis ise 30-32°C’ de inkiibe
edilir). Eger doku steril olarak toplanmamis veya bu konuda bir kusku var ise; klinik
Ornegin bir pargasi sivi ortama dogrudan ekilirken, kalan 6rnek balgam 6rneklerine
uygulanan yontemlerden, uygun olanin se¢ilip isleme sokulmasiyla hazirlanir (Sanig

ve Coban., 1999).

Cerahat, irin: Ornek ¢ok yogun ise, ayni balgam gibi dekontamine edilir

(WHO/TB/98.258., 1998).

Bevin Omurilik Sivisi: Steril sartlarda alinmig BOS; 2000 devirde 20 dakika

santrifiijle ¢evrilip, c¢okeltiden ekim yapilir (Bilgehan.,, 2002). Eger BOS’ta
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kontaminasyon varsa, c¢okeltiye %4 siilfiirik asit’ten 2 ml eklenir ve 15 dakika
beklenir. Sonra 15 ml steril serum fizyolojik eklenir ve 3000 devirde 15 dakika
santrifiij edilir ve sediment kiiltiire ekilir (WHO/TB/98.258., 1998).

Diger viicut sivilar (plevral sivilar dahil): Miikopiiriilan sivinin hacmi 10 ml

veya daha az ise balgam 6rneklerindeki gibi islenir.

Eger berrak sivilar aseptik sartlarda alinmig ise >3000 devir/dakika hizda 15
dakika santriflij edilir ve ¢okelti dogrudan kiiltiir besiyerine ekilir. Spinal, sinoviyal
ve diger viicut i¢i sivilari, kemik iligi, soguk abse, cerrahi 6rnekler (otopsi drnekleri
hari¢), plevral sivilar, lenf nodu ve biyopsi Ornekleri (eger fistiilsiiz ise) aseptik
sartlarda alinmig ve steril tastyict kaplarda biriktirilmis ise, dekontamine edilmeden
kiiltiir besiyerine ekilir. Orneklerin kontamine oldugu kuskusu varsa, drnegin bir
kismi seg¢ici olmayan kiiltiir besiyerine ekilir. 24 saat inkiibe edilir. Boylece
mikobakteriler digindaki hizli biiyliyen organizmalarin varligi kontrol edilir. Eger
kontaminant mikroorganizma varlig1 saptanirsa, klinik 6rnek dekontamine edilir

(WHO/TB/98.258., 1998).

2.4.4. Geleneksel Kiiltiir Yontemleri

Tiiberkiiloz hastaliginin tanisi, epidemiyolojik agidan degerlendirilmesi ve
tedavisinin yonlendirilmesi i¢in oncelikle hastalik etkeni olan mikobakterinin klinik
ornekten izole edilmesi gerekir. Yani mikobakteri icerdiginden sliphe edilen tiim
klinik orneklerin kiiltiirii yapilmahdir. Ayrica kiiltiir ile ¢ogaltilan izolatlarin daha
sonraki aragtirmalar i¢in saklanabilmeleri de saglanmalidir. Kiiltiir, mikroskopla
incelemeye gore oldukca duyarli olup, klinik 6rnegin mililitresinde 10-100 arasinda
basil bulunmasi Kkiiltiir pozitifligi i¢in yeterlidir. Kiltiir ile aynm1 zamanda
mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi, antitliberkiiloz ilaglara duyarliliklarinin
saptanmast ve epidemiyolojik acidan inceleme yapilmasi saglanabilmektedir.
Bundan dolay1 kiiltiir, tiiberkiilozun tanisinda halen altin standart yontem olmaya
devam etmektedir (Baylan., 2004; Ozakin., 2002).

Mikobakterilerin izolasyonu ig¢in ideal besiyeri ortami; az sayidaki

mikobakterilerin hizli ve bol gelisimini saglamali, pigment olusumu ve koloni
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morfolojisinin temelinde izolatlarin farklilagsmasina izin vermeli, kontaminasyon
gelisimini inhibe etmeli, besiyerinde var olan maddeler kolayca hazirlanabilmeli,

ekonomik olmali ve ila¢ duyarlilik testleri yapilabilmelidir (Sani¢ ve Coban., 1999).

Mikobakterilerin izole edilmelerinde ve c¢esitli 6zelliklerinin incelenmesi

amaciyla kullanilan geleneksel besiyerleri kat1 ve s1vi olmak tizere iki tiptir.

S1v1 besiyerleri arasinda yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albiimin,
mikobakterilerin stok suslarinin pasajlarinin yapilmasi, duyarlilik deneyleri ve diger
in vitro deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla kullanilir. Ayrica bakteri
sayisinin az oldugu steril bolgelerden alinan klinik 6rneklerde, bakteriyi ¢ogaltmak
ve dolayisiyla izolasyon sansini arttirmak amaciyla da kullanilabilir. Middlebrook
7TH9 s1v1 besiyeri, cogu hizli kiiltiir sisteminde temel besiyeri olarak kullanilmaktadir

(Uzun., 2003).

Kat1 besiyerlerinde ise kiiltiir islemleri zahmetlidir. Ciinkii koloniler gozle
goriilebilir hale gelinceye kadar birkag hafta gecmesi gerekmekte olup, lireyen
mikobakterinin tiirlinii saptamak i¢in pasaj yapilmasi da gerekmektedir. Bu olumsuz
Ozelliklere karsin kat1 besiyerleri, bazen sivi besiyerlerinde iiremeyen suslarin
tiretilmesinde ve karigik mikobakteriyel enfeksiyonlarin saptanmasinda yardimci
olurlar. Eger sivi kiiltiirler kontamine olmus ise bunlar1 desteklemek i¢in gorev
alabilirler. Kat1 besiyerleri, yumurta ve agar bazli besiyerleri olmak {izere iki gesittir

(Baylan., 2004).

Yumurta bazli besiyerleri; yumurta sarisi veya biitiin yumurta, patates unu, tuz,
gliserol gibi maddeleri igerirler. Besiyerlerinin goriiniimii opaktir. Bu besiyerlerinin
avantajlar;; +4°C’ de saklandiklar1 zaman bir ka¢ ay kullanilabilmeleri, bir ¢ok
mikobakteri tiiriinii etkin olarak {iretebilmeleri ve tipik koloni morfolojisini
gostermeleri, besiyerinin iceriginde bulunan fosfolipitler sayesinde besiyeri veya
ekimi yapilan 6rnek i¢indeki toksik maddeleri baglayarak etkisiz hale getirmeleri,
malasit yesili ile kontaminant mikroorganizmalarin iiremelerini egellemeleri, ucuz ve
giivenilir olmalaridir. Yumurta bazli besiyerlerinde kolonilerin goriiniir hale gelisi
18-24 giinii bulmaktadir. Koloni olusumunun erken donemde saptanmasi ve artik

maddelerle kolonileri birbirinden ayirmadaki zorluk, ilacin besiyerine dengeli
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konsantrasyonlarda dagilmamasi nedeniyle antimikobakteriyel duyarlilik testlerinde
standardizasyon sikintis1 yumurta bazli besiyerlerinin dezavantajidir (Metchock et
al., 1999, Einsenstadt et al., 1995; Della-Latta and Weitzman., 1998). Yumurta bazl
besiyerleri i¢cinde en yaygin kullanilan1 Lowenstein Jensen besiyeridir. Ayrica bu
grupta Petragnani ve American Trudeau Society gibi besiyerleri de bulunmaktadir.
Lowenstein Jensen besiyeri, M. tuberculosis’in tanisinda iyi iken, diger tiirlerin
izolasyonunda giivenilir degildir. Mikobakterilerin tipik koloni morfolojisi
olusturmalart ve daha bol {iiremeleri sebebiyle 06zellikle primer izolosyonda
Lowenstein Jensen besiyerinin kullanilmasi Onerilmektedir. Petragnani besiyeri
Lowenstein Jensen besiyerinden iki kat fazla malasit yesili igerdiginden, yogun
kontaminasyonlu klinik 6rneklerden mikobakterilerin izole edilmesinde Lowenstein
Jensen besiyerinden daha iyi sonuglar vermektedir. American Trudeau Society
besiyerinin malasit yesili icerigi Lowenstein Jensen besiyerinden daha diisiik
miktarda oldugundan, kontamine olmayan veya az kontamine oldugu diisiiniilen
orneklerin kiltiiriinde kullanilir (Metchock et al., 1999; Della-Latta and Weitzman.,
1998; Einsenstadt et al., 1995; Uzun., 2003).

Agar bazli besiyerlerinden en ¢ok tercih edileni, Middlebrook 7H10 ve
Middlebrook 7H11’dir. Kimyasal igerikleri, yumurta bazli besiyerlerinden daha iyi
bilinmektedir. Bu besiyerleri ¢esitli tuzlar, vitaminler, kofaktorler, malasit yesili,
gliserol ve agardan olusup oleik asit, glikoz, sigir alblimini, katalaz ile
zenginlestirilmislerdir. Middlebrook 7H11’in 7H10’dan farki, %0,1 enzimatik kazein
hidrolizat1 icermesidir. Besiyerlerinin goriiniimii seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan
besiyerlerinde koloniler 10-12 giin sonra mikroskop altinda goriilebilecek boyutlara
ulagirlar. Bu besiyerleri, mikobakterilerin lireme siirelerini kisaltmak amaciyla
kullanilirlar. Agar bazli besiyerleri ila¢ duyarliliklarinin saptanmasi amaciyla da
kullanilmaktadir. Bu besiyerlerinin dezavantaji, pahali olmalar1 ve raf Omiirlerinin
nispeten yumurta bazli besiyerlerine gore kisa olmasidir (buzdolabinda 1 ay).
Besiyerlerinin 1s1 ve 151¢a maruz kalmas iiretici 6zelliklerini bozmakta oldugundan,
depolama sartlarina dikkat edilmelidir (Uzun., 2003; Metchock et al., 1999; Della-
Latta and Weitzman., 1998; Eisenstadt et al., 1995)

Secici  besiyerleri; Lowenstein Jensen, Middlebrook 7HI10 ve 7HI11

besiyerlerine  antimikrobiyal maddeler eklenerek, kontaminasyona neden olan
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mirkoorganizmalarin iiremesini etkin bir sekilde engellemek amaciyla hazirlanir. Bu
besiyerleri; penisilin ve nalidiksik asit iceren Lowenstein-Jensen-Gruft,
sikloheksimid, linkomisin ve nalidiksik asit igeren Mycobactosel Lowenstein Jensen,
karbenisilin, polimiksin B, trimetoprim laktat ve amfoterisin B iceren Mitchison
selektif 7H11 ve sikloheksimid, linkomisin, nalidiksik asit iceren Middlebrook 7H10
besiyerleridir. Primer izolasyonda besiyerlerinden en az birisinin selektif olmasi

onerilmektedir (Metchock et al., 1999; Uzun., 2002)

Giinlimiizde birgok laboratuvarda, geleneksel besiyerlerinin yanisira tiiberkiiloz
etkeni bakterilerin izolasyon siiresinin ¢ok daha kisa ve izolasyon oraninin ¢ok daha
yiiksek oldugu hizli kiiltiir sistemleri giinliik inceleme amaciyla kullanilmaktadir.
Cogunda sivi besiyeri kullanilmakla birlikte, bifazik ve kati besiyerlerinin
kullanildig1 sistemlerde bulunmaktadir. Mikobakterilerin ireme sansini arttirmak igin

bu sistemlerde kullanilan besiyerlerinin icerikleri olduk¢a zengindir (Uzun., 2003).

Hizli  kiltir  sistemleri cihaz ve bilgisayar ile degerlendirilip
degerlendirilmemesine gore gozle izlenebilen veya otomatize sistemler olarak
gruplandirilabilirken, kullanilan iireme ayiraglarina goére sistemleri; radyometrik
floresan, kolorimetrik olarak gruplandirabilmek de miimkiindiir. Bilgisayar destekli
ve siiregen degerlendirme yapan gelismis otomatize kiiltiir sistemlerinde liremenin
saptanmasi bireysel degerlendirmeden uzaklastirilarak, bilgisayar sistemleri ile daha
standart ve objektif hale getirilmistir. Hizli kiiltiir sistemlerinin ¢ogunda,
mikobakterilerin izolasyonunun yanisira, tiir diizeyinde tanimlanmalari ve primer

tiiberkiiloz ilaglarina karsi olan duyarliliklar1 da saptanabilmektedir.

Diinya saglik Orgiitli, mikobakterilerin izolasyonu amaciyla sivi ve kati
ozellikte iki ayn tiiberkiiloz besiyerinin beraber kullanilmasini 6nermektedir. Bu
uygulama ile mikobakteri izolasyon oranlarim arttirmak hedeflenmektedir (Ozakin.,

2002).

Kiiltiir besiyerlerine ekim aseptik kosullarda yapilmalidir. Ornekten pastor
pipeti ile 3-4 damla alinarak tiiplerdeki yatik veya plak besiyerlerinin ylizeylerine
damlatilarak, kolonilerin olusmasi ig¢in besiyerleri uygun bicimde egdirilip

dogrultmak suretiyle dagitilarak ekim yapilir. Ekim yapilan tiiplerdeki besiyerleri bir
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glin yatik halde birakilir. Daha sonra kurumamasi i¢in agizlarn lastik kapson veya
parafinle kapatilip dik olarak, plak besiyerleri ise bir kag1 bir arada plastik torbalara
yerlestirilerek 37°C’de inkiibe edilirler. Kiiltiirlerin 4-10 giin siire ile %5-10 CO’li

ortamda bulundurulmasinin iiremeyi hizlandirici etkisi vardir (Bilgehan., 2002).

Cabuk tireyen mikobakterileri saptamak veya kontaminasyon olup olmadigin
anlamak icin 2. ve 4. giinlerde besiyerleri kontrol edilir. Ureme varsa EZN ile
boyanip, incelenir. Kontaminasyona karar verilirse tekrar Ornek alinip, islemler
yeniden tekrarlanir. Baglangicta, kiigiik kolonileri gorebilmek i¢in agarli besiyerleri
arkadan, yumurtali besiyerleri ise yatik kisimdan kiigiik biiyilitmeli objektif
kullanilarak mikroskopta incelenir. Her hafta kontrol edilen kiiltiirlerde 6-8 hafta
sonunda ireme olmamuis ise besiyeri yilizeyinden siiriintii alinip, preparat hazirlanir ve
ARB aranir. ARB saptanmamis ise sonu¢ “Ureme olmadi” seklinde rapor edilir
(Kiyan., 1999). Ureme oldugunda koloniler, biiyiikliik, goériiniim ve pigment
bakimdan incelenerek boyanma Ozellikleri arastirilir. Tiir saptama i¢in gerekli
incelemeler tamamlanir (Bilgehan., 2002). M. tuberculosis, Lowenstein Jensen
besiyerinde ikinci- iigiincii haftalarda kabarik, piirtiiklii, diizensiz kenarl, deve tlyii

renginde, sarimsi beyaz koloniler olusturur.

Lowenstein Jensen besiyerinde Mycobacterium tuberculosis kolonilerinin

goriintimi Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’te verilmistir.

Sekil 2.3. Lowenstein Jensen besiyerinde Mycobacterium tuberculosis

kolonilerinin ~ uzaktan  goOrlinlimi  (http://rhsm.saglik.gov.

tr/bolumler., 2005)


http://rhsm.saglik.gov.%20tr/bolumler
http://rhsm.saglik.gov.%20tr/bolumler
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Sekil 2.4. Lowenstein-Jensen besiyerinde Mycobacterium tuberculosis
kolonilerinin yakindan goriiniimii  (http://www.textbook of

bacteriology.net/tuberculosis.html.,2005)

Kiiltiir pozitifligi koloni sayisina gore yari-kantitatif olarak ifade edilir ve

Tablo 2.5’te belirtildigi gibi rapor edilir (Kiyan., 1999).

Tablo 2.5. Kiiltiir pozitifliginin degerlendirilmesi (Kiyan., 1999).

Koloni Sayis1 Degerlendirme
50 koloniden az liremede Koloni sayis1 bildirilir
50-100 koloni (+)
100-200 koloni (++)
200-500 koloni (+++)
500 koloniden daha fazla koloni (++++)

2.4.5. Kiiltiir Yapilmadan Basil Saptanmasi

Mikroskopla inceleme ve kiiltiir gibi klasik tan1 yontemleri, mikobakterilere
bagli enfeksiyonlarin tanisinda 6nemini eskisi gibi korumaktadir. Fakat bu yontemler
oldukca uzun zaman almakta ve yeni etkenlerin tamimlanmasinda yetersiz
kalabilmektedir. Molekiiler yontemler olduk¢a hizli olmalari ve tanimlama

araliklarinin genisligi nedeniyle mikobakteri enfeksiyonlarinin tanisinda da yaygin


http://www.textbook/

64

kullanim alan1 bulmustur. Mikobakteri enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan

molekiiler yontemlerin amact;

e Mikobakterilerin klinik 6rneklerde varliginin saptanmasi,

e Klinik 06rneklerde bulunan veya Kkiiltiirde iiretilen bakterilerin tiirlerinin
saptanmasi veya tiplendirilmesi,

e Mikobakterilerin ilaglara direncli olup olmadiklarinin arastirilmast,

e Molekiiler epidemiyolojik arastirmalar ile mikobakteri enfeksiyonlarinin

kaynaginin ortaya ¢ikartilmasidir (Sani¢ ve Eroglu., 2003).

Yayma pozitif olgularda molekiiler yontemlerin duyarliligi ve ozgiilligi
%95’ten fazladir. Molekiiler yontemlerin pahali olmasi, 6zel laboratuvar donanimi
gerektirmesi ve yayma negatif olgularda duyarliligin daha diisiik (%50-70) olmasi
diger alternatif yontemler {izerindeki arastirmalarin da siirdiiriilmesine yol agmigtir

(Siiriiciioglu., 2004).

Tiiberkiiloz tanisinda serolojik testlerin kullanilmasina uzun zaman Once
baslanilmis olmasma ragmen, bu testler giinliik uygulamalarda yer alabilecek

etkinligi gdstermemistir.

Seroloji, 6zellikle klinik ve radyolojik tiiberkiiloz bulgular1 olmayan hastalarin
hizli tanisint saglar. Radyolojik bulgular doku hasarindan sonra ortaya cikarken,
hastaligin basinda iiretilen antikorlar serolojik olarak erken tani koydurabilir. Ayrica,
cocuklarda, serumun elde edilmesi balgamdan daha kolay oldugu ig¢in tercih
edilmektedir. Seroloji, akciger disi tiiberkiiloz tanisina da yardimcidir. BCG ile
asilananlarda gelisen hiicresel yanittan etkilenmemesi de 6nemli bir avantajdir. Bu
testlerin dezavantajlari; yiiksek enfeksiyon hizi olan iilkelerdeki hastalarda, AIDS’li
ve yayma negatif hastalarda duyarliliginin diisiik olmasidir. Ayrica, pahali, deneyimli
personel gerektiren ve M. tuberculosis ile tiiberkiiloz dis1 mikobakterileri her zaman
birbirinden ayirt ettiremeyen testlerdir. Serolojik testlerin ¢ogu, tarama amaci ile

kullanilabilecek yararli testlerdir (Ozerol., 2003).
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2.5. Epidemiyoloji ve Korunma

Diinya genelinde tiiberkiiloz hastaligi artmaktadir. Diinya niifusunun {igte
birisinin yani yaklasik 2 milyar kisinin tiiberkiiloz basili ile enfekte oldugu ve yilda
yaklasik 2 milyon insanin tiiberkiiloz hastaligindan 6ldiigii tahmin edilmektedir.
Damlacik yoluyla bulagsma kolaylig1 nedeniyle, kalabalik yasam sartlarinda olanlar
ve dogal direnci diisiik olan toplumlar, tiiberkiilozun hizl1 yayilmasinda en 6nemli iki

etkendir (Bilgic., 2003).

Tiberkiilozun epidemiyolojisinin temelinde tarama ve yeni olgular1 ortaya
cikarma vardir. Taramanin amaci enfekte ve aktif hastaligi olan kisileri bulmaktir
(Kiyan., 1999).

Son yillarda diinyada tiiberkiiloz insidansindaki artis su faktorlere baglanmigtir.

e Saglik politikalarinda tiiberkiiloza veterli dnemin verilmeyisi:

Ozellikle az ve orta gelismis iilkelerde tiiberkiiloz kontroliine yeterli 6denek ve
dikkatin verilmeyisi nedeni ile iyilesme hizlar1 %50’lerin altina diismiistiir. Bunun
sonucu olarak kroniklesen ve siirekli basil sagarak toplumu enfekte eden kisi sayisi

artmigtir.

e Demografik degisiklikler:

Son 30 yilda c¢ocuk oliimlerindeki azalma sonucu geng eriskin niifus
sayisindaki artis nedeni ile, cocuklukta tiiberkiiloz basili ile enfekte olmus ve
dolayistyla %10 oraninda hastalanma sansit olan kisi sayisinda artis meydana

gelmistir.

e HIV epidemisi:

HIV, 6zellikle Asya ve Afrika’da tiiberkiilozda durumun kotiilesmesine 6nemli

katkida bulunmustur. HIV ile enfekte kisilerde tliberkiiloz basilini tasiyorsa
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hastalanma sanslar1 yilda %5-10 gibi ¢ok yiiksek degerlere ¢ikmaktadir. Bu da geng

ve orta yas eriskinlerde tiiberkiiloz hastalig1 ve buna bagli 6liimleri arttirmaktadir.

o Sosvyo-ekonomik kosullarda kotiilesme:

Son 10 y1l i¢inde en az gelismis kabul edilen iilke sayis1 iki katina ¢ikmistir. Bu
da tiiberkiiloz kontroliine ayrilan kaynaklarin kisitlanmasina yol agmistir. Cesitli
nedenlerle goglerin artisi da tiiberkiilozun yayilmasinda onemli bir etken haline

gelmistir.

Biitiin bu gelismelerin sonucunda diinya yirmibirinci ylizyillda eskiden
oldugundan daha ciddi tiiberkiiloz sorunu ile karsi karsiya gelmistir ve balgam
yaymast (+) olgu sayis1 artmistir. Cok Onemli tiiberkiiloz ilaglari olan INH veya
Rifampisine veya her ikisine karsi diren¢ 6nemli oranlara ulasmistir. Tedavi
edilemeyen olgular ilaglara duyarl basiller ile bagka kisilerin enfekte olmalarina
neden olup sonra da Olmekte iken, yetersiz tedavi edilen olgular uzun siire
yasamakta, fakat kroniklesip direngli basille ¢ok sayida kisiyi enfekte etmektedirler
(Kiligaslan., 2002).

Tiirkiye’de veremle savas Prof. Dr. Besim Omer Pasa tarafindan 1918 yilinda
baslatilmistir. Genis ¢apli kitle taramasi ve asi ¢calismalar: 1953-1956 yillari arasinda
yapilmis ve bu donemde taranan kisilerin %56’simin tiiberkiiloz basilleri ile enfekte
oldugu belirlenmistir. Ayn1 oran 1980’li yillarda %36’ya diismiistiir. Mortalite orani
1945 yilinda ylizbinde 262; 1960 yilinda yiizbinde 55 ve 1982 yilinda yiizbinde 8
olarak belirlenmistir. 1950’li yillardaki 6liim nedenleri arasinda ilk sirayr alan

tiiberkiiloz, glinlimiizde dokuzuncu sirada yer almaktadir.

Tiiberkiilozda koruma ¢aligmalarinda iki temel yaklagim bulunmaktadir;

1) Birincil koruma; heniiz tiiberkiiloz basili ile karsilasmamus kisilerde, tiiberkiiloz

gelisimini dnlemek amaciyla uygulanir. Bunun i¢in iki yontem uygulanmaktadir.

a) Tiberkiilozlu hastalarin Ozellikle de akciger tiiberkiilozlu hastalarin erken

donemde belirlenerek, etkin bir sekilde tedavi edilmesiyle kaynak olgularin sayisinin
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azaltilip bu sekilde enfekte olmamus kisilerin tiiberkiiloz basili ile karsilagma riskinin

azaltilmasi,

b) BCG ile asilama; hastalik yapma giiclinii kaybetmis fakat, canliligin1 koruyan bir
M.bovis susu ile hazirlanmis asiyr uygulayarak heniiz enfekte olmamis kiside
tiiberkiiloz basiline kars1 koruyucu bagisiklik olusturulmasiyla, bu kisinin tiiberkiiloz
basili ile karsilasmasi durumunda enfeksiyon ve hastalik gelisiminin dnlenmesine

yardime1 olunmasidir (Kiyan., 1999).

BCG asis1, ¢cocukluk donemindeki miliyer ve menenjit gibi ciddi tiiberkiiloz
sekillerinden koruyucu oldugundan, iilkemizde BCG asis1 genisletilmis bagisiklama

programinin bir parcasi olarak uygulanmaktadir.

Ulkemizde tiiberkiiloz hastalarinin temaslilari, hapisanede bulunanlar ve saglik
calisanlarinin risk grubu olusturdugunu gosterir arastirmalar bulunmaktadir.
Yurtdisinda evsizler, bakim evlerinde, huzur evlerinde, alkol-ila¢ bagimlilig1 tedavi
merkezlerinde yasayanlar, damardan uyusturucu kullananlarin risk grubu

olusturduklart gosterilmistir.

Risk gruplarinda tarama yapma gorevi, tilkemizde Verem Savas
Dispanserlerinindir. Ucretsiz yiiriitiiliir. Risk grubu olarak kabul edilen topluluklarda
aktif tarama yapilmasi gereklidir. Tarama ve tiiberkiiloz hastalig1 tanis1 konulanlar

tedaviye alinir.

Tiiberkiiloz hastalarinin izlendigi kurumlarda bulagsmanin Onlenmesi i¢in
gerekli onlemler alinmalidir. Yontemle ilgili 6nlemler, mithendislik dnlemleri ve
maske kullanimi gereklidir. Kurumlarda bulasmanin 06nlenmesi igin alinan,
onlemlerin etkili oldugu gosterilmistir. Ozellikle tiiberkiiloz hastalarma sik tani
konulan hastaneler, dispanserler ve diger kurumlarda bulagsmayr oOnleyici

uygulamalarin yapilmasi 6nemlidir (Bilgic., 2003).

2) Ikincil koruma: Enfekte olan kisilerde hastalik gelismesinin énlenmesi amaciyla,

genellikle INH verilerek enfeksiyonun klinik hastaliga doniismesinin engellenmesi

saglanir. Hasta olmayanlardan, tliberkiilin cilt testi konversiyonu saptananlara, sekel
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lezyonu olanlara, 35 yas alt1 temaslilarin, tiiberkiilin deri testi pozitif 5 yas altindaki
cocuklarin koruyucu tedavi almalar1 gereklidir. Koruyucu tedavi ile enfekte kisilerin
%60-90 oraninda hastalanmalar1 6nlenmektedir. 6-9 ay siireyle verilen INH ile
hastaliktan koruyucu etkinin 19 yila kadar siirdiigii bilinmektedir (Kiyan., 1999;
Bilgig., 2003).
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3. GEREC VE YONTEM

187 balgam, 2 idrar, 1 transbronsiyal aspirat, 9 bronkoalveolar lavaj (BAL) ve
1 aglik mide sivisindan olusan toplam 200 drnekten yapilan bu calisma, Istanbul
Stireyyapasa Giuiglis Kalp ve Damar Hastlaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi

Bakteriyoloji Laboratuvarinda yiiriitiildii.
3.1. Arac - Gerecler

3.1.1. Kullamilan Besiyeri, Kimyasallar ve Kitler

a) Lowenstein-Jensen kiiltiir besiyeri (Salubris A.S.),
b) Steril 500 mI’lik distile Su (Eczacibast A.S.),
¢) NaOH (Sigma, Germany),

d) HCI (Sigma, Germany),

e) Brom-timol mavisi (Merck, Germany),

f) Bazik fuksin (toz) (Panreac, Spain),

g) Fenol (Atabay A.S),

h) Metilen mavisi (toz) (Merck, Germany),

1) Imersiyon yag1 (Merck, Germany),

1) Mycoprosafe kiti (Salubris A.S.),

j) Distile su,

k) % 90-95’ lik Etil alkol,

1) Dezenfektan ¢ozelti.

3.1.2. Araclar

a) Otomatik pipetler (1000ul’lik),

b) Santrifiij (rotor yarigap1 20 cm) (Hermle Z 400),
¢) Santrifiij,

d) pH — metre (Lutron — YK — 21, Taiwan),

¢) Vorteks,

f) Isik mikroskobu (Olympus)
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g) Etiiv

h) Hassas Terazi
1) Otoklav

1) Buzdolab

3.1.3. Cam ve Diger Malzemeler

a) Steril kapakli 10 mI’lik (1,5 cm ¢apli) polietilen tiip,
b) Steril cam balon (1000 ml, 500 ml, 100 ml),
¢) Steril beher (100 ml, 500 ml, 1000 ml),

d) Steril plastik pipet uclari,

e) Damlalik (plastik),

f) Enjektor,

g) igne ve halka &ze,

h) Atik kabi,

1) Eldiven ve maske,

1) Steril gazl bez,

j) Bolmeli sepet.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Yontem

Laboratuvara gonderilen hastalara, idrar 6rneginin temizlik yapildiktan sonra,
sabah ilk idrari, steril kaplara alarak laboratuvara ulastirmalari, balgam 6rneginin ise
sabah agiz temizligi yapildiktan sonra Oksiiriilerek ¢ikartilan balgam olmasi ve steril
kaplarda laboratuvara getirmeleri bildirildi. Ag¢lik mide sivist bekletilmeden
calismaya alindi. Diger Ornekler ya enjektorde ya da steril kapakli cam veya

polietilen tiiplerde laboratuvara ulastirildi.

Toplanan bu 6rnekler dogrudan yayilip EZN boyama yapilarak mikroskopta
incelendi. Gelen klinik 6rnegin yaris1 Modifiye Petroff yontemi ile diger yaris1 da
NaOH + N — Asetil L — Sistein (NaOH — NALC) yontemi temel alinarak hazirlanmis
Mycoprosafe kiti (Salubris A.S) ile homojenize ve dekontamine edilerek islendi. Her

iki yontemle islenmis orneklerin, pH’> lar &lciildii ve kaydedildi. Islenmis



71

orneklerden preparat hazirlandi ve EZN boyama yontemiyle boyandi. Her iki
yontemle islenmis Ornekler steril pipet uclar1 kullanilarak, otomatik pipet ile ikiser
adet Lowenstein Jensen (Salubris A.S) besiyerine 300’er pl inokiile edildi. 24 saat
37 °C’ de etiivde yatik pozisyonda bekletildikten sonra, dikey pozisyona alinarak, 37°
C’ de 50 giin boyunca izlendi. Her iki grubun kiiltiirlerinde kiiltiir kontaminasyonu
olanlar saptandi. Ureme goriilen tiiplerdeki kolonilerden EZN boyama yapildiktan
sonra kolonilerin sayis1 ve kolonilerin ilk goriildiigli giin not edildi. Buna gore iireme
stiresi hesapland1 ve not edildi. 50 giin boyunca iireme goriilmeyen tiiplerden
preparat yapilarak, EZN boyama yoOntemi uygulandi. Mikroskopta incelendi ve

sonuclar not edildi.
3.3. Ziehl — Neelsen (EZN) Boyama Yontemi

3.3.1. Kullamlan Boya Eriyikleri ve Renksizlestirme Isleminde

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Karbol Fuksin: 3 g bazik fuksin, %90-95’lik 10 ml etanolde ¢dziinerek, lizerine 90
ml’lik %5°lik fenol ¢ozeltisi eklendi (%5’°lik fenol: 100 ml distile suda, 5 g fenol

kristalleri ¢oziildii).

%3’1liik Hidroklorik asit (HCI) — Alkol ¢cozeltisi:
Konsantre HCl: 3 ml
% 95 lik etil alkol: 97 ml

Konsantre hidroklorik asit, etil alkol iceren siseye azar azar eklendi. Oda sicakliginda

muhafaza edildi.

Metilen Mavisi: 0,3 g metilen mavisi, 100 ml distile suda ¢oziildii (Koneman et al.,

1997).

3.3.2. Boyama YontemininUygulanmasi

1) Calismaya alinan tiim 6rneklerden aside direngli boyama ydntemi i¢in preparat

hazirlandi. Bunun ig¢in; idrar gibi 6rnekler 3500 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij
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edildikten sonra tist sivilar1 atilip dip c¢okeltiden, balgam Orneginin ise partikiilli,
varsa nekroze doku iceren koyu renkli bolgelerinden rodajli lama kalin olmayacak
sekilde yaymalar1 yapildi ve havada kurutuldu.

2) Alevden 3 defa gegirilirek tespit edildi.

3) Yiizeylerini kaplayacak sekilde Ziehl — Neelsen Karbol Fuksin boyas1 dokiildii.
Boyanin kaynamamasina 6zen gosterilerek preparatlar alttan 1sitildi.

4) Boya dokiildii. Distile su ile yikandi. Asit alkol ile renksizlestirme islemi yapild,
yikandi.

5) Preparatlarin {izerine zit boya olarak metilen mavisi dokiildii. 30 saniye beklendi.
Yikanan preparat, kurutularak immersiyon objektifinde incelendi.

6) Mavi zeminde kirmizi basillerin goriilmesi ARB pozitif olarak degerlerdirildi.
Preparatlarin degerlendirilmesinde 300 saha incelendi ve Tablo 3.1'deki Olgiitlere

gore degerlendirme yapildi.

Tablo 3.1. Dogrudan boyali preparatlarin EZN yontemine gore degerlendirilmesi ve

rapor edilmesi (Kiyan., 1999).

EZN yontemi
Sonu¢ Aside direncli basil sayisi/Mikroskop
alanm
ARB goriilmedi ( -) 0
Stipheli (Yeni ornek ile tekrar edilmeli) 1 —2/300 alan
+ 1-9/100 alan
++ 1-9/10alan
+++ 1-9/1alan
++++ >9 /1 alan

3.4. Homojenizasyon ve Dekontaminasyon Yontemleri

Klinik 6rneklerin yarisi hastane laboratuvarinda kullanilmakta olan Petroff’un
modife edilmis NaOH dekontaminasyon — homojenizasyon yontemi uygulanarak
islendi. Diger yaris1 da NaOH + N — Asetil L — Sistein (NaOH + NALC)

dekontaminasyon ve homojenizasyon yoOntemi temel alinarak hazirlanmis bir
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dekontaminasyon ve konsantrasyon kiti (Mycosrosafe — Salubris A.S) kullanilarak

homojenize ve dekontamine edildi.

3.4.1. Modifiye Petroff NaOH Dekontaminasyon ve Homojenizasyon

Yontemi

3.4.1.1. Kullamilan Cozeltilerin igerigi ve Hazirlanmasi

%4’lik NaOH: 40 g NaOH tanecikleri
1000 ml distile su
NaOH, distile suda eritildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

2 N HCI ¢ozeltisi
%36- 37’ lik HCI (konsantre HCI) 33 ml
Distile su 200 ml

33 ml HCI, 200 ml distile suya yavas yavas eklendi; otaklavda 121°C de 15 dakika

sterilize edildi.

Brom-Timol Mavisi Ayiract Cozeltisi: 0,5 g brom-timol mavisi
125 ml %95’ lik etil alkol
500 ml distile su

Cozelti iyice eriyinceye kadar karistirildi, renkli siselerde ve oda sicakliginda

saklanda.

3.4.1.2. Balgam, Bronkoalveolar Lavaj (BAL), Achk Mide Sivisi ve

Transbronsiyal Aspiratlarda Yontemin Uygulanmasi

1) 10 ml’lik santrifiij tiipiine yaklasik 2 ml 6rnek eklendi. Uzerine 6rnegin 2 — 4 kati
kadar %4’liikk NaOH eklendi.

2) Oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

3) Uzerine 10 m1’ye tamamlanacak sekilde steril distile su eklendi.

4) 3000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij edildi; iist sivi dezenfektan igeren kaba
dokiildii.
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5) Cokeltiye bir damla brom-timol mavisi ayiract ¢ozeltisinden damlatildi. 2N HCI
ve %4’lik NaOH c¢ozeltilerinden damla damla eklendi ve her damladan sonra renk
degisikligini (agik mavi veya yesil) gozlemek icin ¢alkalandi ve ¢okeltinin pH’s1
ayarlanmaya calisildi (Unat., 1982).

3.4.1.3. idrar Orneklerinde Yontemin Uygulanmasi

1) Idrar, 3000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki s1v1 dezenfektan
iceren kaba atild1. Cokeltiye, klinik 6rnegin 2-4 kat1 kadar %4’°liik NaOH eklendi.

2) Oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

3) Uzerine 10 ml’ye tamamlanacak sekilde steril distile su eklendi.

4) 3000 devir/dakika hizla 15 dakika santrifiij edildi, iist sivi dezenfektan iceren kaba
dokiildii.

5) Cokeltiye bir damla brom-timol mavisi ayiraci ¢ozeltisi damlatildi. 2 N HCI ve

%4°1liik NaOH kullanilarak ¢okeltinin pH’s1 ayarlanmaya ¢alisildi (Unat., 1982).
3.4.2. Mycoprosafe Kiti ile Dekontaminasyon ve Konsantrasyon

Calismada NaOH + N — Asetil L — Sistein (NaOH + NALC) yontemi temel
almarak hazirlanmis dekontaminasyon ve konsantrasyon kiti Mycoprosafe (Salubris

A.S) kullanilda.

Kit Icerigi;

¢ | adet 50 ml polipropilen tiip icerisinde yaklasik 40 mg N-Asetil L-Sistein ve
4 mm c¢apinda cam boncuklar,

o] adet 10 ml plastik tiip icerisinde %3 Sodyum Hidroksit ve %1,47
Trisodyum Sitrat .3H,0 ¢ozeltisi,

e 1 adet 50 ml polipropilen tiip igerisinde 0,067 M fosfat tamponu ¢ozeltisi
(Na, HPO4 + KH;, PO4 pH 6,8),

¢ 200 mI’lik polipropilen sisede dezenfektan ¢ozelti (%2,5 sodyum hipo-klorit)
(Her 6rnek tiipii i¢in yakalgsik 10 ml kullanilir).
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3.4.2.1. Balgam, Bronkoalveolar Lavaj (BAL), Achk Mide Sivisi ve
Transbronsiyal Aspiratlarda Uygulama

1) Ornekler Modifiye Petroff yonteminde kullanilana esit miktarda olacak sekilde
cam boncuklu tiip icine alindi.

2) Bu tiipe Sodyum Hidroksit — Sodyum sitrat ¢ozeltisinden yaklasik bire bir
oraninda eklendi. Tiipiin kapagi sikica kapatildi.

3) Vorteksle galkalayarak Ornegin homojenize olmasi saglandi. 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

4) Ornek tiipiiniin 50 ml c¢izgisine gelecek sekilde fosfat tamponu c¢ozeltisi
dolduruldu (Artan fosfat tamponu ¢ozeltisi diger basamaklar i¢in saklandz).

5) Tipler 15 dakika 3500 devir/dakika hizla (rotor yarigapi 20 cm olan satrifiijde)
gevrildi.

6) Ust s1v1, dezenfektan igeren kaba, cam boncuklar dokiilmeyecek sekilde dikkatlice
bosaltildi.

7) Artan fosfat tamponu ¢ozeltisi, 6rnek tiipiine 5 ml ¢izgisine erisene dek eklendi.
Cam boncuklar arasinda kalan ¢okelti vorteksle ¢alkalanarak yeniden siispansiyon

haline getirildi.
3.4.2.2. idrar Orneklerinde Uygulama

1) idrar 6rnegi toplama kabindan cam boncuklu tiip icerisine aktarildi (Idrar 50 ml
cizgisine kadar doldurulabilir).

2) Tiipler 15 dakika 3500 devir/dakika hizla (rotor yarigapt 20 cm olan satrifiijde)
cevrildi.

3) Ust s1vi, dezenfektan iceren kaba dikkatlice dokiildii. Cam boncuklarin iizerine
yaklagik 3 ml Sodyum Hidroksit — Sodyum Sitrat ¢ozeltisi eklendi. Tiipiin agz1 sikica
kapatildi.

4) Vorteksle calkalayarak Ornegin homojenize olmasi saglandi. 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

5) Ormnek tiipiinin 50 ml ¢izgisine gelecek sekilde fosfat tamponu ¢dzeltisi

dolduruldu (Artan fosfat tamponu ¢ozeltisi diger basamaklar i¢in saklandi).
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6) Tiipler 15 dakika 3500 devir/dakika hizla (rotor yarigapir 20 cm olan satrifiijde)
cevrildi.

7) Ust s1v1, dezenfektan iceren kaba, cam boncuklar dokiilmeyecek sekilde dikkatlice
bosaltildi.

8) Artan fosfat tamponu ¢ozeltisi, 6rnek tiipline 5 ml ¢izgisine erisene dek eklendi.
Cam boncuklar arasinda kalan ¢okelti vorteksle ¢alkalanarak yeniden siispansiyon

haline getirildi.
3.5. pH Ol¢iimii

Her iki homojenizasyon dekontaminasyon yontemiyle islenmis 6rnekler kiiltiir
besiyerine ekimleri yapilmadan once pH’larit olgiilerek not edildi. Bunun igin
yaklagik 500 pl isleme iirlinii, steril pipet uclar1 kullanilan otomatik pipetle yaklasik
5 ml steril distile su i¢eren tiipe aktarildi. Tiipiin agz1 kapatilip karistirildiktan sonra,
tiipiin kapag1 acilarak pH-metre ile 6rneklerin pH’lar1 6lgiilerek not edildi. pH-metre

ile her 6l¢iimden sonra pH-metre distile su ile yikandi ve steril gazli bez ile silindi.

3.6. Homojenizasyon-Dekontaminasyon Sonrasi Islenmis

Orneklerden EZN Boyama

Her iki yontemin igleme iiriinlerinden birka¢ 6ze alinip rodajli lama yayilarak
preparat yapildi. Yayma havada kurutuldu, EZN boyama yontemi ile boyandi ve
mikroskopta immersiyon objektifinde incelendi. Kirmizi basillerin goriilmesi ARB
pozitif olarak degerlendirildi. Preparatlarin degerlendirilmesinde 300 saha incelendi

ve Tablo 3.1’ deki olgiitlere gore degerlendirildi ve not edildi.
3.7. Lowenstein — Jensen Kiiltiir Besiyerine Ekim

Her iki yontemle islenmis Ornekler, yatik olarak hazirlanmis ikiser adet
Lowenstein-Jensen besiyerine (Salubris A.S), steril pipet ucu kullanilan otomatik
pipetle 300’er ul ekildi. Uygun bigimde kapaga temas etmeyecek sekilde besiyerinin
icindeki sivinin, besiyerinin yiizeyine yayilmasi saglandi. Ekim yapilan tliplerdeki

besiyerleri 1 giin yatik halde 37° C’deki etiivde inkiibe edildi. 24 saat sonra dik
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olarak, sepetlere yerlestirilerek, 37° C’de etiivde 50 giin siireyle izlendi. Yapilan
kiiltir  kontrollerinde  kiiltiir ~kontaminasyonu olanlardan  (kiiltiir  besiyeri
bozulanlardan) ve iireme olan tiiplerdeki kolonilerden EZN boyama ydntemiyle
boyandi. Mikroskopta immersiyon objektifinde incelendi ve sonuglar not edildi.
Kolonilerin ilk goriildiigii glin ve koloni sayilar1 Tablo 2.5’e¢ gore not edildi. Ekim
giinii ile koloni veya kolonilerin ilk goriildiigli giin arasindaki fark iireme stiresi
olarak not edildi. 50 giin sonunda iireme goriilmeyen tiiplerden yayma yapilarak,
EZN boyama yontemiyle boyandi ve mikroskopta immersiyon objektifinde incelendi
ve ARB negatif olan sonuglar, iireme olmadi anlaminda “negatif’ olarak

degerlendirildi.
3.8. istatistiksel Hesaplamalar

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 10.0 programi
kullanild1. Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayict istatistiksel yontemlerin
(Ortalama, Standart sapma, frekans dagilimi) yanisira niceliksel verilerin
karsilastirilmasinda normal dagilim gosteren parametrelerin  degerlendirmeleri
“oneway anova test” ve “student t test”; grup i¢i karsilastirmalarinda “paired sample
t” testi kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise “McNemar” testi ve tani
tarama testleri (duyarlilik, 6zgiilliik vb.) ve Ki-kare testi kullanildi. Sonuglar %

95’lik  gliven araliginda, anlamhlik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Toplam 200 olgu iizerinde yapilan ¢alismada modifiye Petroff 6rnek isleme
yonteminde pH Olgiimleri 7,01 ile 12,50 arasinda degismekte olup ortalama
9,63+£1,49; NaOH + N-Asetil L-Sistein (NaOH + NALC) yontemi temel alinarak
hazirlanmis bir dekontaminasyon ve konsantrasyon kiti (MycoProSafe) ile isleme
yontemindeki pH oOlgiimleri ise 7,07 ile 10,30 arasinda degismekte olup ortalama
7,82+0,52°dir. Modifiye Petroff yontemi ile islenip, Lowenstein Jensen besiyerinde
tireme olan olgularda iireme giinleri 5 ile 42 giin arasinda degismekte olup ortalama
20,54+7,42 giin; MycoProSafe ile igslenmis olgularda ise 5 ile 38 giin arasinda
degismekte olup ortalama 18,31+6,20 giindiir.

Tablo 4.1. Olgularin dogrudan, isleme sonras: mikroskobik inceleme ve Kkiiltiir

besiyerinde iireme olup olmama durumuna goére degerlendirilmesi

Sonug n: Olgu sayisi %
- 148 74,0
+ 20 10,0
Dogrudan Mikroskobik ++ 19 9,5
inceleme +H+ 9 4,5
-+ 4 2,0
Toplam pozitif 52 26,0
- 145 72,5
+ 26 13,0
PETROFF sonrasi ++ 11 5,5
Mikroskobik Inceleme - 11 5,5
4+ 7 3,5
Toplam pozitif 55 27,5
- 140 70,0
+ 15 7,5
MYCOPROSAFE
. . ++ 11 5,5
Sonrasi Mikroskobik
. +++ 14 7,0
Inceleme
++ 20 10,0
Toplam pozitif 60 30,0
o Kiiltiir (-) 124 62,0
PETROFF Kiiltiir —
Kiiltiir (+) 58 29,0
Sonuclar: — .
Kiiltiir Kontaminasyonu 18 9,0
Kiiltir (-) 114 57,0
MYCOPROSAFE e
R Kiiltiir (+) 69 34,5
Kiiltiir Sonuglar: e -
Kiiltiir Kontaminasyonu 17 8,5
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Tabo 4.1’ de klinik 6rneklerden yapilan yaymalarin dogrudan EZN boyama
sonuglarinin dagilimlar1 dogrudan mikroskobik inceleme ile olgularin % 74,0’1 ARB
negatif (-), % 10,0°1 (+), % 9,5’1 (++), %4,5’1 (+++) ve % 2,0’1 (++++) bulunmustur.
Modifiye Petroff yontemi ile islenmis drneklerden yapilan yaymalarin EZN boyama
sonuglarinin mikroskobik inceleme sonuglarinin dagiliminda ise 6rneklerin %72,5’1
negatif % 13,0’1 (+), % 5,5’1 (++), %5,5’1 (+++) ve % 3,5’1 (++++) bulunmustur.
Mycoprosafe kiti ile islenmis Orneklerden yapilan yaymalarin EZN boyama
sonuclarinin mikroskobik incelemesinde 6rneklerin % 70,01 negatif, % 7,51 (+), %
5,5%1 (++), %7,0’1 (+++) ve % 10,0’1 (++++) seklindedir. Modifiye Petroff yontemi
ile islenen olgularda Lowenstein Jensen Kkiiltiir besiyerinde drneklerin %62,0’1inda
kiiltiir sonucu negatif (iireme olmadi), %29,0’1nda kiiltiir sonucu pozitif (iiredi) ve %
9,0 oraninda kiiltiir kontaminasyonu saptanmistir. Mycoprosafe kiti ile islenen
orneklerin ise %57,0’sinde kiiltiir sonucu negatif (lireme olmadi); %34,5’inde kiiltiir

sonucu pozitif (iiredi) ve % 8,5 inde kiiltiir kontaminasyonu saptanmaigtir.

Olgularin dogrudan mikroskobik inceleme sonug¢larinin dagilimi Grafik 4.1°de
gosterilmistir. Petroff ve Mycoprosafe ile 6rneklerin islenmesi sonras1 mikroskobik
inceleme sonuclarinin dagilimlart Grafik 4.2’de, Petroff ve Mycoprosafe kit
kullanilan  yontemlere gore kiiltiir sonuglarmin  dagilimlar1  Grafik  4.3’te

gosterilmistir.

Dogrudan Mikroskobik inceleme

(+++) (+H+++)
45% 2,0%

()
74,0%

Grafik 4.1. Olgularin dogrudan mikroskobik inceleme sonuglarinin dagilim
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Grafik 4.3. Petroff ve Mycoprosafe kit kullanilan yontemlere gore kiiltiir

sonuglarinin dagilimlari
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Tablo 4.2. Petroff ve Mycoprosafe sonrasi mikroskobik inceleme sonuglarinin
degerlendirilmesi
PETROFF MYCOPROSAFE Sonrasi Mikroskobik inceleme
Sonrasi p; test
. . +H (++H (+++H) . .
Mikroskobik -) ) Toplam degeri
inceleme n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
n8 L 140067000 | 3ALS) | - | 1%05) | 1040.5) |145(%72.5)
0
n((j/i) ; 12(%6,0) | 6(%3.0) | 5(%2.5) | 3(%1.5) | 26(%13,0)
++
lf (%)) ; | A0R2.0) | 40%62,0) | 30415 | 11%5.9) | vine2ss.0
+++ )
(n % )) - - - 4(%2,0) | 7(%3.,5) | 11 (%5,5) |p:0,001**
(++++) ] ] o ] o o
n(%) 1(%0,5) 6(%3,0) 7(%3,5)
Toplam o o o o o (1)
n(%) 140(%70,0) | 15(%7,5) | 11(%5,5) | 14(%7,0) | 20(%10,0) | 200(%100)
0
** p<0,01 MN: Mc Nemar Testi n:Olgu Sayist

Tablo 4.2°ye gore Petroff ve Mycoprosafe ile islenen 6rneklerin mikroskobik

inceleme sonuglarinin degerlendirilmelerinde anlamli farklilik bulunmustur (p<0,01).

Petroff sonras1 mikroskobik incelemede ARB negatiflerin oram1 % 72,5 iken,

Mycoprosafe’de bu oran % 70 olarak saptanmistir; Mycoprosafe sonrast mikroskobik

incelemede 200 ornekten 60 Ornekte (%30) pozitiflik saptanirken, Petroff sonrasi

mikroskobik inceleme de 55 ornekte (% 27,5) pozitiflik saptanmistir. Her iki

yontemde de mikroskobik inceleme sonrasi incelemelerde pozitif bulunan olgularin

kendi aralarinda pozitiflik derecelerinin degerlendirilmesine gore; (+) goriilme orani

Petroff ta %13,0 iken, Mycoprosafe’de bu oran % 7,5’tir; (++) goriilme orani Petroff

ta %S3,5 iken, Mycoprosafe’de % 5,5’tir; (+++) goriilme oran1 Petroff ta %5,5 iken,

Mycoprosafe’de bu oran % 7,0’dir; (++++) goriilme oram1 Petroff ta %3,5 iken,

Mycoprosafe’de bu oran %10’dur. (++++) ve (+) olgulardaki farklar dikkat ¢ekicidir.
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Tablo 4.3. Petroff ve Mycoprosafe sonrasi dl¢iilen pH sonuglarinin degerlendirilmesi

pH
Farkin p; test degeri
Ort SD
Ort = SD
PETROFF
9,63 1,49
Sonrasi t:16,491
1,81 £1,55
MYCOPROSAFE p:0,001%*
7,82 0,52
Sonrasi
**p<0,01 t: Paired Sample Testi
Ort: Ortalama SD: Standart Sapma

Tablo 4.3 te, Modifiye edilmis Petroff yontemine gore klinik 6rneklerin isleme
tirtinlerinden oSlgiilen pH sonuglari, Mycoprosafe kiti ile isleme sonrasi ol¢iilen pH
sonuglarindan anlamli diizeyde yiiksek olarak saptanmistir (p<0,01).Petroff ve

Mycoprosafe’in pH farklari ise ortalama olarak 1,81 & 1,55 olarak saptanmastir.

Modifiye edilmis Petroff yonteminde klinik 6rneklerin isleme tirlinlerinden 8

ve lizeri Ol¢lilmiis pH degerlerine sahip olgu sayist 163, Mycoprosafe’de 49°dur.

Petroff ve Mycoprosafe ile isleme sonras1 drneklerden dlgiilen pH degerlerinin

karsilagtirilmasi Grafik 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.4. Petroff sonras1 Olciilen pH degeri araliklarina gore kiiltiir sonuglar1 ve

ortalama lireme stirelerinin dagilim

PETROFF Sonrasi pH Araliklan
10 ve iizeri | p; test
7-8 (n=35) | 8-9 (n=32) | 9-10 (n=36)
(n=79) degeri
n % n % n % n %
PETROFF | .
()| 21 600 14 438| 27 750| 62 785 214,507
Kiiltiir
. *%
Sonuglar1 | () | 14 40,0 18 563| 9 250| 17 215 p:0,002
Ort SD | Ort SD | Ort SD | Ort SD
Ortalama F:3,613
. 19,53 4,50 | 18,27 6,24 | 17,88 5,96 | 25,11 9,26
Ureme Siiresi p:0,019*

F: Oneway Anova testi
*p<0,05 Anlamlt
Ort:Ortalama

$ Ki-kare testi
**p<0,01 Ileri Diizeyde Anlamli

SD:Standart Sapma

n:Olgu Sayis1

Tablo 4.4’de Petroff sonrasi Olciilen pH degeri araliklarina gore kiiltiir
pozitifligi istatistiksel olarak anlaml farklilik géstermektedir (p<0,01). pH aralig1 7-8
ve 8-9 olan olgular yiiksek diizeyde kiiltiir pozitifligi géstermislerdir; pH 9-10 ve pH
10 ve {izeri araliklarda ise kiiltiir negatifligi oranlar1 anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur.

Petroff sonras1 dl¢iilen pH degeri araliklarina gore ortalama iireme siirelerinin
dagilimi istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p<0,05). pH aralig1 8-9
olan olgularn iireme siireleri pH 10 ve tizeri araliga sahip olan olgulara gore anlaml
diizeyde kisa bulunmustur (p:0,027). Diger degerlendirmeler anlamli farklilik

gostermemektedir.
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Tablo 4.5. Mycoprosafe sonrasi Ol¢iilen pH degeri araliklarina gore kiiltiir sonuglari

ve ortalama lireme siirelerinin dagilimi

MYCOPROSAFE Sonrasi pH Araliklar:

10 ve

7.8 p; test
8-9 (n=38) | 9-10 (n=4) | iizeri Seri
(n=138) degeri;
(n=3)
n Y% n % n % | n %
MYCOPROSAFE | (-) | 81 587| 28 73,7 2 50,0 3 100 v:4,933
Kiiltiir Sonuglant [y 57 413] 10 263] 2 500 - - | p:0,177
Ort SD | Ort SD | Ort SD |Ort SD
Ortalama Ureme t:0,908
18,15 6,25|20,10 6,17 14,00 4,24 | - -
Siiresi p:0,367

t: Student t Testi
Ort: Ortalama

SD: Standart Sapma

x*: Ki-kare Testi

n:Olgu Sayist

Ortalama tireme siireleri 7-8 ve 8-9 araligi igin degerlendirilmistir.

Tablo 4.5’te Mycoprosafe sonrasi Olciilen pH degeri araliklarina gore kiiltiir

pozitifligi istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir (p>0,05). pH aralig

8-9 olan olgularda kiiltiir (-) oranlar1 dikkat ¢ekici derecede yiiksek bulunmustur.

Mycoprosafe sonrasit Olclilen pH degeri araliklarina gore ortalama iireme

siirelerinin dagilimi istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir (p>0,05).

Degerlendirme sadece 7-8 ve 8-9 aralig1 i¢in yapilmistir; diger araliklarda olgu sayis1

yetersizdir.
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Tablo 4.6. Petroff ve Mycoprosafe ile islenmis Orneklerin kiiltiir sonuglarinin

dagilimlar
MYCOPROSAFE Kiiltiir Sonug¢lar:
PETROFF Kiiltiir
Kiiltiir (-) | Kiiltiir (+) Toplam
Kiiltiir Sonuclar: Kontaminasyonu
Kiiltiir (-) 107(%53,5) | 13(%6,5) 4(%2,0) 124(%62,0)
Kiiltiir (+) 3(%1,5) 55(%27,5) - 58(%29,0)
Kiiltiir
4(%2,0) 1(%0,5) 13(%6,5) 18(%9,0)
Kontaminasyonu
Toplam 114(%57,0) | 69(%34,5) 17(%8,5) 200(%100)

Tablo 4.6’ da Modifiye Petroff yontemi ile iglenip, Lowenstein Jensen kiiltiir
besiyerinde izlenen olgularda, kiiltiir negatiflik oran1 %62,0 iken, Mycoprosafe’de bu
oran % 57,0’dir; kiiltiir pozitifligi Petroff’ta % 29,0 iken Mycoprosafe’de bu oran %
34,5tir; Petroff’ta kiiltiir kontaminasyonu %9,0 oraninda iken Mycoprosafe’de %
8,5 oranindadir. Calismamizda modifiye edilmis Petroff yontemi ve Mycoprosafe kiti
ile iglenen olgularin her ikisinde de kiiltiir besiyeri kontamine olan 13 hastada (%
6,5), kontaminasyona neden olan suslarin genelde Pseudomonas cinsi bakteriler

oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.7. Petroff ve Mycoprosafe ile islenmis 6rneklerin kiiltiir pozitifligi ve kiiltiir

negatifligine gére dagilimlari

PETROFF MYCOPROSAFE Kiiltiir Sonuclar
Kiiltiir p; test degeri
Sonuclart Kiiltiir (-) Kiiltiir (+) Toplam
Kiiltiir (-) 107(%60,1) 13(%7.3) 120(%67,4)
MN:116,8
Kiiltiir (+) 3(%1,7) 55(%30,9) 58(%32,6) p:0,021%
Toplam 110(%61,8) 68(%38,2) 178(%100)

*p<0,05; MN: McNemar Testi
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Tablo 4.7°de kiiltiir sonuglarina gore Petroff ve Mycoprosafe dagilimlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir (p<0,05). Petroff’ta kiiltiir
pozitiflik oran1 %32,6 iken Mycoprosafe’de bu oran % 38,2 olup daha yiiksek olarak

saptanmistir.

Tablo 4.8. Petroff ve Mycoprosafe ile islenmis 6rneklerin kiiltiirlerinin her ikisinde

de kiltiirii pozitif olan olgulara goére iireme siirelerinin (giin)

degerlendirilmesi
Ureme Siiresi (Giin)
Farkin p; test degeri
Ort SD

Ort:SD

PETROFF 20,74 7,39 t:4,329;
3,48+5,91

MYCOPROSAFE 17,25 5,63 p:0,001**
**p<0,01 t: Paired Sample Testi
Ort: Ortalama SD: Standart Sapma

Tablo 4.8’ de Petroff ve Mycoprosafe kiiltiirlerin her ikisinde de kiiltiirii pozitif
olan olgularda; Mycoprosafe’de kiiltiir besiyerinde mikobakterilerin iireme siireleri
(glin) ortalamas1 Petroff” a gore anlaml diizeyde diisiik olarak saptanmistir (p<<0,01).

Petroff’a gére Mycoprosafe’de iireme siiresi farki ortalamasi ise 3,48 = 5,91 dir.

Tablo 4.9. Petroff ve Mycoprosafe ile iglenmis orneklerde kiiltiir pozitif olgularin

kiiltiir pozitifliginin derecesinin degerlendirilmesi

PETROFF MYCOPROSAFE
Kiiltiir Sonug¢lar

n:olgu sayis1 % |n:olgusayis1 %

50 koloniden az 19 33,5 20 28,7
50-100 koloni (+) 4 7,0 4 5,8
100-200 koloni (++) 10 17,5 1 1,4
200-500 koloni(+++) 9 15,8 14 20,3
500 koloniden daha fazla koloni (++++) 15 26,3 30 43,5

Toplam 57 100 69 100
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Tablo 4.9’a gore, 50 koloniden az iireme Petroff’ta 19 olguda (%33.,5),
Mycoprosafe’de 20 olguda (%28,7); (+) ilireme Petroff” ta 4 olguda (%7,0),
Mycoprosafe’de 4 olguda (%S5,8); (++) iireme Petroff” ta 10 olguda (%17,5),
Mycoprosafe’de 1 olguda (%1,4); (+++) ireme Petroff” ta 9 olguda (%15,8);
Mycoprosafe’de 14 olguda (%20,3) ve (++++) lireme Petroff’ ta 15 olguda (%26,3);
Mycoprosafe’de ise 30 olguda (%43,5) goriilmiistiir.

Tablo 4.10. Dogrudan, Petroff sonrast ve Mycoprosafe sonrasi mikroskobik

incelemeler ile Petroff ve Mycoprosafe kiiltiir sonuglarinin dagilinm

PETROFF | MYCOPROSAFE
Dogrudan PETROFF | MYCOPROSAFE
Sonrasi Sonrasi n:olgu
Mikroskobik Kiiltiir Kiiltiir %
. Mikroskobik Mikroskobik sayis1
Inceleme . . Sonucu Sonucu
Inceleme Inceleme

- - - - - 104 52,0
- - - - + 9 4,5
- - - - KK 4 2,0
- - - + - 3 1,5
- - - + + 5 2,5
- - - KK - 3 1,5
- - - KK KK 12 6,0
- - + - + 2 1,0
- + + + + 6 3,0
+ - —+ - + 1 0,5
+ - + + + 1 0,5
+ - + KK - 1 0,5
+ + + - - 3 1,5
+ + + - + 1 0,5
+ + + + + 43 21,5
+ + + KK + 1 0,5
+ + + KK KK 1 0,5

*KK : Kiltiir Kontaminasyonu

Mikroskobik inceleme (-) Negatif: Aside Direncli Basil gérilmedi
Mikroskobik inceleme (+) Pozitif: Aside Direncli Basil géruldi
Kultir sonucu (-) Negatif: Ureme olmadi

Kultir sonucu (+) Pozitif: Uredi




89

Tablo 4.10’a gore, dogrudan mikroskobik inceleme, Petroff sonrasi ve
Mycoprosafe sonras1 mikroskobik inceleme sonuglar1 negatif iken; Petroft” ta kiiltiir
sonucu negatif ve Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu negatif olan olgu sayist 104 (%
52,0); Petroff’ta kiiltiir sonucu negatif, Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu pozitif olan
olgu sayis1 9 (% 4,5); Petroff’ta kiiltiir sonucu negatif, Mycoprosafe’de kiiltiir
kontaminasyonu olan olgu sayis1 4 (% 2,0); Petroff’ta kiiltiir sonucu pozitif,
Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu negatif olan olgu sayist 3 (% 1,5); Petroft’ta kiiltiir
sonucu pozitif, Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu pozitif olan olgu sayist 5 (%2,5);
Petroff*ta kiiltlir sonucu pozitif, Mycoprosafe’de kiiltiir kontaminasyonu olan olgu
sayist 1 (% 0.,5); Petroff’ta kiiltiir kontaminasyonu olup Mycoprosafe’de kiiltiir
sonucu negatif olan olgu sayist 3 (%1,5); Petroff ve Mycoprosafe’de kiiltiir

kontaminasyonu olan olgu sayis1 12 (%6,0)’dir.

Dogrudan mikroskobik inceleme ve Petroff sonrasi mikroskobik incelemesi
negatif olup, Mycoprosafe sonrasi mikroskobik incelemesi pozitif iken; Petroff  ta
kiiltiir sonucu negatif ve Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu pozitif olan olgu sayist 2

(%1,0)dir.

Dogrudan mikroskobik incelemesi negatif olup, Petroff ve Mycoprosafe
sonras1 mikroskobik incelemeleri pozitif iken; Petroff ‘ta ve Mycoprosafe’de kiiltiir

sonucu pozitif olan olgu sayis1 6 (%3,0)’dr.

Dogrudan mikroskobik incelemesi ve Mycoprosafe sonrasi mikroskobik
inceleme sonuglar1 pozitif olup, Petroff sonras1 mikroskobik incelemesi negatif iken;
Petroff’ta kiiltiir sonucu negatif, Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu pozitif olan olgu
sayisi 1 (% 0,5); Petroff’ta ve Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu pozitif olan olgu sayisi
1 (%0,5); Petroff’ta kiiltiir kontaminasyonu olup Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu

negatif olan olgu sayis1 1 (%0,5) dir.

Dogrudan mikroskobik incelemesi, Petroff sonrasi ve Mycoprosafe sonrasi
mikroskobik inceleme sonuglar1 pozitif iken; Petroff ve Mycoprosafe’de kiiltiir
sonucu negatif olan olgu sayist 3 (%1,5); Petroff’ta kiiltiir sonucu negatif,
Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu pozitif olan olgu sayist 1(%0,5); Petroff ve

Mycoprosafe’de kiiltlir sonucu pozitif olan olgu sayis1 43 (%21,5); Petroff’ta kiiltiir
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kontaminasyonu olup Mycoprosafe’de kiiltiir sonucu pozitif olan olgu sayist 1
(%0,5); Petroff ve Mycoprosafe’de kiiltiir kontaminasyonu olan olgu sayis1 ise 1

(%0,5)"dir.

Petroff kiiltiir sonu¢larina gore, Petroff sonrasi mikroskobinin

degerlendirilmesi;
PETROFF DUYARLILIK

a : Petroff isleme yontemi sonras1 mikroskobik incelemede pozitif ¢ikan olgular (55

olgu)

b : Petroff kiiltiirde ve Mycoprosafe kiiltiiriin her ikisinde de kiiltiir sonucu pozitif

olan olgular (55 olgu)

¢ : Petroff yonteminde kiiltiir sonucu pozitif olup, Mycoprosafe kiiltiirde negatif olan

olgular (3 olgu)

d : Petroff yonteminde kiiltiir sonucu negatif olup, Mycoprosafe de kiiltiir sonucu

pozitif olan olgular (13 olgu)

Duyarlilik = — & %100 = —>> X100 =% 77,4
b+c+d 55+3+13

PETROFF OZGULLUK

a: Petroff isleme yontemi sonras1 mikroskobik incelemede negatif olan olgular
icerisinde kiiltiir sonucu her iki yontemle( Petroff yotemi ve Mycoprosafe kit)

pozitif ¢ikan olgular (104 olgu)

b: Petroff sonras1 mikroskopla incelemede pozitif ¢ikanlar ig¢erisinde kiiltiir sonuglari

da yontemlerden biri veya ikisi ile pozitif ¢ikan olgular (50 olgu)
c: Toplam olgu say1s1 (182 olgu)

Ozgiilliik = a%b X100 = 10%50 X100 = %84,6
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PETROFF POZITIF KESTiRIiM DEGERI

a: Petroff sonras1 mikroskobik incelemede pozitif ¢ikan olgular (530olgu)

b: Petroff kiiltiirde ve mycoprosafe kiiltiiriin her ikisinde de kiiltiir sonucu pozitif

olan olgular (55 olgu)

c: Petroff isleme yontemi sonras1t mikroskobik incelemede pozitif ¢ikan olgulardan,

kiiltiir sonucu her iki yontemden birisinde veya ikisinde negatif olanlar (4 olgu)

Pozitif Kestirim Degeri = bixloo = 3 X100=% 89,8

+C 55+4
PETROFF NEGATIF KESTIiRiM DEGERI

a: Petroff isleme yontemi sonrasi mikroskobik incelemede negatif ¢ikan olgular (125

olgu)

b: Petroff kiiltiirde ve Mycoprosafe kiiltiiriin her ikisinde de kiiltiir sonucu negatif

olan olgular (107 olgu)

c: Petroff isleme yontemi sonrasi mikroskobik incelemede negatif ¢ikan olgulardan

kiiltlir sonucu her iki yontemden birisinde veya ikisinde pozitif olanlar (21 olgu)

Negatif Kestirim Degeri = iX1 00 = 129
b+c 107 +21

X100 = % 97,6

Mycoprosafe Kkiiltiir sonuclarina gore, Mycoprosafe sonrasi mikroskobinin

degerlendirilmesi;

MYCOPROSAFE DUYARLILIK

a: Mycoprosafe sonras1 mikroskobik incelemede pozitif ¢ikan olgular (60 olgu)

b: Mycoprosafe kiiltiirde ve Petroff kiiltiiriin her isinde de kiiltiir sonucu pozitif olan

olgular (55 olgu)

c: Mycoprosafe de kiiltiir sonucu pozitifolup, Petroff kiiltiirde sonucu negatif olan

olgular (13 olgu)
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d: Mycoprosafe de kiiltiir sonucu negatif olup, Petroff kiiltiirde sonucu pozitif olan

olgular (3 olgu)

60

X100 = X100 = % 84,5
b+c+d 55+13+3

Duyarlilik =

MYCOPROSAFE OZGULLUK

a: Mycoprosafe sonras1 mikroskobik incelemede negatif olanlar igerisinde, kiiltiir

sonuclar1 her iki yontemle de negatif ¢ikan olgular (104 olgu)

b: Mycoprosafe sonrasi mikroskobik incelemede pozitif ¢ikanlar igerisinde kiiltiir

sonuglar1 yontemlerin biri veya ikisi ile pozitif ¢ikanlar (54 olgu)
c. Toplam olgu sayis1 (183 olgu)

Ozgiillik = a+b o - 104+54
C

X100 = %86,3

MYCOPROSAFE POZITIiF KESTiRiM DEGERI

a: Mycoprosafe sonras1 mikroskobik incelemede pozitif ¢ikan olgular (57olgu)

b: Mycoprosafe kiiltiirde ve Petroff kiiltiiriin her ikisinde de kiiltiir sonucu pozitif

olan olgular (55 olgu)

c: Mycoprosafe isleme yontemi sonras1 mikroskobik incelemede pozitif ¢ikan
olgulardan, kiiltiir sonucu her iki yontemden birisinde veya ikisinde negatif olanlar (7

olgu)

Pozitif Kestirim Degeri = bixloo = 4100=%91.9

+C 55+7

MYCOPROSAFE NEGATIF KESTIiRIM DEGERI
a: Mycoprosafe sonrasi mikroskobik incelemede negatif ¢ikan olgular (121 olgu)

b: Mycoprosafe kiiltiirde ve Petroff kiiltiiriin her ikisinde de kiiltiir sonucu nagatif

olan olgular (107 olgu)



c: Mycoprosafe isleme yontemi sonras1 mikroskobik incelemede negatif ¢ikan

olgulardan, kiiltiir sonucu her iki yontemden birisinde veya ikisinde pozitif olanlar

(17 olgu)

Negatif Kestirim Degeri = _a X100 = 121
b+c 107 +17

X100 =% 97,5
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiiberkiilozun tanisinda en 6nemli yontemlerden olan mikroskobik inceleme ve
kiiltiir yontemlerinin 6zgiilliik ve duyarliliklar1 biiyiik oranda hastalardan alinan
orneklere 1yi homojenizasyon-dekontaminasyon yontemlerinin uygulanmasina
baglidir. Bu yoOntemler, homojenizasyon, dekontaminasyon ndtralizasyon ve
konsantrasyon, basamaklarini igerirler. Bugiine dek tanimlanmig diinya genelinde
yaygin kullanim alan1 bulan homojenizasyon-dekontaminasyon yontemlerinin
bir¢ogu akciger tiiberkiilozu tanis1 amaciyla balgam 6rneklerini islemeyi temel alan,
kiictik ve biiyiikk Olcekli laboratuvarlarda rahatlikla uygulanabilmesi amaciyla
gelistirilmis yontemlerdir. Bu yontemlerde farkli kimyasal maddeler, laboratuvar alet
ve cihazlar1 kullanilmasina ragmen temel amag¢ aynidir. Tiim yontemler 6rneklerdeki
mikobakteriler disindaki mikroorganizmalar1 6nlemek, mikobakterileri ise kiiciik bir
hacimde toplamayi hedeflemektedir. Hicbir yontem her laboratuvarda
uygulanabilecek ideal bir yontem degildir. Her bir yontemin kendine 6zgii avantajlari
ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Mikobakteri izole etmeye ¢alisan bir laboratuvar,
laboratuvarinda yer alan biyogiivenlik kosullari, laboratuvar donanimm (alet, cihaz,
kimyasal maddelerin sorunsuz ve ucuz saglanmasi, giinliik ¢alisma yiikii, deneyimli
ve yeterli sayida personel), Orneklerin tipi, Orneklerin mikobakteri dis1
organizmalarla kontaminasyon durumlar1 gibi kriterleri goz oniine alarak kendine en
uygun homojenizasyon-dekontaminasyon yontemini secmelidir

(http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler., 2005).

Homojenizasyon-dekontaminasyon yontemleri aslinda klinik 6rnek ig¢indeki
mikobakterileri korumayir amaglamakla birlikte yontem tiiriine ve kullanilan
kimyasal maddelere gore degisik diizeylerde mikobakteri kaybina da yol agmaktadir.
Calismamizda incelenen her iki homojenizasyon-dekontaminasyon yonteminde de
esit miktarda 6rnek kullanilmistir. Siireyyapasa Hastanesi’ nde kullanilmakta olan
modifiye edilmis Petroff yonteminin uygulamasinda 6rnek miktar1 en fazla 2 ml
olacak sekilde islenmekte, 6rnegin 2-4 kat1 kadar %4’ lilk NaOH kullanilmakta ve
bekleme siiresi 30 dakikadir. NaOH yogun konsantrasyonda kullanildiginda ve islem
stiresi uzatildiginda bol miktarda mikobakteri kaybina yol agabilmektedir. Calismada

bu durumun isleme iriinlerinden yapilan yaymalardaki EZN boyama sonuglarina ve


http://rhsm.saglik.gov.tr/bolumler
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kiiltiirden mikobakteri izolasyon oranlarina da yansidig1 goriilmektedir. Mycoprosafe
kiti ile kullanilan yontemde ise NaOH’ in konsantrasyonu %3 olup, 6rnek miktarina
esit miktarda NaOH-sodyum sitrat eklenmektedir ve dekontaminasyon siiresi 15
dakikadir. Bu nedenle daha az mikobakteri kaybina yol agmakta ve bu durumun
isleme tirtinleri sonunda yapilan yaymalardaki EZN boyama sonuglarina ve kiiltiir
pozitifligine yansidigr goriilmektedir. Calismamizda giinliik kullanimdaki modifiye
edilmis Petroff yontemi ile kiiltiir pozitifligi sayis1 58 (% 29) iken, NaOH + N-Asetil
L-Sistein (NaOH + NALC) yontemi temel alinarak hazirlanmis bir dekontaminasyon
ve konsantrasyon kiti (Mycoprosafe -Salubris A.S) ile islenmis 6rneklerden yapilan
kiiltiirlerde, kiiltiir pozitifligi sayis1 daha fazla olup, 69 (% 34,5) olarak saptanmistir.
Damle ve Kaundinya’ nin ¢alismasinda Petroff yontemi ile islenmis 6rneklerden elde
edilen kiltiir pozitifligi orant %80,7 iken NALC-NaOH yonteminde ise % 78,8,
bulunmustur (Damle and Kaundinya., 1986). Buna gore calismamiz Damle ve

Kaundinya’ nin ¢aligmasi ile uyumlu degildir.

Calismamizda NaOH + NALC yontemi temel alinarak hazirlanmig
dekontaminasyon ve konsantrasyon kiti (Mycoprosafe — Salubris A.S) ile isleme
sonrast yapilan EZN boyamalarinda 200 06rnekten 60 ornekte (%30) ARB
saptanirken, modifiye edilmis Petroff yonteminde 55 ornekte (% 27,5) ARB
saptanmigtir. Her iki yontemle ARB saptanmis 6rneklerde mikroskobik incelemede
gbzlenen basil yogunlugu NaOH + NALC yontemi temel alinarak hazirlanmig
dekontaminasyon ve konsantrasyon kiti (Mycoprosafe — Salubris A.S) ile islenen
kisimda anlaml bir sekilde fazladir. Buna gore isleme iiriinlerinden yapilan EZN ile
boyanmig orneklerin mikroskopla inceleme sonuglarina gore; modifiye Petroff
yonteminde 145 6rnekte (%72,5) ARB (-) bulunurken, Mycoprosafe kiti kullanilan
yontemde 140 6rnek ARB (-) bulunmustur. Pozitiflik derecesine gore, Modifiye
Petroff yonteminde 26 (%13) ornekte ARB (+) bulunurken, Mycoprosafe kiti
kullanilan yontemde 15 (% 7,5) o6rnek ARB (+) bulunmustur. Modifiye Petroff
yonteminde 11 (%35,5) drnekte ARB (++) bulunurken, Mycoprosafe kiti kullanilan
yontemde 11 (%35,5) 6rnek ARB (++) bulunmustur. Modifiye Petroff yonteminde 11
(%35,5) ornekte ARB (+++) bulunurken, Mycoprosafe kiti kullanilan yontemde 14 (%
7,0) 6rnek ARB (+++) bulunmustur. Modifiye Petroff yonteminde 7 (%3,5) ornekte
ARB (++++) bulunurken, Mycoprosafe kiti kullanilan yontemde 20 (%10,0) 6rnek

ARB (++++) bulunmustur. Basil yogunluguna gore yapilan poziftilik
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degerlendirilmesinde, ARB (++++) ve ARB (+) olgulardaki farklar dikkat ¢ekicidir.
Basil yogunlugu farkinin temel olarak, modifiye edilmis Petroff yonteminde
orneklerin yeterince homojenize edilememesi (balgam Orneklerinin yeterince
stvilastiritlamamasi), orneklere uygulanan dekontaminasyon siiresinin uzunlugu (30
dakika) ve ornegin 2-4 kat1 kadar % 4’ lik NaOH kullanimindan dolay1 mikobakteri
kaybindaki artistan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Basil yogunlugu ve ortam pH’ s1
kiiltiirde iiremeyi etkilediginden Mycoprosafe kiti kullanilan yontemde mikobakteri
izolasyon orani (kiiltiir pozitifligi) daha fazla olup tlireme siiresi daha kisadir.
Homojenizasyon (balgam Orneklerini sivilagtirma) islemi 1yi bir sekilde yapilmazsa
orneklerdeki basiller siviya gecemez ve islenmis orneklerden yapilan mikroskopla
incelemede mikobakteri goriilmesi ve kiiltiirde {iretilmesi sans1 azalir. Mycoprosafe
kit iceriginde bulunan 50 ml’ lik polipropilen tiipiin i¢cinde yaklasik 40 mg N-Asetil-
L-Sistein ve 4 mm c¢apinda cam boncuklar bulunmaktadir. Cam boncuklar islem
sirasinda, 6rnegin kolayca homojenize olmasini saglamaktadir. Bu yontemde NALC
mukolitik, % 3’ liik NaOH dekontamine edici ve mukolitik, % 1,47 trisodyum
sitrat.3H20 klinik 6rneklerde bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC’
i inaktive olmasimi Onlemek amaciyla kullanilir. Modifiye edilmis Petroff
yonteminde ise dekontamine edici ve mukolitik olarak sadece NaOH kullanilmakta
ve 0rnek bu madde ile homojenize edilmeye ¢alisilmaktadir. Ayrica Modifiye Petroff
yonteminde kullanilan tiiplerin kisitli hacmi (10ml) ¢alkalama islemini dolayisiyla

homojenizasyonu zorlastirmaktadir.

Notralizasyon basamaginda Siireyyapasa Hastanesi’nde kullanilmakta olan
modifiye edilmis Petroff yoOnteminde, ornek isleme tiipliniin kiigiik (10ml)
hacminden dolayi, az miktarda steril distile su kullanilarak ortamdaki NaOH’ in
etkisi azaltilmaya calisilmaktadir. Fakat NaOH’ in etkisinin yeterli bir sekilde
azaltilamadig1 goriilmektedir. 15 dakika santrifiij isleminden sonra {iistsivi
dezenfektan iceren kaba dokiilmekte, elde edilen ¢okeltiye brom-timol mavisi ayirag
cozeltisi esliginde asit (HCl) ve alkali (NaOH) c¢ozeltilerden damla damla eklenip,
tipler calkalanmakta ve renk agik mavi veya yesil hale getirilmeye calisilmaktadir.
Bu yontemde tek tek pH ayarlamasi zaman almakta ve sadece renge bakarak pH
ayarlanmasinda giicliikler yasanmaktadir. Ayrica bu yontemde NaOH’ in HCI ile
notralizasyonunda, ortamda fazla NaCl birikmesine neden olarak kiiltiirde liremeyi

olumsuz yonde etkileyebilecegi diistiniilmektedir. NaOH + NALC yontemi temel
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alinarak hazirlanmis dekontaminasyon ve konsantrasyon kitinde (Mycoprosafe -
Salubris A.S) ise 50 ml’ ye tamamlayacak sekilde, 6rnege yeterli miktarda fosfat
tampon ¢ozeltisi (pH 6,8) eklenmekte ve notralizasyon isleminden sonra 15 dakika
santrifiij ile ¢oktiirme yapilmaktadir. Tiipiin genis hacmi sayesinde Ornek, fosfat
tamponu ile kolayca ve homojen olacak bir sekilde karistirilabilmektedir. Santrifiij
islemi sonunda iist sivi cam boncuklar dokiilmeyecek sekilde dezenfektan igceren
kaba dokdiliir ve 5 ml hizasina kadar fosfat tampon ¢ozeltisi eklenerek kisa bir siire
vorteks ile ¢alkalanir. Bu asamada ikinci kez eklenen fosfat tamponu pH’1n istenen
diizeye cekilmesinde onemli bir rol oynar. Tiipteki cam boncuklar g¢alkalama
sirasinda ¢okeltinin kolayca siispansiyon haline getirilmesini saglar. Bu asamada her
iki yontemde de islenmis iriinlerden yapilan pH o6l¢iimlerinde 6nemli farkliliklar
bulunmustur. Calismamizda modifiye edilmis Petroff 6rnek isleme yonteminde pH
Olctimleri 7,01 ile 12,50 arasinda degismekte olup ortalama 9,63+1,49; NaOH + N-
Asetil L-Sistein (NaOH + NALC) yontemi temel alinarak hazirlanmis bir
dekontaminasyon ve konsantrasyon kiti (Mycoprosafe — Salubris A.S) ile isleme
yontemindeki pH ol¢iimleri ise 7,07 ile 10,30 arasinda degismekte olup ortalama
7,82+0,52 bulunmustur. Mikobakteriler ortalama pH 6-8 araliklarinda en 1iyi
ureyebildiklerinden, her iki yontem ile islenmis Orneklerde elde edilen pH
farkliligimin  mikobakteri izolasyon oranin1 ve izolasyon siiresini etkiledigi

diistiniilmektedir.

Her iki yontemle islenmis 6rneklerden yapilan kiiltiirlerde, ortak {ireme olan 54
ornek i¢in ortalama tlireme stireleri modifiye Petroff yontemi ile islenip, Lowenstein
Jensen besiyerinde iireme olan olgularda ortalama 20,74 gilin; Mycoprosafe kiti
kullanilan olgularda ise ortalama 17,25 gilindiir. Mycoprosafe kiti ile islenen
olgularda tiremenin, modifiye Petroff yontemi ile islenenlere gore anlamh diizeyde

(p<0,01) erken saptandig1 gozlenmistir.

Calismamizda Mycoprosafe kiti ile islenen Orneklerin kiiltiirlerinden izole
edilen mikobakteri sayis1 (kiiltiir poziftilik derecesine goére) modifiye Petroff yontemi
ile islenenlerden fazla oldugu goézlenmistir. Zira 200 hastadan 13 (%6,5) hastanin
orneginde Mycoprosafe kiti ile islenen olgularda Lowenstein Jensen kiiltiir
besiyerinde lireme goriilmiis, ayn1 olgularin modifiye edilmis Petroff yontemi ile

islenenlerin kiiltiirlerinde lireme goriilmemistir. 3 (% 1,5) hasta Orneginde ise,
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modifiye edilmis Petroff yontemi ile islenenlerin kiiltiirlerinde lireme gézlenmis,
Mycoprosafe kiti ile islenen olgularda tireme gdzlenmemistir. Ayrica 1 (% 0,5)
olguda modifiye edilmis Petroff yontemi ile islenende kiiltiir besiyeri kontamine
olmus, Mycoprosafe kiti ile islenen kiiltiirde iireme saptanmistir. Mycoprosafe kiti ile
orneklerin islenmesinin modifiye edilmis Petroff yontemine kiyasla, izole edilen
mikobakteri sayisini arttirmasi ve tireme siiresini kisaltmasi nedeniyle, ilag duyarlilik
testlerinin de erken yapilmasi ve tedavinin dogru yonlendirilmesi agisindan son

derece Onemlidir.

Damle ve Kaundinya’ nin ¢calismasinda Petroff yontemi ile islenmis 6rneklerde
kiiltir kontaminasyonu orant % 3,9, NALC-NaOH yonteminde ise % 8,6
bulunmustur (Damle and Kaundinya., 1986). Bizim ¢alismamizda modifiye edilmis
Petroff yontemi ile islenenlerde bulunan kontaminasyon orani % 9, NaOH + NALC
yontemi temel alinarak hazirlanmis dekontaminasyon ve konsantrasyon Kkiti
(Mycoprosafe — Salubris A.S) ile islenenlerde %48.5 bulunmustur. Buna gore

calismamiz Damle ve Kaundinya’ nin ¢aligmasi ile uyumlu degildir.

Calismamizda modifiye edilmis Petroff yontemi ve Mycoprosafe kiti ile
islenen olgularin her ikisinde de Kkiiltiir besiyeri kontamine olan 13 hasta
saptanmistir. Kontaminant organizmalarin tlirleri EZN ve Gram boyama sonrasi
mikroskopla inceleme, %5 koyun kanli agar, Miiller Hilton agar ve endo agar kiiltiir
besiyerlerinde iireme 6zellikleri, koloni morfolojisi, pigment olusumu ve daha sonra
bazi biyokimyasal testler ile belirlenmistir. Bu organizmalarin genelde Pseudomonas
aeruginosa oldugu belirlenmistir. Bu nedenle bu hastalarin 6rneklerine uygulanan
her iki homojenizasyon-dekontaminasyon yonteminin bu organizmalar1 6ldiirmekte
yetersiz  kaldigt ve Lowenstein Jensen kiiltiir besiyerinde Pseudomonas
aeruginosa’nin ireyerek mikobakterilerin izole edilme sansini ortadan kaldirdigi
gbzlemlenmistir. Bundan dolay1 daha 6nce bir 6rnegi Pseudomonas cinsi bakteri ile
kontamine olan olgularda ya da 6rnekte Pseudomonas olabilecegi diisiiniiliiyorsa bu
bakteriyi dekontamine edebilen oksalik asit homojenizasyon-dekontaminasyon
yontemi ile hasta ornekleri islenmeli ve uygun antibiyotik iceren se¢ici Lowenstein

Jensen besiyerlerine ekimler yapilmalidir.
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Calismamizda tedavi goren ve heniliz tedavi gérmemis yeni hastalarin klinik
orneklerinden mikroskopla yapilan incelemelerinde ve bu 6rneklerden Lowenstein
Jensen kiiltiir besiyerine yapilan ekimler sonucundaki iiremelerde farkliliklar
goriilmektedir. Ciinkii tiiberkiiloz hastalarinda basil salinimi1 diizensizdir ve tedavi
goren hastalarin yaymalarinda basil goriildiigli halde, kiiltiirlerinde ilag baskisinda
iken iireme olmayabilir veya ila¢ direncine sahip basiller ise kiiltiirde tiremeye devam
edebilir. Ayrica dogrudan yayma ve EZN boyamasi ile incelemede ARB (-) olup,
kiiltiirde iireyebilme durumu da gozlenebilmektedir. Cilinkii, dogrudan inceleme,
kiiltirden daha az duyarli bir yontem olup, dogrudan yaymada aside direncli
basillerin goriilebilmesi i¢in, 6rnegin mililitresinde en az 5x10° — 1x10* basil olmas:
gerekirken, kiiltiirde pozitiflik yakalamak i¢in O6rnegin mililitresinde 10-100 basil

olmasi yeterlidir (Metchock et al., 1999; Dunlap et al., 2000).

Modifiye edilmis Petroff yonteminde 1 balgam 6rnegi icin gerekli olan toplam
islenme siiresi 45 dakikadir. Idrar 6rneklerinde ise siire 60 dakikadir. NaOH + NALC
yontemi temel alinarak hazirlanmis dekontaminasyon ve konsantrasyon Kkiti
(Mycoprosafe — Salubris A.S) kullanilan isleme yonteminde 1 balgam o6rnegi icin
gerekli olan toplam islenme siiresi 30 dakikadir. Idrar 6rneklerinde ise siire 40
dakikadir. Gerek uygulama kolayligi gerekse zaman acisindan bakildiginda

Mycoprosafe kiti kullanim1 zaman ve emek artirimi saglamaktadir.

NALC-NaOH homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi i¢in gerekli olan
malzemelerin hazirlanmasi, modifiye edilmis Petroff yontemine goére daha zordur.
Modifiye edilmis Petroff yonteminde malzemelerin hazirlanmasi daha kolaydir. Bu
yontemde, steril edilmis NaOH ¢6zeltisi plastik siselerde birkac hafta saklanabilir,
NaOH c¢ozeltisi, HCI ve brom-timol mavisi ayirag¢ ¢ozeltilerinin giinliik hazirlanmasi
gerekmez. HCI1 ve brom-timol mavisi ayirag ¢ozeltileri oda sicakliginda saklanabilir.
Fakat bu yontem i¢in gerekli ¢ozeltiler biiyiik siselerde hazirlandigindan birden fazla
hasta icin kullanilmakta, bir 6rnekten digerine mikobakteri aktarilmasina veya
kendileri siklikla baska organizmalarla kontamine olarak tiim orneklerin
kontaminasyonuna  yol  agabilmektedir. = NALC-NaOH  homojenizasyon-
dekontaminasyon yonteminde kullanilan NALC, oldukga etkili bir mukolitik madde
olup, NaOH igeren c¢ozeltide en fazla 24 saat i¢inde aktivitesini kaybeder. Bu nedenle

calisma ¢ozeltisi, ¢alismadan hemen o6nce hazirlanmalidir. Yine bu yontemde de
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kullanilan c¢ozeltiler biiyiik siselerde hazirlandigi zaman bir Ornekten digerine
mikobakteri aktarilmasina ve kontaminasyonlara yol acabilmektedir. Bu
cozeltilerden ozellikle fosfat tampon ¢ozeltisi ¢cabuk kontamine olabilmektedir ve
klinik 6rnege ekleme asamasinda sterilite kosullarina uyulmadigi ya da dikkatli
olunmadig1 takdirde ¢apraz kontaminasyon riskini arttirabilmektedir. Bu nedenle
cozeltiler 1-2 klinik 6rnege yetecek kadar kii¢lik hacimlerde hazirlanmalidir. Bu da
laboratuvar is yiikiini ve malzeme ihtiyacini arttirmaktadir. Bundan dolay1
Mycoprosafe kit kullanimu ile gerekli tiim malzemeler her 6rnek icin ayri siselerde
steril olarak alimmakta, bu durum ¢apraz ve genel kontaminasyonu engellemekte,

onemli bir zaman ve emek artirimi saglanabilmektedir.

Calismamizda Modifiye Petroff igleme yontemi ile islenen olgularin kiiltiir
sonuglarina gore, Modifiye Petroff isleme yontemi sonras1 mikroskopla incelemenin
degerlendirilmesinde; Duyarlilik (%77,4), Ozgiilliik (%84,6), Pozitif Kestirim Degeri
(%89,8), Negatif Kestrim Degeri (%97,6) saptanmistir. Mycoprosafe kiti kullanilan
isleme yonteminde olgularin kiiltiir sonuglarina gére Mycoprosafe kiti ile isleme
yontemi sonrast mikroskopla incelemenin degerlendirilmesinde; Duyarlilik (% 84,5),
Ozgiillik (%86,3), Pozitif Kestirim Degeri (%91,9), Negatif Kestirim Degeri
(%97,5) saptanmustir.

Bu ¢alismada iki yontemin maliyetleri arasinda bir karsilagtirma yapilmamakla
birlikte, Mycoprosafe i¢in harcanacak kiigiik bir ek miktar olsa bile bu, kitin
kullanimu ile tiiberkiiloz tanisi kesinlesen daha fazla hasta olmasi, kiiltiirde lireme,
antitiiberkiiloz ilaglara duyarliligin saptama siirelerinin kisalmasi, tedavinin bu
hastalarda dogru yonlendirilmesi, bdylece ilag artirnmi saglanmasi, yan etkilerin
azaltilmasi, hastalarin hastaneden erken taburcu edilebilmesi ve en Onemlisi bu
hastalarin tliberkiiloz basilini saglikli kisilere bulastirmasinin engellenmesinin
getirecegi Onemli ekonomik ve sosyal kazancin yaninda tartisilmayacak diizeyde

kiigiik kalmaktadir.
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