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OZET

Tiiberkiilozun etkin kontrolu i¢cin bugiin en gecerli yontem balgaminda tiiberkiiloz basili bulunan akciger tiiberkiiloz-
Iu hastalarin erken saptanmast ve saglikli kisilere etkeni bulastirmadan tedavi edilmeleridir. Tiirkiye'de tiiberkiiloz tanisi ile
ugrasan kuruluslarin kosullar: dikkate alinarak etkin bir tiiberkiiloz tamst icin su onerilerde bulunulabilir: Verem Savas Dis-
panserleri iki haftadan uzun oksiiriigii olan kisilerden tarama icin balgam ornekleri toplamalidir. Bolge tiiberkiiloz laboratu-
varlart bu ornekleri Kubica yontemine uygun isledikten sonra mikroskobi ve kiiltiir yapmali, aside dirvengli basil saptanan or-
nekleri dogrudan antibiyograma almali, kiiltiir ile tiiberkiiloz ve tiiberkiiloz dist mikobakteri ayrumi yapmahdir. Uretilen tiim
mikobakteriler tiiberkiiloz referans laboratuvarlarina gonderilmelidir. Tiiberkiiloz disi mikobakterilerin tiirleri burada mole-
kiiler tan1 yontemleri ile saptanmali, epidemiyolojik calismalar yapilmalidir.

Anahtar sozciikler: kontrol, tani, tiiberkiiloz
SUMMARY
When, Where and Which Test for Efficient Diagnosis of Tuberculosis ?

Currently, the most efficient way to control tuberculosis, is to find out as soon as possible pulmonary tuberculosis pa-
tients having tuberculosis bacilli in their sputum and treat them before they transmit the agent to healthy people. Taking in-
to account the conditions of centers dealing with tuberculosis diagnosis in Turkey, following suggestions can be made for an
efficient tuberculosis diagnosis: Tuberculosis Control Dispensaries should collect sputum samples from people who have
cough lasting more than two weeks. Regional laboratories should process these using Kubica method, apply microscopy, cul-
ture, direct susceptibility testing to samples containing acid fast bacilli, differentiate by culture Mycobacterium tuberculosis
complex and mycobacteria other than tuberculosis (MOTT). All mycobacterial isolates should be sent to tuberculosis reference
laboratories. In these laboratories, the species of MOTT should be identified using molecular methods and epidemiological stu-
dies should be performed.
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Tiiberkiiloz 6zellikle gelismekte olan tilke- linin kaynag1 balgaminda bu bakteriyi tagiyan
lerde en 6nemli saglik sorunlarindan biri olma- akciger tliberkiilozu hastalar1 olduguna gore
ya devam etmektedir. Bu tilkelerde tiiberkiiloza bugitin i¢in toplumu tiiberkiilozdan korumanin
baghh Oliimler Onlenebilir Sliimlerin % 25’ini en etkili yolu bu hastalar1 erken saptamak ve et-
olusturmaktadir. Diinya’da hergiin yaklagik kili bir tedavi ile iyilestirmektir(>13).

5000 kisi tiiberkiilozdan 6lmektedir®). Tiiberkiiloz hastaligina yakalanmis bir ki-
sinin tedavi maliyeti, is giicii kayb1 ve en 6nem-
Tiiberkiiloz kontroliindeki en 6nemli etken lisi tan1 konana kadar saglikli kisilere hastalig:

BCG asisinin koruyuculugu, tiiberkiilozu bulastirmasi nedeni ile topluma maliyeti, tan
kontrol altina alacak diizeyin altinda kalmustir. koymak amaci ile harcanacak para ve emek ile
Koruyuculugu yiiksek, uygulamas: kolay yeni kiyaslandiginda dylesine ytiksektir ki, erken ve
asilarin gelistirilmesi i¢in yogun caba harcan- gercekten ise yarayan etkin tamn igin yapilacak
masina karsmn bu tiir bir aginin uygulamaya gir- hicbir harcama ve emek, pahali ve zaman kay-
mesi daha uzun yillar alabilir. Tiiberkiiloz basi- bettirici olamaz.
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Mikroskop ile inceleme hala en etkin yontem

Mycobacterium tuberculosis’in tiiberkiiloz
etkeni olarak belirlenmesinden beri 125 yil1 as-
kin siire ge¢cmesine karsin mikroskop ile incele-
me tiiberkiiloz tanisinda hélé en yararh yontem-
dir. Cinkii mikroskop ile inceleme, bulastiric
hastalarin saptanmasinda en hizli yontemdir.
Mikroskopik incelemenin en zayif kaldig1 nokta
ise, ozellikle balgam yogunlastirilmadan ince-
lendiginde, duyarliliginin diisiik olmasidir. Uy-
gun bir dekontaminasyon ve yogunlastirma
yontemi kullanildiginda hem mikroskopla ince-
leme, hem de kiiltiir ile saptama basarisinin en
az 10 kat arttig1 saptanmigtir®>:13).

Uygun bir dekontaminasyon ve yogunlastir-
ma duyarlilig1 en az on kat arttirir

Ulkemiz dahil, laboratuvar kosullar iyi ol-
mayan iilkelerde dekontaminasyon ve yogun-
lagtirma islemi ya hi¢ uygulanmamakta ya da
diger yontemlere gore uygulanmasi en kolay
ancak etkinligi en diistik Petroff yontemi kulla-
nilmaktadir. Petroff yonteminde 6rnek islemek
icin genellikle kullanilan, vidali kapag1 bulun-
mayan 15 ml hacmindeki cam deney tiipleri bu
islem icin kesinlikle uygun degildir. Oncelikle
bu tiiplerde, hem 6rnegi koymak, hem dekonta-
minasyon i¢in sodyum hidroksit ¢ozeltisi ekle-
mek, hem notralizasyon igin hidroklorik asit ek-
lemek, hem de homojenizasyon i¢in etkili bir se-
kilde calkalayabilmek igin yeterli hacim bulun-
mamaktadir. Bu tiiplerden 6rnek isleme sirasimn-
da disartya sigramalar ve tiiplerin sik sik kiril-
mas1 da islemi tamamen giivensiz hale getir-
mektedir. Notralizasyon i¢in tampon ¢ozelti ye-
rine giiclii bir asit kullanilmasi, 6rnegin pH’s1-
nimn uygun ayarlanmamasina yol agmakta, bu da
kiiltiirde hem mikobakteri iiretme sansini azalt-
makta hem de iireme siiresini uzatmaktadur. Iyi
homoijenize edilemeyen Ornekteki mikobakteri-
ler, santrifijj ile iyi ¢oktiirtilemediginden, hem
mikroskop hem de kiiltiir ile saptama olasili1
azalmaktadir. Kubica yontemi Petroff yontemi-
nin tiim olumsuzluklarini ortadan kaldirir nite-
liktedir. Bu yontemde Ornek islemek igin 50
ml'lik vidali kapakli plastik tiipler kullanilir.
Sodyum hidroksite ek olarak N-asetil-L-sistein
(NALC) kullaniliyor olmasi balgamin sivilas-
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masini daha etkin kilar. Genis hacim, iyi sivilas-
ma, iyi bir homojenizasyon ve santrifiij ile iyi bir
yogunlasma saglar. Boylece mikroskopla incele-
mede mikobakterilerin goriilme sansi ytikselir.
Buna, kullanilan fosfat tamponunun iyi bir pH
ayarlamasi da eklenince, kiiltiirde mikobakteri
iretme olasiigl da artar. Petroff yontemi icin
kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamasi daha kolay
ve ucuz oldugu icin genellikle Kubica yontemi-
ne tercih edilmektedir. Ancak son yillarda Kubi-
ca yonteminin hem kolayca uygulanmasini sag-
layan hem de maliyetini 6nemli 6l¢tide diisiiren
dekontaminasyon ve yogunlastirma kitleri ge-
ligtirilmistir. Bu kitlerin kullanimi ile Kubica
yonteminin kullanilmasi Petroff yonteminden
daha kolay hale gelmistir?.

Tiiberkiilozun kesin tanisi orneklerden kiil-
tiirde M.tuberculosis iireterek konur

Klinik 6rneklerden M.tuberculosis’in iiretil-
mesi hem kesin tan1 konmasin1 hem de antitii-
berkiiloz ilaglara duyarlilik bakilmasim saglar.
Ancak M.tuberculosis yavas ¢ogalan bir organiz-
ma oldugu icin Lowenstein-Jensen gibi klasik
kiiltiir besiyerlerinde kolonilerin goriintir hale
gelmesi haftalar alir. Dogal olarak kiiltiir ile an-
tittiberkiiloz ilaglara duyarlilik saptamak da
uzun siirer. Besiyerlerinde tiremenin erken sap-
tanmasini saglayabilmek icin bir¢ok sistem ge-
listirilmistir. Mikrokoloni yonteminde, ince
Middlebrook 7H11 agar tizerinde iireyen kolo-
niler mikroskop ile incelenerek erken sapta-
nur®). Hizl kiiltiir sistemlerinde mikobakterileri
hizli tiretmek olanakli degil ancak tiremeyi er-
ken saptamak olanaklidir. Hizli mikobakteri
kiltiir sistemlerinin birisi hari¢ hepsi s1ivi Midd-
lebrook besiyeri kullanir. Bunlarin her birisinin
sadece liremeyi saptama sistemleri birbirinden
farklidir®12). Middlebrook besiyerinin kullani-
ma hazir olmamasi, kullanim o6ncesi OADC
(oleik asit, albiimin, dekstroz, katalaz) ve secici
antimikrobiyallerin eklenmesini gerektirmesi
ve en onemlisi Lowenstein Jensen besiyerine go-
re ¢ok pahali olmalar1 bunlarin yaygm kullani-
mini engellemistir. Son yillarda bizim gelistir-
mis oldugumuz TK besiyeri (Salubris) icerigi
Middlebrook besiyerinden tamamen farkl
orijinal bir besiyeridir. Mikobakteri {iremesini



rengi kirmizidan sartya donerek gosterir. Kati
bir besiyeri oldugu icin renk degisikliginden
sonra kolonilerin olusmasi ve gozlenmesini de
saglar. Diger kiiltiir besiyerlerine gore onemli
bir stiinliigli kontaminasyonu gercek miko-
bakteri tiremesinden ayirt edebilme yetenegi-
dir. Mantar, Gram negatif bakteriler gibi sikca
goriilen kontaminantlar iiredigi zaman besiyeri-
nin rengi yesile donerek mikroskop ile inceleme
oncesinde bunun anlasilmasini saglar. Diger
hizli kiiltiir sistemlerinde oldugu gibi TK kiiltiir
sistemi ile antitiiberkiiloz ilaglara duyarhlik ba-
kilabilmekte, M.tuberculosis kompleks grubu
bakteriler diger mikobakterilerden ayirt edile-
bilmektedir. TK kiiltiir sisteminin bir bagka ts-
tinligl kiltiir tiplerinin goz ile rahatca deger-
lendirilebilmesi, herhangi bir okuyucu sisteme
gereksinim duymamasidir. Buna karsin is yo-
gunlugu fazla olan merkezler igin tiiplerin oto-
matik olarak inkiibe edilip izlendigi “MyColor
TK (Salubris Technica)” ad1 verilen ¢ok gelismis
bir okuyucusu bulunmaktadir. TK besiyerinin
her tiirtintin kullanima hazir olmas1 nedeni ile
uygulama kolayligy, fiyatinin diger hizl kiltiir
sistemlerinden ucuz olmasi nedeniyle TK kiiltiir
sisteminin Ontimiizdeki yillarda hizla yaygin-
lagmasin1 beklemekteyiz®.13).

Dogrudan duyarlilik testi 6nemli zaman ka-
zandirir

Kubica yontemi gibi uygun bir dekonta-
minasyon ve yogunlastirma islemi ile hazirlan-
mis Orneklerde mikroskop ile inceleme sonu-
cunda aside direngli basil saptanmissa bunlarin
hemen hemen tamamindan mikobakteri iiret-
mek olanaklidir. Bu tiir 6rneklerin kiiltiirde tire-
me beklenmeden dogrudan antitiiberkiiloz ilag
iceren besiyerlerine ekilerek duyarhilik testi ya-
pilmasi, kiiltiir i¢in gegcen 6nemli bir siireyi ka-
zandirir. Bu tiir bir uygulamanin yayginlastiril-
masl tedavinin dogru yonlendirilmesini 6nemli
Ol¢tide hizlandirabilir.

Faj ¢ogaltma biyolojik deneyi, giinliik kullani-
ma girebilmek icin fazla karmasiktir

Faj ¢ogaltama biyolojik deneyinde (Phage
Amplified Biologically -Pha B- Assay) mikobak-
teriler hem M.tuberculosis hem de hizli lireyen
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mikobakterileri infekte eden bir faj aracilig ile
saptanir. Once fajlar klinik érnege eklenir. Or-
nekte mikobakteri varsa faj bunlarin igerisine
girer ve ortama eklenen viriis 6ldtriicii kimya-
saldan korunur. Ortamdaki serbest fajlar oldii-
ruldikten sonra mikobakteri icerisinde korun-
mus fajlar hizli {ireyen bir mikobakteri kiiltii-
riinde ¢ogaltilarak faj plaklarinin olusmasi sag-
lanur. Faj plaklarinin varligr bagta 6rnekte miko-
bakteri oldugunu gosterir. Uygulama ve sonug-
larin yorumlanmasindaki zorluklar nedeni ile
yaygin kullanima girmesi pek olas1 gortinme-
mektedir.

Molekiiler tan1 yontemleri mikobakteri tiirle-
rinin belirlenmesinde klasik yontemlere gore
daha avantajli hale gelmistir

Bircok niikleik asit ¢cogaltma yontemi ara-
sinda halen polimeraz zincirleme tepkimesi
(PCR) ve transkripsiyona bagh ¢ogaltma (trans-
cription mediated amplification -TMA-) M.tu-
berculosis’in klinik Orneklerde saptanmasi igin
en yaygin olarak kullanilan molekiiler tan1 yon-
temleridir®. Uygun kosullar saglanacak olursa
bu yontemlerin ozgiilliigii ve duyarhiligi mik-
roskop ile incelemeden daha iyidir. Ancak hala
karmagik ve pahali yontemler olduklar1 ve de-
neyimli ¢alisanlar gerektirdikleri i¢in mikros-
kop ile incelemenin yerini alacak durumda de-
gillerdir. Cogaltmanin ¢ogaltma sirasinda izle-
nebildigi PCR sistemleri (real time PCR) elek-
troforez gereksinimini ortadan kaldirdig: icin
bu hedefe dogru atilmis 6nemli bir adimdir. An-
cak uygulama i¢in gerekli aygitlar ¢ok pahali ol-
dugu i¢in daha uzun stire yaygin kullanima gir-
mesi zor goriinmektedir.

Mikobakteri tiirlerinin belirlenmesi klasik
olarak tireme hizi, pigment olusturma ve biyo-
kimyasal testlere dayandigindan zaman alicidir
ve yogun emek gerektirir. Elde edilen sonuglar
da ¢ogu kez kesin degil, yoruma agiktir. Bu ne-
denle ¢cok daha ¢abuk ve kesin sonug veren mo-
lekiiler incelemeler mikobakteri tiirlerinin sap-
tanmasinda klasik yontemlerin yerini almakta-
dir?9. Mikobakteri tiirleri 6zgiil DNA dizileri
hibridizasyon proplari, restriksiyon enzim ince-
lemesi ve DNA dizi incelemesi ile belirlenebil-
mektedir. Bu sistemlerin yaygin olarak bircok



merkeze kurulmas: biiytlik bir ekonomik ytik
getirebilir. Ancak tiiberkiiloz hastalarindan tire-
tilen mikobakterilerin biiyiik bir ¢ogunlugu
M.tuberculosis’tir ve bu zaten kiiltiire dayali
yontemlerle ayirt edilebilmektedir. Tiiberkiiloz
dis1 mikobakterilerin tiplendirmesi molekiiler
yontemlerle, bu konuda 6zellesmis birkag mer-
keze gonderilerek yapilabilir.

Hizli mikobakteri kiiltiir sistemleri antitii-
berkiiloz ilaglara kars1 duyarlilik saptama siiresi-
ni klasik kiltiir besiyerlerine gore yartya indir-
mistir. Ancak ila¢ direncine neden olan mutas-
yonlar tanimlandik¢a daha hizli sonug veren mo-
lekiiler yontemler daha avantajli hale gelmistir.
Bu amagla kullanilabilecek en pratik yontemin
¢ogaltmay1 gercek zamanl izleyebilen (Real Ti-
me) PCR sistemi olmasi beklenebilir. Ttim bunla-
ra karsm yontemin pahali aygitlar ve deneyimli
calhisan gerektirmesi, giinliik kullanima girmesini
uzunca bir siire engelleyecek niteliktedir(}1D.

Immiinolojik testler hala gereken duyarlilik
ve ozgiilliige erisememistir

Mikobakterilere ait antijen ve bunlara kar-
s1 olusan antikorlarin saptanmasina dayali test-
lerin 6zgiilliikk ve duyarhliklar: genelde diisiik-
tir. Yillardir bu alanda yapilan ¢alismalar ile
onemli bir ilerleme saglanamamustir. M.tubercu-
losis’e 6zgiil antijenlerin saflastirilmasi sorunu
¢ozer gibi olsa da bu testerin duyarhliklar: hala
niikleik asit cogaltma yontemlerine gore diistik
kalmaktadir.

Tiiberkiilozu taniyan T-lenfositlerin saptan-
masi, 6zellikle mikroskopla inceleme ve kiil-
tiir ile tan1 konamayan olgularda 6nemli tani
degeri tasir

“Gamma interferon salmim deneyi” adi
verilen bu yontem viicutta M.tuberculosis ile kar-
silasmis T-lenfositlerin saptanmasi i¢in kullanil-
maktadir. Bu testte hasta kanindan ayristirilan
beyaz kiireler arasinda yer alan T-lenfositler
ESAT-6 gibi M.tuberculosis’e 6zgiil antijenler ile
uyarilirlar. Eger T-lenfositler daha énce M.tuber-
culosis ile karsilasmuislar ise y interferon yapma-
ya baslarlar. Sonra 7y interferon yapimi bunu ta-
niyan enzim ile iseretli antikorlar kullanilarak,
enzim bagli immiin nokta (Enzyme linked im-
munospot -ELISPOT-) veya ELISA ile (Quanti-
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feron-Tb Gold) saptanur. Testin PPD ile yapilan
deri testinden daha 6zgiil oldugu belirtilmekte-
dir. BCG asis1 olan kisilerde test pozitiflesmedi-
gi icin tan1 degeri daha yiiksektir. Sadece aktif
infeksiyon gecirmekte olan hastalarda dolasim-
daki kanda yeterli sayida 6zgiil antijenleri tani-
yan T-lenfositler bulundugu igin testin tagiyici
olgular: aktif infeksiyon gecirenlerden de ayirt
edebildigi diisiiniilmektedir. Ozellikle mikros-
kop ile inceleme ve kiiltiir ile tiiberkiiloz basili-
nin saptanamadig1 durumlarda gama interferon
salinim deneyi ¢ok yararlidir®).

Tiiberkiiloz tanis1 i¢in Tiirkiye kosullarina uy-
gun en basarili model ne olabilir ?

Tiirkiye’de tiiberkiiloz ile savas temel ola-
rak T.C. Saglik Bakanligi, Verem Savasi Daire
Bagkanligi (VSDB) tarafindan yiirtitiilmektedir.
Verem Savas Derneklerinin de bu konuya
onemli katkis1 bulunmaktadir. VSDB biinyesin-
de 256 dispanser 21 bolge laboratuvari vardir.
Dispanserlerin bir kisminda orneklere yogun-
lastirma yapilmaksizin mikroskop ile inceleme
yapilmaktadir. Bolge laboratuvarlarinda yo-
gunlastirma sonrasinda mikroskop ile inceleme
ve kiiltiir, bazilarinda duyarhilik testi yapilabil-
mektedir. Baz1 gogiis hastaliklar1 hastaneleri ve
Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Baskanligin-
da tiiberkiiloz referans laboratuvarlar1 yer al-
maktadir. Bu olanaklar diistintildiigiinde yuka-
rida anlattigimiz tiiberkiiloz tanisi i¢in kullani-
lan yontemlerin 6zelliklerini de gz ontinde bu-
lundurarak Tiirkiye’de tiiberkiiloz tanusini etkin
kilmak i¢in su onerilerde bulunabiliriz:

1. Ornekler yogunlastirmadan yapilan dogru-
dan mikroskopla incelemenin duyarlihig: dii-
siiktiir. Verem Savas Dispanserleri mikros-
kop ile inceleme ile ugrasmamalidirlar. Bii-
tiin giiclerini aktif akciger tiiberkiilozu olgu-
larin1 bulmaya yonlendirmelidirler. Bu
amacla gorev bolgelerinde 15 giinden fazla
siiren Oksiirtigii olan ve balgam ¢ikaran her-
kesten balgam 6rnegi alarak bolge laboratu-
varina goéndermelidirler. Ulkemizde kargo
sistemi oldukca gelismistir. Tiirkiye nin bir-
birine en uzak koseleri arasinda dahi ulagim
3 glnii ge¢memektedir. Tiberkiiloz basili
balgamda, oda sicakliginda canliligini giin-



lerce korumaktadir.

2. Bolge tiiberkiiloz laboratuvarlarinda 6rnek-
lere mutlaka dekontaminasyon ve konsan-
trasyon islemi uygulanmalidir. Bu amagcla
Petroff yontemi degil Kubica yontemi kulla-
nilmalidir. Bu sekilde hazirlanmis o6rnekler-
den mikroskopla inceleme ve kiiltiir yapil-
malidir. Kubica yontemini uygulamak igin
hazir dekontaminasyon ve yogunlastirma
kitleri kullanilmalidir.

3. Mikroskop ile aside direngli basil saptanan
orneklere dogrudan antitiiberkiiloz ilag du-
yarlilik testi ve M.tuberculosis kompleks, tii-
berkiiloz dis1 mikobakteri ayrimi yapilmali-
dir. Bunlar icin hazir, standart duyarlilik ve
tiplendirme kitleri kullanilmalidir. Olanak-
lar elverdigi dlgiide hizli kiiltiir sistemlerin-
den yararlanilabilir.

4. Kdltiirde tiretilen tiim mikobakteri suslar re-
ferans laboratuvarina gonderilmelidir. M.tu-
berculosis kompleks disindaki mikobakterile-
rin tiirleri burada molekiiler tani yontemleri
ile saptanmalidir. Tiim mikobakteri suslari
tizerinde epidemiyolojik calisma yapilmalidir.

Gelecekte mikrosira ve biyoalgilayicilar
(“microarray” ve “biosensor”) hizli tani icin
umut kaynag olabilir

Mikrosira sistemleri ¢ok sayida DNA dizi-
sini ayn1 anda saptayabilmek i¢in kiigtik bir ala-
na ¢ok sayida probun baglanmasi ile elde edilir-
ler. Bunlar ayn1 anda hem tani konmasini, hem
tiir hem de antitiiberkiiloz ilaglara duyarllik sap-
tanmasini saglayabilirler. Bu sistemler heniiz ge-
listirilmektedir ve pahali cihazlar gerektirmekte-
dir. Bu tiir cihazlar gerektirmeyen biyoalgilayici-
lar bu olumsuzlugu ortadan kaldirabilir(14).
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