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OZET

Tuberkiiloz, bircok tilkede ciddi bir halk saghg sorunu olmaya devam etmektedir. Etkin hasta yoneti-
mi i¢in aktif hastaligin erken tam zorunludur. Klinik tanimin mikrobiyolojik tant yontemleriyle destek-
lenmesi gerekir. Tiiberkiiloz laboratuvarlan, tiiberkiiloz teshisinin yan sira ilag duyarlilik testlerinde
her zaman kritik bir rol oynamigstir. Geleneksel tam yontemleri bircok laboratuvarda kullamimaya
devam etmektedir. Son yillarda daha erken tam ve ila¢ duyarlilik testi sonuglarina imkan veren yeni

yontemlerin kullanimi yayginlagmistir. Bu yazinmizda tiiberkiiloz laboratuvarlarindaki yenilikleri tar-

tisacagiz.

Tuberkiloz (TB), dinya genelinde gériilen yiiksek
morbidite ve mortalitesi olan bir enfeksiyon hasta-
ligidur. Tberkiilozla miicadelenin bagarisi, hastaligin
dogru ve hizhi teshisi icin uygun laboratuvar sistem-
lerinin varhgina baghidir. 2018 yilinda, Dunya Saghk
Orgiiti'ne (DSO) 7 milyon yeni/nitks TB (%851 ak-
ciger tuberkilozu) olgusu, 186.772 ¢oklu ilag direnci
(CiD) veya rifampisin (R) direncli vaka bildirilmigtir.
Akciger tiiberkiilozu olan vakalarin sadece %55’i bak-
teriyolojik yontemler ile dogrulanmigtir. Bakteriyolo-
jik olarak dogrulanmus akciger tiiberkiilozlu vakala-
rin ancak %51’i R direnci icin test edilmigtir. Tanisal
yontemlerin ¢oguna sahip olan gelismis iilkelerde TB
vakalarinin bakteriyolojik yéntemlerle dogrulanma
orani %80 iken tani imkanlari sirh tlkelerde bu
oran yaklagik %50'dir (1). Bu veri, kaynaklar1 sinirh
olan tlkelerde tamsal yontemlerin kullanilabilirligi-
nin artmasi gerektigini gostermektedir.

Klinik olarak TB stphesi olan hastalarda mikrobiyo-
loji laboratuvarinin iki ana soruyu hizli ve giivenilir
bir gekilde yanitlamas: gerekmektedir.

1. Hasta 6rneginde M. tuberculosis saptandi m1?

2. M. tuberculosis saptandi ise, sug hangi ilaclara di-
renclidir? (2).

Ulkemizdeki, TB laboratuvarlari ve &zellikleri
Turkiye'de Verem Savasi 2018 Raporu'nda yayin-
lanmigtir. Bu rapora gore laboratuvarlar tg seviye-
ye ayrilmaktadir; sadece yayma mikroskobisi yapan
(Seviye 1), yayma + kiiltar yapan (Seviye 2) ve yayma
+ kaltir + ilag duyarlilik testi (ipT) yapan laboratu-
varlar (Seviye 3). Halk Saglig1 Genel Mudiirligi bin-
yesinde yer alan Ulusal Tiiberkiiloz Referans Labora-
tuvar ve tlke genelindeki 270 TB laboratuvarinin,
%53.0’t Seviye 1, %22.6’s1 Seviye 2, %24.4’1 Seviye
3'tur. Ayrica, laboratuvarlarin 85'inde Mycobacteri-
um tuberculosis complex (MTBC)-tiiberkiiloz dig1 mi-
kobakteri (TDM) ayrimi, 59'unda molekiiler tan: ve
19'unda hizh direng testi yapilmaktadir (3).

Diinyada TB ila¢ direnglerini izlemek amactyla, DSO
onderliginde 1994 yilinda kiiresel bir proje baglatil-
mustir. Bu calisma kapsaminda tum tlkeler kendi ilag



direndi siirveyans sistemlerini kurmaya baglamigtir
(4). Turkiye'de, Saglhik Bakanlig: tarafindan ilaca di-
rengli TB olgularinin seyrinin izlendigi, direng yiikii-
nin belirlendigi ve TB laboratuvarlarin kalitesi ile
kapasitelerinin belirlendigi Tiiberkiloz Laboratuvar
Surveyans Ag1 (TuLSA) projesi 2011 yilinda baglatil-
mugtir (5). Bu proje halen Turkiye Ulusal Titberkiloz
Sturveyans Aragtirmasi (TUTSA) olarak devam et-
mekte olup sonuglar1 verem savag raporlarinda su-
nulmaktadir (6).

Bu makalede TB laboratuvarinda yapilan incelemele-
ri agagidaki bagliklar altinda inceleyecegiz:

I. Mikroskobi;
1. Karbol fuksin yontemi, sicak (Ziehl-Neelsen)
2. Karbol fuksin, soguk (Kinyoun)

3. Florokrom yéntemi (Auramine O/Auramine
O+Rhodamine B)

II. Dekontaminasyon Yoéntemleri
III. Kiltar,;
1. Kati bazl,
2. S bazh
IV. Identifikasyon
V. Molekiiler testler
VI. {lag Duyarlihik testleri
I. Mikroskobi

Klinik 6rneklerin yaymalarini mikroskop altinda de-
gerlendirilmek hizli ve ucuz bir tarama yéntemidir.
Mycobacterium spp. hiicre duvarinda yer alan mikolik
asit diger bakterilerden ayirt edilmesini olanak sag-
lar. Mikobakteriler asit ve alkolle yapilan renksizleg-
tirme iglemine yapilarindan dolay: direnclidirler. Bu
nedenle “aside direngli basil” veya “ARB” olarak ad-
landirilirlar. Ancak TB i¢in hizli bir tarama testi olan
ARB yéntemlerinin duyarlilig: digtuktiir (yeni TB ol-
gularinda %44, ¢ocuklarda %15-20) (7).

ARB yaymalar i¢in yaygin olarak ti¢ ana yoéntem
kullanilmaktadir. Ziehl-Neelsen ve Kinyoun yén-
temlerinde 151k mikroskobu kullanilarak inceleme
yapilirken, florokrom boyama yénteminde floresan
mikroskobu kullanilir. Florokrom boyama yéntemin-
de, Auramin O tek bagina veya rodamin B ile beraber
kullanilir (8). Floresan mikroskobisi konvansiyonel
151k mikroskobisine gére daha pahahdir. Ancak boya
protokolinin daha basit olmasi, 1sitmaya ihtiyag
duymamas: ve yaymalarin daha hizli okunmas: avan-
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tajlaridir. Bu nedenlerden dolay: 6rnek sayisinin fazla
oldugu biiytk laboratuvarlarda kullamlmas: 6nerilir
(9). DSO'de 2009 yili sonras: geleneksel Ziehl-Neel-
sen 151k mikroskobisi diginda Auramin boyama lehine
6neride bulunmusgtur (10).

Yaymanin genel klinik duyarliligi, mikobakterilerin
yikiine, kullanilan ARB boyama tipine ve laboratuvar
teknisyeninin deneyimine bagh olarak %20-80 arasin-
da degigmektedir (11). Orneklerin dekontaminasyon-
homojenizasyon igleminden sonra yayma yapilmasi
duyarhhg arttine (9). Turkiye'deki giincel kilavuzlar
akciger tiiberkiilozu tanisi icin art arda ti¢ balgam 6r-
neginde mikroskobi yapilmasini énermektedir (12).
DSO ise 3 yayma 6nerisinin aksine 2 ARB yayma ya-
pimasim énermigtir. Ciink, ilk iki yayma negatif ise
tgiincti bir yayma ile degerlendirmenin sadece %3.1
oraninda katki sagladig bildirilmistir (13,14).

Il. Dekontaminasyon Yontemleri

Mikobakteriler yavag biiyiiyen mikroorganizmalar-
dir. Numunelerin daha hizli biyiiyen bakterilerle
kontaminasyonu, kiltiirde iiremis olan mikobakte-
rilerin tespit edilmesini engelleyebilir. Bu nedenle,
kiltar yapilmadan 6nce numunelerin mikobakteriyel
canhilign olumsuz etkilemeden, kontamine bakteri
yukiinii azaltacak sekilde iglenmesi gerekir. Labora-
tuvar kontaminasyon oranlarinin belli bir aralikta ol-
mas1 gereklidir. Steril olmayan érnekler icin yapilan
bu islemlerde en yaygin kullanilan ajanlar N-asetil-
L-sistein (NALC) ve sodyum hidroksittir (NaOH) (9).
Geleneksel yontemler diginda farkli ajanlarin (Klor-
heksidin vb.) kullanildig: ya da ¢ézelti hazirlama,
santrifiij uygulamas: ihtiyaclarini ortadan kaldiran,
islem siiresini kisaltmay: hedef alan ¢aligmalar yapil-
maktadir (15-18). Emici boncuklar da dekontaminas-
yon ve yogunlastirma isleminde kullanilmaya baglan-
mugtir. Santrifij igleminin ortadan kalkmast ile iglem
¢ok kolaylagmis ve siiresi kisalmigtir. Bu yontem,
kullanilan siv1 kaltiir yontemine de bagh olarak mi-
kobakteriyel tespit stiresini ii¢-bes giin kisaltir. Ancak
bu dekontaminasyon kiti ile islenen numunelerde
izolasyon oraninin biraz daha diisik oldugunu bildi-
ren ¢alismalar vardir (19).

. Kiittdir

TB tanisi i¢in kiltiir altin standarttir. Kiiltir icin kat:
(yumurta ve agar bazli), siv1 ve otomatize siv1 kiiltiir
sistemleri kullanilmaktadir (20).

Kat1 besiyeri: Lowenstein-Jensen (LJ), yumurta
bazli besiyerlerinden olup, rutin laboratuvarlarda
en sik kullamilanidir. LJ besiyeri, MTBC'nin iireme-
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sini destekler (9). LJ besiyerinde, MTBC ve TDM
tarlerinin yavag buytmeleri nedeniyle kiltar plakla-
rinda géruntr hale gelmeleri birkag hafta sirebilir.
Bu nedenle, kiiltarler atilmadan ve negatif olarak
bildirilmeden énce alti-sekiz hafta boyunca bekle-
tilir (21).

Mikobakterilerin tretilmesinde agar bazli besiyerleri
de (Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11) kulla-
nilmaktadir. LJ ortamu ile kiyaslandiginda agar bazh
besiyerlerinde MTBC kolonileri yaklagik 10-12 giin
daha erken gériiniir hale gelir (20).

Siv1 besiyeri: Kati besiyerlerine oranla daha hizh
sonug veren ve izolasyon oranlari daha yiiksek olan
besiyerleridir. Middlebrook 7H9 ile subkiiltiir, IDT ve
biyokimyasal testler yapilabilir iken Dubos Tween-al-
bumin broth subkiiltir ve IDT duyarlilik testi ¢als-
malari icin kullanilir (9).

Siv1 otomatik kiiltiir sistemleri, TB'nin erken tani-
sinda yitksek duyarliliga sahiptir ve daha kisa siire-
de sonu¢ verme avantaji sunar. Guntimiizde kula-
nilan ticari kiltiir sistemleri BACTEC Mycobacteria
Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (Becton Dickin-
son), VersaTREK Kiiltiir Sistemi II (Trek Diagnostic
Systems, Cleveland, OH) ve MB/Bact Alert 3D Sistem
(bioMérieux)'dir. Cok sayida ¢alismanin sonuglari, bu
sistemlerin TB tanisinda altin standart olarak kulla-
nilabileceklerini gostermistir. Her G¢ sistem miko-
bakterilerin izolasyonunda Food and Drug Administ-
ration (FDA) tarafindan onaylanmigtir (9).

MGIT 960 sisteminde her tiip, modifiye edilmig bir
Middlebrook 7H9 broth igerir. Cihaz stirekli olarak
tup floresanimi izleyerek laboratuvar personelinin
pozitif tiipleri hizla tanimlamasini ve mevcut miko-
bakterileri tanimlama gérevini baglatmasini saglar.
Daha hizli tiremeye ek olarak, kati kiiltiire kiyasla
yiksek duyarliiga sahiptir. MGIT 960 sisteminin
LJ besiyeri ile kargilagtirildig: bir meta-analizde, mi-
kobakteri tiirlerini tanmimlamada duyarlilhg LJ'den
yiiksek (MGIT i¢in %81.5, LJ i¢cin %67) bulunmus,
sistemin bir kat:1 besiyeri ile birlikte kullanildiginda
duyarligin arttig1 (%87.7) gosterilmistir (22). Yazisiz
ve ark. oldukga fazla sayida 6rnekle (17 183) yaptik-
lar1 bir ¢caligmada LJ kiiltir ve MGIT 960 siv1 kiltar
yontemlerini kargilagtirmug; duyarhilik ve 6zgiillakle-
ri swrasiyla LJ besiyeri icin %92 ve %98; MGIT 960
i¢in %96 ve %99 bulunmustur. Ayrica, ¢caligmada or-
talama tireme zamam LJ kiiltar i¢in 24.5 + 7.3 giin,
MGIT 960 i¢in 10.4 + 5.3 giin olarak hesaplanmigtir.
MGIT 960 sisteminin en énemli avantajinin kisa sii-
rede sonug vermesi oldugu bildirilmistir (23).

VersaTREK sisteminde, mikroorganizmalarin meta-
bolik aktivitelerine bagh olarak gelisen gaz basing de-
gisikligi izlenir (24). MB/BacT Alert 3D sisteminde ise
kolorimetrik bir karbondioksit sensérii kullanilir (25).

IV. identifikasyon

Konvansiyonel yéntemler bakterilerin tireme hizina,
ireme 1s1s1na, koloni géruntmiine, pigment tretimi-
ne ve biyokimyasal 6zelliklerine dayalidir. Bu yontem-
ler zaman alic ve uygulanmasi zor olmakla birlikte
maliyetleri yeni yontemlere gére olduk¢a dugiiktir
ve TB basillerinin identifikasyonunda gegerliliklerini
halen korumaktadirlar. Mikobakteri tiirii éncelikle
cogalma karakteristiklerine gére (iireme hizi, iireme
15151, pigment olugturma, koloni morfolojisi) alt gruba
ayrilir. Daha sonra, niasin birikimi, nitrat indirgeme-
si, katalaz, pirazinamidaz, tiofen -2- karboksilik asitli
(T2H) ortamda iireme gibi biyokimyasal testler kul-
lanilarak tiir bazinda kesin tanis1 yapilir (20). Kaltiir-
de tretilmis 6rneklerin molekiler yéntemlerle hizh
identifikasyonu yapilabilir. Konvansiyonel yontemle-
re gore pahali olmalar1 nedeniyle molekiler yéntem-
lerin her laboratuvarda edinilmesi giictir. Bu testlerin
elde bulunmamas: halinde pozitif kiiltiirlerin referans
halk saghgi laboratuvarina génderilmesi énerilir (26).
MGIT 960 sistemi, para-nitro benzoik asit (PNBA) ile
tiir tammlamasina izin verir. PNBA ile MTBC'’in ta-
nimlanmasinda, MGIT 960 sisteminin hizl ve kulla-
nish bir yéntem oldugu bildirilmistir (27).

V. Molekiiler Testler

Molekiiler yontemler, MTBC identifikasyonu ve
IDT’lerinde konvansiyonel yéntemlere alternatiftir
(28). Molekiiler testlerin ¢ogu, polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) gibi amplifikasyon teknikleri kullanila-
rak hem DNA hem de RNA'da MTBC’ye ézgi nukleik
asitlerin saptanmasina dayanir. Ayrica, ilag direngleri
ile iligkili gen mutasyonlarinin saptanmasina olanak
saglar (29).

MTBC’in dogrudan klinik 6rnekten saptanmasi icin
iki niikleik asit amplifikasyon testi (NAAT) FDA tara-
findan onaylanmustir;

1. Transkripsiyon aracih amplifikasyon yéntemini
kullanan “Gen-Probe Hologic Amplified Mycobacte-
rium tuberculosis Direct testi”,

2. Gergek zamanh PCR yoéntemini kullanan “Cepheid
Xpert MTB/R testi” (26,30).

Gen-Probe Hologic Amplified Mycobacterium
tuberculosis direct test: Islenmis balgam ornek-
leri (yayma pozitif veya negatif) ile bronsiyal ve tra-



keal aspirat 6rneklerinde kullanimi FDA tarafindan
onaylanmigtir (26). BACTEC MGIT 960 sistemi ve LJ
besiyeri ile yapilan bir kargilagtirmada, MTD (Myco-
bacterium tuberculosis direct test) Gene-Probe®
yonteminin duyarhlik, ézgullik, pozitif ve negatif
tahmin degerleri sirasiyla %89, %100, %100 ve %93
bulunmustur (31).

Xpert MTB/R testi: GeneXpert MTB/R testi (Cep-
heid, Sunnyvale, California, ABD), MTBC identifikas-
yonu ve R direncini (rpoB) es zamanl olarak tespit
eden, prob tabanli, tam otomatik bir PCR testidir
(28). Testin direk ve iglenmis balgam orneklerin-
den yapilan yayma pozitif ve yayma negatif 6rnek-
lerde kullanilmas: i¢cin FDA onay: vardir (26). Xpert
MTB/R testinin duyarlilig1 yayma pozitif 6rneklerde,
yayma negatif 6rneklere oranla daha yuksektir (32).
Canli ve 6lu basilleri ayirt edememesi nedeniyle so-
nuglarin dikkatli yorumlanmas: gerekir. Akciger dist
TB olgular: gibi daha dusiik basil seviyeleri olan du-
rumlarda duyarhiliginin dusiik olmasi ve maliyetinin
yiiksek olmas: testin dezavantajlaridir (28).

MTBC’nin saptanmasinda XpertMTB/R testi de da-
hil olmak tizere NAAT leri, tek bagina mikroskobiye
oranla, daha duyarl ve 6zgildiir (30). Daha énce so-
lunum izolasyonun kaldirilmast i¢in ardigik ii¢ negatif
balgam ARB yayma sonucunun gériilmesini éneren
Hastalik Kontrol ve Korunma Merkez (CDC) Xpert
MTB/R sonucunun pulmoner titberkilozu diglamak
i¢in yeterli kanit oldugunu belirtmistir (30). Afsar ve
ark. Izmir’de klinik olarak TB distiniilen hastalardan
alinan 790 klinik 6rnekte yaptiklari bir ¢alismada,
GeneXpert MTB/R (GX) (Cepheid, Sunnyvale, Cali-
fornia, USA) testinin performansini referans yéntem
olarak kaltir ile kargilagtirmiglar, duyarhilik ve 6z-
gullik sirasiyla solunum 6rneklerinde %100 ve %99;
solunum dig1 6rneklerde %87 ve %99 bulmuslardir
(33). Akciger dist TB tanmisinda GeneXpert MTB/R
testinin performansimin degerlendirildigi bir bag-
ka ¢alismada, GeneXpert MTB/R'nin duyarlilig: ve
dzgullugi, akciger ve akciger digi 6rneklerde benzer
saptanmugstir (akciger icin %78.2 ve %90.4, akciger
dig1 i¢in %79.3 ve %90.3) (34). Cocuklardan alinan
solunum 6rneklerinde Xpert MTB/R Ultra (Ultra;
Cepheid) testinin akciger tiiberkillozunun hizh ve
dogru tanisina yardima oldugu belirtilmistir (35,36).
Alp ve ark., multipleks gercek zamanli PCR yéntemi
olan Anyplex MTB/NTM testinin (Seegene, Guney
Kore) hizhi tanidaki etkinligini aragtirdiklar1 bir ¢a-
lismada; akciger kokenli rneklerde duyarhlik ve 6z-
gulligi sirasiyla %84 ve %99, akciger dis1 6rneklerde
ise sirasiyla %74 ve %99 olarak hesaplanmugtir. Any-
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plex MTB/NTM testinin rutin TB tanisinda kullani-
labilecek hizli, pratik ve giivenilir bir test oldugunu
bildirmiglerdir (37). Balgam 6rnekleri kullanilan bir
bagka ¢aligmada, kiltur yontemleri (LJ ve BACTEC
MGIT 960) ve molekiiler yontemler [COBAS TagMan
48 MTB Kit (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim,
Germany) ve 85B mRNA temelli gercek zamanli PCR
kiti] kargilagtirilmigtir. Molekiiler testlerin duyarlilik
ve ozgiillikleri, COBAS TagManMTB Test i¢in %93.3
ve %83.3; 85B mRNA temelli gercek zamanl PCR i¢in
%98.3 ve %95.0 olarak saptanmugtir. M. tuberculosis
basilinin tespitinde, 85B genini hedefleyen gercek za-
manli PCR yoénteminin daha kullanigh ve hizli sonug
veren bir teknik oldugu bildirilmigtir (38).

Niikleik asit hibridizasyon problar1: Niikleik asit
hibridizasyon problar1 (AccuProbe; Hologic/GenPro-
be, Marlborough, MA) ile kiiltirden MTBC, M. avium
kompleks, M. intracellulare, M. gordonae ve M. kansasii
tanimlanabilir Kiiltiirde treyen mikobakterileri ta-
nimlanma ve iki saat icinde sonu¢ verme avantajina
sahiptir (39).

Molekiiler Line Prob Assay (LiPA): Kiiltiirden ve
direk klinik 6rneklerden MTBC hizli identifikasyonu-
nu saglayan yontemlerdir. Cesitli firmalara ait ticari
LIPA testleri bulunmaktadir. Bunlarin MTBC tespitin-
de Avrupa'da CE onay1 bulunmaktadir ancak Amerika
Birlegik Devletlerinde FDA onaylar1 yoktur. INNO-
LiPA Mycobacteria v2 (Fujirebio, Ghent, Belcika), Ge-
noType MTBC (Hain Lifescience, Nehren, Almanya),
Speed-oligo Mycobacteria (Vircell, Granada, Spain)
MTBC’ye ek olarak farkh sayilarda TDM saptayabil-
mektedirler (26). Her ti¢ test siv1 ve kati kiiltiirden ¢a-
ligilabilmekte ve ilk ikisi yaklagik dért-alt: saat, Ggiinct
ise ii¢ saat icinde sonu¢ verebilmektedir. LIPAlar sik
kargilagilan mikobakterilerin %90’ indan fazlasini hiz-
11 bir gekilde identifiye edilebilmektedir. Az sayida da
olsa yanlis tanimlama yaptiklar icin tiim sonuglarin
fenotipik 6zellikler (ireme hizi, pigmentasyon, koloni
morfolojisi vb.) ile konfirme edilmesi énerilmektedir
(39). Aricha ve ark. yaptig bir calismada M. tuberculo-
sis tespitinde LPA testinin duyarlilig %98.4, 6zgullagu
%66.0 olarak saptanmugtir (40).

MALDI-TOF MS: Mevcut MALDI-TOF MS sistem-
lerinden, MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Bille-
rica, MA) sadece arastirma amach kullanilabilirken,
Vitek MS (BioMérieux, Durham, NC) mikobakterile-
rin identifikasyonunda FDA onay1 almigtir (26). Her
iki sistem de M. tuberculosis’i ve bircok TDM turtint
temsil eden kendi veri tabanini kullanir. Bu yéntem-
lerin birka¢ dezavantaji vardir;
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1. Veritabanlari daha az gériilen mikobakterileri ye-
terince temsil etmeyebilir.

2. Tamimlama i¢in saf izolat gereklidir, bunun i¢in
kiiltiirde tiretilmesi gerekir, bu da zaman alic1 bir
islemdir.

3. MTBC tiyelerinin de dahil oldugu tiirler arasinda
ayrim yapamamaktadir (41,42).

Mikobakteri tiirlerinin, her iki MALDI-TOF MS sistemi
tarafindan da dogru bir sekilde tanimlandigim bildiren
yaymlar da mevcuttur (41,43). Akyar ve ark. MALDI-
TOF MS (Bruker, Daltonics) degerlendirdikleri ¢alig-
mada, MALDITOF MS’in mikobakteri izolatlarinin
%94’ tnt tammladigini, MTBC’yi TDM izolatlarindan
ayirt etmede bagarili oldugu gostermiglerdir (44).

PCR temelli sekanslama: Niikleik asit amplifikas-
yon ve sekanslama, MTBC ve TDM’'nin identifikas-
yonunda altin standart olup, tanimlamada siklikla
16S rRNA kullanilir (26). Sekanslamasinin en énemli
avantaji, M. tuberculosis dahil olmak iizere bir¢ok mi-
kobakteri turiiniin tanimlanmasina izin vermesidir.
Mikobakterilerin tanimlanmasi i¢in 16S ribozomal
RNA (rRNA) sekans tabanh tanimlama yéntemlerini
kullanan ¢aligmalar, bu teknigin geleneksel yéntem-
lerden daha hizli (haftalara kars: saatler) ve daha
dogru oldugunu gostermektedir. Ancak deneyimli
personel gerektirmesi ve olduk¢a yogun emek gerek-
tiren protokoller icermesi dezavantajlaridir (45,46).

Turkiye'de ayni merkezde yapilan iki farkl genotip-
lendirme ¢alismasinin sonuglar1 yaymlanmstir. flk
calismada, 470 M. tuberculosis sugundan yapilmig
olup, en baskin spoligotipin ST53 oldugu, bunu ST41
(LAM7-TUR), ST50, ST284 ve ST4 izledigi (47); 171
ekstrapulmoner 6rnekte yapilan ikinci calismada,
major spoligotiplerin T, LAM7-TUR (ST41) ve H1 ge-
notipleri oldugu bildirilmistir (48).

VI. Antitiiberkiiloz ilaglara Karsi Duyarlilik Testleri

MTBC igin, kiiltiir temelli ve molekiiler IDT olarak iki
ana baglik altinda inceleyebiliriz.

I Kiltir temelli IDT

1. Proporsiyon yéntemi

2. Swisistemler

3. Sensititre MycoTB MIC plak yéntemi
II. Molekiiler IDT

1. Prop temelli metodlar; Xpert MTB/R testi, Ge-
noType MTBDRplus, GenoType MTBDRsl

2. Sekans temelli metodlar (26).

Kiiltiir temelli iDT:

Proporsiyon yontemi: Belli bir ila¢ konsantrasyo-
nunda direncli mikroorganizmalarin oraninin belir-
lenmesini saglar. Kat1 besiyerindeki agar proporsiyon
yontemi, geleneksel biiyiime bazli IDT icin referans
yontemdir. Ancak ti¢-dért haftada sonuglanir (28).
MTBC izolatlarinda birinci basamak ilaglarin [strep-
tomisin (S), isoniazid (H), R, etambutol (E)] duyarli-
lik testi icin LJ proporsiyon yontemi ile BACTEC 460
TB sistemini kargilagtirilan bir ¢alismada, bu ilaglar
i¢in LJ proporsiyon ile BACTEC 460 TB sistemi ara-
sindaki tutarhibk oranlari sirasiyla %85.3, %92.4,
%95.4 ve %92.4 bulunmusgtur (49).

Swn sistemler: BACTEC MGIT 960 (Becton Dickin-
son), VersaTREK Kiiltiir Sistemi II (Trek Diagnostic
Systems, Cleveland, OH) sistemleri MTBC'da birinci
kugak antitiiberkiiloz IDT icin FDA onay1 vardir (9).
Stumbiil ve ark. 278 Mycobacterium species érnegin-
den MGIT-960 SIRE kiti kullanilarak yaptiklar1 ¢a-
lismada, MTBC izolatlarinin %78.1’inin tiim birinci
basamak antittiberkiiloz ilaglara duyarli, %21.9'u en
az bir ilaca direncli bulmuslardir. CID orans, direncli
suglarda %13.7 ve tim suglarda %3 olarak tespit edil-
migtir (50). Yazisiz ve arkadaglarinin, 1193 MTBC
izolatinda MGIT 960 sistemiyle yaptiklar1 IDT ¢alig-
masinda, %26.7 izolatta birinci basamak antitiiber-
kiiloz ilagtan en az birine direnc tespit edilmistir. Bu
calismada CID oran1 %7.0 saptanmistir (51). VersaT-
REK sisteminin M. tuberculosis IDT i¢in gitvenilirligini
degerlendirildigi calhismada H, R, E, S ve pirazinamid
(Z) sonuclar1 MGIT 960 ile elde edilenlerle kargilag-
tirilmig ve iki yontem arasinda anlamli fark bulun-
mamigtir (52). MGIT 960 ve VersaTREK arasindaki
kategorik uyumun degerlendirildigi calismada; E, H,
R direngleri her iki sistemle test edilmis, genel kate-
gorik uyum %96.8 olarak bildirilmistir (53).

Sensititre MycoTB MIC plak yontemi: Sensititre
MycoTB plag: liyofilize antibiyotikler iceren birinci ve
ikinci basamak antitiiberkiiloz ilaglara yonelik mini-
mal inhibitér konsantrasyon (MIC) belirlenmesi i¢in
yapilandirilmig bir mikrotitrasyon plagidir. Bu yon-
tem calisma amach kullanilmakta olup, heniiz FDA
onay1 almamigtir ancak MTBC i¢in guvenilir sonuglar
verdigini bildirilen ¢aligmalar mevcuttur (54,55).

Molekiiler iDT: ila¢ direncini belirlemede fenoti-
pik IDT’ler altin standart olmaya devam etmektedir.
Molekiiler tabanli IDT testlerinin tamamlayici olarak
kullanilmas: énerilmektedir. Molekiiler yontemler ile
R ve H direncini belirleme yiiksek duyarhilik ve 6zgiil-
lage sahiptir. Ciinki mutasyonlar tahmin edilebilir



yerlerde meydana gelme egilimindedir. Ancak, mu-
tasyonlarin degisken oldugu ikinci basamak ilaglara
kars: direnci saptamak ¢ok daha zordur (28).

Prop temelli metodlar: GeneXpert MTB/R testi, R
direnci (rpoB), GenoType MTBDRplus (Hain Lifesci-
ence, Nehren, Almanya) H (katG ve inhA) ve R (rpoB)
direnci, GenoType MTBDRsl (Hain Lifescience, Neh-
ren, Almanya), florokinolonlar (gyrA), aminogliko-
zitler ve siklik peptitler (rrs) ve etambutol (embB)
ile iligkili mutasyonlar: tespit eder (28). GenoType
MTBDRplus ve GenoType MTBDRsl testleri CID TB
tanisinda hizli tarama icin WHO tarafindan éneril-
mistir (56).

R direncinin saptanmasinda MGIT IDT altin standart
olarak alinip GeneXpert ve LPA performanslarinin
degerlendirildigi calismada, GeneXpert icin duyarlhilik
%62.50, 6zgullik %96.50, LPA i¢in duyarlihk %90.0
ve ozgillik %99.1 olarak bildirilmistir. LPAnin,
GeneXpert'e gore daha iyi bir performans gésterdi-
gi ve R'in direncinin saptanmasinda MGIT 960’a iyi
bir alternatif oldugu bildirilmistir (40). Istanbul'dan
1329 MTBC izolatinda yapilan bir ¢caligmada, fenoti-
pik ve genotipik yontemler kullanilarak (MGIT 960,
GenoType MTBDRplus version 1.0 (Hain Lifescience
GmbH, Nehren, Germany), GenoType MTBDRsl as-
says version 1.0 (Hain Lifescience GmbH, Nehren,
Germany) IDT yontemler kargilastirilmis ve molekii-
ler paternler verilmistir. H, R, E ve CID-TB saptanma-
s1 i¢in genotipik yontemlerin duyarliliklar sirasiyla
%77, %84, %65 ve %89, ozgullikleri %99, %98, %67
ve %94 saptanmistir. CID TB oran1 MGIT 960 siste-
mi ile %11.1 iken, molekiiler yéntem ile %10.9 bu-
lunmustur (57). CID-TB vakalarinda ikinci basamak
antitiiberkiiloz ila¢lara karsi duyarliligi belirlemede
MGIT 960 SIRE kiti ve GenoType MTBDRsl testinin
karsilagtinildig: bir ¢alismanin sonuglari, GenoType
MTBDRsl testi erken dénemde tedavi kararlarinin
alinmasinda degerli oldugu ancak tuberkiiloz olgu-
larinin rutin degerlendirilme-sinde ek olarak MGIT
960 SIRE kitinin kullanilmas: gerektigini ortaya koy-
mustur (58).

Sekans temelli metodlar: Bu testler, hedef orga-
nizmanin tam genetik yapisini belirleyerek mutas-
yonlarin daha dogru bir gekilde tespit edilmesini
saglar. Tim genom sekans analizi ile yapilan calig-
mada %85.0'in tzerinde duyarlilik ve 6zgullik bil-
dirilmis (E ve moksifloksasin haric) ve bircok ila¢
direncini saptamada umut verici bir yaklagim oldu-
gu belirtilmistir (59). Fenotipik IDT ve tiim genom
sekans analizi arasindaki uyumun degerlendirildigi
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bagka bir caligmada, birinci basamak antitiiberkiiloz
ilaclar, ézellikle H ve R igin, tim genom analizine
dayal1 IDT ile fenotipik IDT arasinda uyum oranlar
ikinci basamak ilaglara gére daha yiksek bulunmus-
tur (60).

Sonu¢ olarak; tiiberkiilozla miicadelenin bagarisi,
hastaligin dogru ve hizli tanis i¢in uygun laboratuvar
sistemlerinin varligina baghdir. Tiiberkiiloz laboratu-
varlarinda, geleneksel tami yoéntemleri halen kulla-
nilmaya devam etmektedir. Giintimiizde daha erken
tani ve ilag duyarlhilk testi sonuglarina imkan veren
yeni yontemlerin kullanimi da yayginlagmaktadir.
Bagta kaynaklari siirli olan tilkelerde olmak tzere
tanisal yontemlerin kullanilabilirlifinin arttirilmas:
gerekmektedir.
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