Tiberkulozda Tani Yontemleri

Tuberkuloz'diinya nufusunun 1/3'Unl Infekte eder;
insanoglunun en yaygin infeksiyon hastaligi olarak kabul
edilmektedir. Tuberkiloz Insidansinin azalmasi ile tu-
berkiilozla llgili calismalar azalmisti. Ancak son yillarda
tiberkllozun yeniden artmasi, o6zellikle ilaglara direngli
basillerle salginlarin olmasi bu eski hastaligin kontrolu
sorununu yeniden gundeme getirmistir (1). Etkin tiber-
kiloz kontrol programinin en 6nemli asamasi aktif ol-
gulara tani konmasidir (2).

Tuberkllozun erken tanisi igin en 6énemli nokta Kkli-
nik kuskudur, O6ksurik, ates, gece terlemesi, kilo kay-
bi, halsizlik ve hemoptizi tuberkilozu dusindiren belir-
tiler olmakla birlikte higbiri tiberklloza 6zglu degildir (2).
Tani yaklagimi, iyi bir 6ykiu ve fizik inceleme ile basla-
mali, ardindan ilk degerlendirmenin ydénlendirdigi cesitli
testler uygulanmalidir (3).

GELENEKSEL TAN! YONTEMLERI
indirekt Testler

Tuberkilin Deri Testi: Mycobacterium tuberculo-
sis'e iliskin taninin iki genel bileseni vardir: birlikte has-
talik olsun ya da olmasin tuberkiloz infeksiyonunun ta-
nisi ve tuberklloza bagh hastaligin tanisi. Tiberkilin de-
ri testi, infeksiyonun taninmasini saglar. Tuberkilozlu
hasta M.tuberculosis ile Infekte oldugundan, hastanin
degerlendirilmesinde infeksiyonun olup olmadiginin belir-
lenmesi anlamli olabilir. Ancak infeksiyonun varligi has-
taligin oldugunu gdéstermez. Ayrica bazi durumlarda (tu-
berkllozun bazi turleri, HIV ile koinfekte olgular...) ti-
berkiloz hastaliginin olmasina karsin deri testi anerjik
bulunur (3).
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Sivi ve Sekresyonlarin Analizi: Tuberkllozun 6-
zeilikle ekstrapuimoner formlari normal vicut sivilarinda
degisikliklere ve effliizyon olusumuna yol acgabilir. Bu si-
vilarin analizi tanida yol gésterici olabilir (3).

Ampirik Tedavi: Klinik ve radyolojik bulgularin ti
berkllozu dusindidrdigu ancak kanitlanamadigr durum-
larda uygun tedavi baslanip kiltir sonuglari beklenebi-
lir; ayrica tedaviye yanitin degerlendiriimesi taniya yar-
dimci olabilir (2,3).

Direkt Testler

Aside Rezistans Basil (ARB) Igin Boyama: Tii-
berkiiloz disinllen hastada tani igin ilk basamak ak-
ciger grafisi lle birlikte balgamin mikobakteri yéniinden
incelenmesidir. Uygulama kolaylhgi, ucuzlugu, ylksek
sayilabilecek sensitivite ve spesifitesi nedeniyle tanisal
degerlendirmede temeldir (2).

Fluorochrome (6rnegin auramine/rhodamine) ve
geleneksel (6rnedin Zlehl-Neelsen) boyama teknikleri
vardir. Bu y6ntemle basilin gdsterilebilmesi icin 6rnegin
mililitresinde en az 10° basil bulunmasi gerekir. Bu
yontemle nontiberkilloz mikobakteriler ve Nocardia gibi
mikroorganizmalar da pozitif sonug¢ verebilir; ayrica
canli ve 6lu basiller ayirt edilemez (3,4).

Biopsiler: Tuberklilozun anatomik tutulumuna
gore cesitli biopsi 6rnekleri alinabilir. Ancak histolojik
olarak saptanan degisikliklerin baska nedenlerle de
olusabilecegi unutulmamalidir (3).

Tuberkuloz tanisinda bronkoskopinin yeri tartisma-
lidir. Retrcspektif bir calismada bronkoskopiden &6nce
balgam ARB incelemeleri negatif olan olgularin
%38'Ine bronkoskopl ile tani konabilmis. Bronkoskopik
tanilarin ¢ogu transbrongial biopsi 6rneklerinde granu-
lom gériilmesiyle konmus. Ote yandan bronkoskopl én-
cesi alinan balgamlarin %91'i kiltirde urerken, lavajla-
rm sadece %63'U kiltur pozitif bulunmus (5).

Mllier tiberkilozda karaciger, kemik iligi ve trans-
bronsial akciger biopsiler! ile taniya gidilebilmektedir (3).

T Klin Tip Bilimleri 1994, 14



OZDEMIH
TUBERKULOZDA TANi YONTEMLERI

Konvansiyone! Kiltir Teknikleri: Tiberkuloz ta-
nisi igin altin standart hala kiltirdir. Ornegin mililitre-
sinde 10’ basil bulundugunda pozitif sonug verir. Ancak
M.Tuberculosis ¢ok yavas lrer. Sonug¢ alabilmek igin
haftalarca beklemek gerekir (3,8,7).

YENI TANI YONTEMLERI

Tlberkiuloz basili yavas Urediginden kiltirler geg
sonu¢ vermektedir. En hizli sonug¢ veren ve en yaygin
kullanilan test olan direkt yayma, klinik 6rnekte basil
miktari az ise negatif gikmaktadir. Son yillarda tiiberku-
loz insidansinin artmasi ve ilaglara direngli basillerle
salginlarin ortaya g¢ikmasi, tani igin duyarli ve hizli so-
nu¢ veren yontemlerin aranmasina yol acmistir, ilagla-
ra direncii basillerle olusan salginlarda 6len olgularin
c¢ogu, ilag duyarlilik testleri famamianamadan kaybedil-
mistir. Artik kesin tani veya ilag duyarhlik testleri igin
haftalar ya da aylarca beklemek toiere edilememektedir
(1)-

Tlberkuloz igin yeni tanisai testlerin gerekliliginin
bir diger nedeni gocukluk c¢ag! tuberkilozudur. Gocuk-
larda balgam ve mide suyu o&rneklerinin akciger tuber-
kulozu icin tani degeri, 6rnekler optimal kosullarda alin-
sa bile, %50'den daha azdir (8),

Yeni indirekt Teknikler

Serolojik Testler: Cesitli mikobakteriyel antijen-
lere kargi humoral immun yanitin dlgimi ¢ok calisiimis
bir tekniktir. Tuberkllozda antikor yaniti bireyler arasin-
da degisiklik gosterir; antikor yanitlarinin cogu zayiftir ve
baslica nonspesifik mikobakteriyel antijenlere karsidir
(6).

imminolojik tani igin hem Kklinik érneklerde rniko-
bakteriyel antijenlerin gésteriimesi hem de mikobakte-
riyel antijenlere karsi olusan antikorlarin saptanmasina
calisiimaktadir, Mikobakteriyel antijenlerin saptanmasina
yonelik testler kiltlir sistemlerine uygulanip organizma-
nin belirlenmesini hizlandirabilmektedir (3).

Serolojik testlerin en degerli oldugu konular bakte-
riyolojik incelemenin guglikle yapildigi tiiberkiloz form-
lari veya ARB negatif pulmoner tlberkiloz olgularidir.
Oysa serolojik caligsmalarin ¢ogu, genellikle ARB pozitif
yaygin pulmoner tiberkilozlu hastalarda yapilmistir (9).
Monoklonal antikorlarla yapilan bir ¢galismada ARB ne-
gatif pulmoner tlberkiilozlu eriskin ya da gocuk olgu-
larda sensitivitenin ARB pozitif hastaliktan daha disuk
oldugu gosterilmistir (10).

Ug glikoliplt antijeni ile hemaglutinasyon testi ve
antijen 5 ile ELISA yapilan bir ¢galismada dort antijenle
de testin benzer etkinlik gosterdigi izlenmis. Bu testlerin
sensitivitesi ARB pozitif olgular igin %58; ARB pozitif
ve ARB negatif-kultir pozitif olgular igin %50.4; ARB
negatif-kiltur pozitif ve ARB negatif-kiltir negatif olgu-
lar icin %18.6 bulunmus (9).

Tlberkiloz menenjltli hastalarin beyin-omurilik sivi-
larinda ELISA veya RIA ile mikobakteriyel antijenler
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saptanabilmektedir. Bu c¢alismamlarda sensitivite %39-
79, speslfite %98-100 olarak bildiriimektedir (11,12).
BOS'da ARB boyamasinin sensitivitesi %30'dan daha
az oldugu igin bu sonuglar tiberkliloz menenjit tanisini
hizlandirmak konusunda umut vermektedir (7).

Balgamda mikobakteriyel antijenleri saptamak icin,
anti-BCG immunoglobulin kullanilarak yapilan bir enzim
imminoassay calismasinda spesifite %94.9 bulunmus.
Sensitivite ARB ve kiltir pozitif grupta %86.2, ARB
negatif ama kiltir pozitif grupta %60 olarak saptanmis.
Balgamin hazirlanmasi sirasinda antijenlerin denatiire
olabilecegi, bu nedenle balgamin hazirlanisina dikkat
edilmesi gerektigi vurgulanmistir (13).

Cocuklarda antijen 60'a karsi IgM ve IgG ile yapi-
lan arastirmada igM vyararsiz bulunurken, anti-antijen
IgG anlamli olarak degerlendirilmis. Kontrol grubunda
yasla anti-antijen 60 IgG titrelerlnin arttigi gézlenmis.
Cevresel mikobakteri maruziyeti. BCG asilamasi. PPD
deri testi anti-antijen 60 IgG duzeylerini arttirabilir (8).

Calismalarin gogunda serolojik testlerin tani degeri-
nin, hastaligin yaygin oldugu, ARB boyama gibi konvan-
siyone! ybéntemlerin de pozitif bulunabilecedi olgularda
daha yuksek oldugu gorilmektedir. Ayrica HIV ile in-
fekte bireylerde tani degerinin belirlenmesi de gereklidir
(3). Tuberkilozun imminolojik tanisi ile ilgili yogun ca-
ligmalara karsin henliz rutin kullanima girebilecek bir
test gelistirilememistir (2,6).

Adenozin deaminaz: ADA adenozinin inozine dé-
nlisimunli katalizleyen bir enzimdir; monositler, makro-
fajlar ve ozellikle T lenfositler gibi gesitli hicrelerin ma-
tirasyonu ve differansiyasyonu igin gereklidir. Cesitli
hastaliklarda bu enzim dizeyinde yukselme olabilir, il-
gili bolgelerin tiberkulozla tutulumunda plevral, perikar-
dial ve beyin-omunlik sivilarinda ADA dizeyinde ylk-
selme bildirilmistir (3).

Bir seride plevral sivi ADA degeri 70 U/ml'nin lze-
rinde olan tim olgularin tiberkiloz pléritll oldugu; ti-
berkiloz ploritli higbir olgunun ADA degerinin 40
U/ml'nin aitina dusmedigi gosterilmistir (14). Ancak da-
ha sonra yapilan bir galismada plevral sivi ADA degeri-
nin tuberkiuloz effizyonlari mallgn effizyonlarda ayir-
mada cok yararli olmadigi bildirilmistir (15).

Lizozim: Bu bakteriyolitik protein normalde serum-
da, aktive makrofaj ve monositlerde ve granulosltlerde
bulunur. Plevra tiberkilozunda, llzozim konsant-
rasyonunda ve plevra sivisi/serum llzozim oraninda
yukselme bildirilmistir. Simdilik rutin kullanimda yer al-
mamaktadir (3).

Yeni Direkt Testler

Radyometrik Kultir Yéntemleri: BACTEC siste-
minde C'* ile isaretli palmitik asitin mikobakterller tara-
findan metabolize edilmesi sonucunda olusan radyoak-
tif CO2 saptanarak basilin Uremesi belirlenir (2-4,7).

M.Tuberculosis Igin Biyokimyasal Testler: MI-
kobakterilerin hiicre duvarinda ¢ok miktarda lipit mater-
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yal bulunur. Bazi lipit formlarinin degisik kromatografik
yéntemlerle belirlenmesi hizli tanida yararli olabilir
(3,4).

Tuberkulostearik asit (TBSA) mikobakteriler ve Ac-
tinomycetales uyelerinde bulunan, uzun zincirli, dall
doymus yag asididir. Mikobakterinin yapisal bilesenle-
rinden olup diger bakteriler veya insan dokusunda bu-
lunmaz. TBSA'In gdsterilmesi icin gaz kromatografi
ve/veya kitle spektroskopi kullanilabilir (16,17).

Beyin-omurilik sivisinda TBSA saptanmasi tuber-
kiloz menenijit tanisi icin hizli, sensitif ve spesifik bir
test olarak degerlendirilmistir (18).

Balgam, brons lavaji ve bronkoalveolar lavaj sivi-
larinda TBSA'in calisildigi bir arastirmada bronkoalveo-
lar lavaj en yuksek sensitiviteyi saglamis. Balgam disin-
daki 6rnekler igin spesifite %100 olarak bulunmus. Bal-
gamin spesifitesinin disik olmasi TBSA'in, orofaringeal
florada yer alabilen aktinomicesler, difteroidler ve no-
kardialarda da bulunmasina baglanmis (17).

TBSA saptanmasi tuberkllozun yanisira diger mi-
kobakterilerin tanisinda da kullanilabilir, fakat mikobak-
teri tirleri arasinda ayirim yapilamaz (16,17). Bu yén-
temle ilgili en buylUk sorun sistemin ¢ok pahali olmasi-
dir (7,16,17).

fvllkobakteriye spesifik olan mikollk asitin saptan-
mas! da tani ydntemi olarak tartisiimaktadir. High-per-
formance liquid chromatography (HPLC) ile mikobakte-
riyel kiltirlerde belirlenebilir. Henlz klinik érneklere uy-
gulanmamistir; sadece birka¢ 6zellesmis laboratuvarda
kullanilmaktadir. Bu ydéntem icin 10°-10° mikobakteri
gereklidir (4,7).

Mikobakteriyel Antijenlerin Belirlenmesi: Bu ko-
nu lle ilgili yéntemler indirekt tani yéntemlerinden olan
serolojlk testler ile birlikte 6zetlenmisti.

Nukleik Asit Problari: tvlikobakieriye spesifik
DNA ve PINA problari ile ¢alismalar yapilmaktadir.

DNA Problari: DNA ¢ift sarmali, sicaklik veya tuz
konsantrasyonunun degistirilmesiyle iki tek sarmal ha-
line dlssosiye olur. DNA dissosiye olduktan sonra yeni-
den birlesebilir. Bu 6zellik DNA probiarinin olusumuna
olanak saglamistir. Problar, ilgilenilen genetik diziyi
yansitan tek sarmal nukleik asit parcalaridir. Probun
belirlenmesine olanak saglamak igin radyoaktif veya
nonradyoaktif isaret eklenir. Prob klinik érnekteki DNA
ile hibridize olursa, bagh isaret Olgulerek organizmanin
bulundugu sonucuna varilir (1,19).

Mikobakterium tirlerinin saptanmasi icin ilk kulla-
nilan problarda igaret I idi; daha sonra radyoaktif ol-
mayan igaretler gelistirildi (1).

Bu problarla tani konabilmesi i¢cin 10:-10° basil
gereklidir. Bu nedenle Kklinik 6rneklerde yeterli sonug
alinamaz; ¢odalmakta olan kulturlerde uygulanmasi an-
lamhidir (1,3).

RNA Problari: DNA problari icin alternatif bir yak-
lasim, organizma icinde multiple kopyalari bulunan bir
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nikleik asit dizisi aramaktir. Prob igin birgok hedef bu-
lunacagindan yoéntemin sensltivitesi artar. Buylk veya
kiguk ribozomal RNA problari gelistirilmistir.  rRNA
probiarinin avantaji bir mikroorganizma iginde binlerce
hedef bulunmasidir. Hibridlzasyonu belirlemek igin bun-
lara da igaret takilir (19).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: Polimeraz zincir
reaksiyonu (Polymerase Chain Reactlon-PCR), spesifik
DNA dizilerinin bir primer araciligiyla ydnlendirilen invit-
ro enzimatik amplifikasyonu yoéntemidir. Bu teknikle,
birka¢ saat icinde spesifik hedef DNA dizisinin bir mil-
yondan fazla kopyasi elde edilir (20,21).

Bu yoéntemin en 6nemli elementi i1siya dayanikh
DNA polimerazdir (1). PCR amplifikasyonunun spesifik-
ligi, ampiifiye edilecek DNA segmentlerine yan ve karsit
sarmallarla hibridize olan iki oligonlkleotld primere
dayanir. Primerler, hedef DNA icin ¢ok spesifik nukleik
asit problaridir (3,20). Yontem, DNA'nin 1si ile denati-
rasyonu, primerlerin komplementer DNA dizileri ile
birlesmesi ve hibridize olan primerlerin DNA polimeraz
lle uzatilmasi asamalarinin tekrarlayan sikluslarindan
olusur (20). Ortama hedef DNA, primerler ve DNA po-
Iimerazin yanisira konan nukleotidler, DNA polimeraz
tarafindan primere eklenerek uzun cift sarmal olusturu-
lur. Uzama tamamlandiginda sicaklik tekrar arttirilir, eski
ve yeni sentezlenen c¢ift sarmallar ayrilir. Otuz-kirk si-
klustan sonra hedef DNA sekansi milyon kez amplifiye
olur. Sicakliklar, denatliirasyon, birlesme ve uzama ba-
samaklari i¢in gerekli zaman otomatik cihazlarla prog-
ramlanabilir (1).

PCR ile ¢ok az miktardaki DNA rutin agaroz gel
elektroforezinde goérulebilecek duzeylere arttirilir. Bu
yontemde, kontamine olabilecek c¢ok az miktardaki
DNA da amplifiye olacagindan kontaminasyona ¢ok dik-
kat edilmelidir. PCR canli ve 6li mikroorganizmay! ayi-
ramaz, ¢unku DNA'ylr amplifiye eder (1).

Degisik klinik érneklerin kullanildig1 birgok ¢alisma-
da PCR tuberkuloz tanisi igin duyarli ve 6zgul bir yén-
tem olarak bildiriimektedir (22-25). Tuberklloz tanisinda
PCRin etkinligi Gzerine Ulkemizde yurutilen caligmalar-
da da olumlu sonuglar alinmigtir (26-28).

PCRin ilag direncini belirlemede kullanilabilecegdini
dusindiren calismalar da vardir (29,30).

Ligaz Zincir Reaksiyonu: Bu moiekuler biyolojik
yontemde enzim olarak DNA ligaz kullanilir. DNA ligaz
iki DNA pargasini ¢ift sarmal olusturacak sekilde
birlestirir. Bir nlkleotidde bile mutasyon olsa bu yoén-
temle saptanabilecektir. Bu ydéntem o6zellikle ilag rezis-
tansi g¢alismalari igin umut vermektedir (1,29).

Restriction Fragment Length Polymorfism: Re-
striction endonukleazlar DNA'y1 belirli noktalardan ke-
sen enzimlerdir. Enzimin tanima bdlgesi klasik olarak
4-8 nlkleotid arasinda degisir. Enzim ile kesim sonu-
cunda olusan fragmanlar elektroforez ile ayrilabilir. Bu
yontem oOzellikle epidemiyolojik c¢alismalar icin 6nemli-
dir. Bir salginin belirli bir susla olustugunu gdstermek
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icin, tanima bdlgeleri degisik bircok enzimle keserek es
RFLP paternlerini gostermek gerekir (1,2), Literatlrde
bu yolla kanitlanmis salginlar vardir (31).

Luciferase Reporter Assay: Bu yontem Hag di-
rencinin hizli belirlenebilmesi igin gelistiriimigtir. Ates
boceklerinin 1g1k Uretme sistemi olarak taninan lucife-
rase, ATP varhidinda luciferinle etkilesir ve 1sik yayar.
Bir mikobakterlyofaj igine luciferase geni vyerlestirilir.
Mikobakteriyofaj mikobakteriye baglaninca faj DNA'si
bakteriye injekte olur. Basil iginde luciferase duretilir. Or-
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tama antimikobakieriyel ajan konunca, basil ilaca
duyarli ise, ATP Ulretemez ve isik olusmaz (1,32).

Batun bu gelismis ve pahali teknolojilere karsin
tiberklloz tanisinda klinik kusku, radyolojik bulgular
ve balgam incelemesi hala c¢ok &énemlidir. Basil sap-
tanamayan bazi olgular bir sire ampirik tedavi ile iz-
lenebllirse de, bazi hastalara ileri tetkikler uygulamak
gerekir. Molekiler biyolojik teknikler gerek tani, ge-
rekse ilag direncinin belirlenmesi konusunda umut
vermektedir.
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