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Tiiberkiiloz Kuskulu Hastalarin Balgam Yaymalarindaki
Sitolojik ve Mikrobiyolojik Ozellikler

Vildan Avkan-Oguz!, Seving Giineri2, Aygiin Oztop?, Riza Cakmak?, Tiilay Canda3, Ayse Yiice!

Ozet: Planladigumiz prospektif cift kor ¢calismada kiiltiir pozitifligi referans ahnarak, balgam orneklerinin mikrobiyolojik
ve sitolojik ozellikleri arasindaki uyumunun karsiastirdmasi amaclandi. Calismamizda Izmir Bilge Tiiberkiiloz Laboratuva-
rina 1 Subat 2002 ve 31 Mayis 2002 tarihleri arasinda gonderilen 1000 balgam orneginden direkt ve ARB yaymas: preparat-
lart hazirland ve Lowenstein-Jensen besiyerine ekim yapildi. Direkt hazirlanan preparatlar, hematoksilen-eozin boyamas
(HE) ile; ARB yaymast icin hazirlananlar, Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi ile boyanarak incelendi. ARB yaymast ya da
kiiltiir negatif olup HE ile pozitif bulunanlar ya da tersi olan drneklerin onceden HE ile boyanmus preparatlar: yeniden EZN
yontemi ile boyanarak kontrol edildi. Calismaya alinan balgam orneklerinin 665 (%70.2)’i erkek, 282 (%29.7)’i kadin hasta-
lardan elde edildi. Bu olgular ii¢ grupta incelendi. Birinci grup 143 (%15.1) olgunun, eski dosyali olup 2000 ythndan énce te-
davi aldig ve su an ilagsiz takipte oldugu; ikinci gruptaki 494 (%52.1)’iiniin sikayetleri nedeniyle basvurdugu ya da temash
muayenesi veya saghk raporu almak igin tetkik yaptirdigi ve son gruptaki 310 (% 32.7)’unun ise tedavi almakta oldugu sap-
tandi. Incelenen balgam orneklerinin 82 (%8.2)’sinde kiiltiir pozitifligi, 71 (%7.1)’inde ARB yayma pozitifligi ve 180
(%18)’inde ise HE boyamast ile tiiberkiiloz igin tipik bulgu sayilan epiteloid histiyositler ve Langhans dev hiicrelerinin varl-
&1 belirlendi. Bu tipik bulgular, kiiltiir-pozitif orneklerin 24 (%29.2)’iinde, ARB yayma ve kiiltiir-pozitif orneklerin ise 17
(%30.3)’sinde goriildii. Kiiltiir standard alinarak HE boyama yonteminin duyarliigi % 29, ozgiilliigii % 83, negatif prediktif
degeri %92 ve pozitif prediktif degeri %13 olarak hesaplandi. Ancak hastalarin ozellikleri dikkate alindiginda, tedavi gormek-
te olan hastalarin 49 (%14.5)’unda kiiltiir pozitif olup, 16 (%32.6)’sinda HE boyama ile pozitiflik bulundu. Bu sonuclara go-
re hasta verileriyle birlikte, kuvvetle tiiberkiiloz kuskusu bulunan hastalarda sitolojik baki, tiiberkiiloz tanisina yardimci bir
yontem olarak kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Tiiberkiiloz, hematoksilen-eozin boyamasi, Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyamast.

Summary: Cytologic and microbiologic characteristics of sputum of tuberculosis-suspected patients. Our aim was to com-
pare the harmony between cytological and microbiological characteristics in sputum smears of the patients who applied to tuber-
culosis dispensery with suspected tuberculosis, on the basis of culture positivity as a reference. It was planned as a prospective
double blind study and carried out within 1000 sputum smears obtained from the patients with suspected tuberculosis applied to
Izmir Regional Tuberculosis Dispensery, between I February and 31 May, 2002. Direct and acid-fast smears were prepared and
cultured in Léwenstein-Jensen medium. The direct smears were then examined by hematoxylin-eosin (HE) staining, and acid-fast
smears with Ehrlich-Ziehl Neelsen (EZN) method. Those having EZN and culture-negative but HE-positive results, or vice ver-
sa were controlled by re-staining the samples with EZN, which had been HE-stained previously. Of the sputum smears studied
were taken 665 (70.2%) from males, 282 (29.7%) from females. These patients were divided in three groups. The first group was
143 (15.1%) patients treated before the year 2000 and followed up without using any antituberculosis drugs. The second group
was 494 (52.1%) patients applied for getting a health report or having some personal complaints, or because of recent contact
to a tuberculosis patient. The last group was 310 (32.7%) patients still getting treatment. Of the examined sputum specimens, 82
were culture-positive, 71 were smear-positive for acid fast bacilli and 180 were positive for epithelioid histiocytes and Langhans
giant cells in HE-stained smears. These typical findings were determined in 24 (29.2%) of culture-positive specimens and 17
(30.3%) of acid-fast smear-positive and culture-positive specimens. Taking the culture as a standard, HE stain sensitivity, spe-
cifity, negative predictive value and positive predictive value were 29%, 83%, 92%, and 13%, respectively. When the characte-
ristics of patients are taken into consideration, cultures were positive in 49 patients on treatment, and 16 of them were HE-posi-
tive. According to these results, in the patient strongly suggestive of tuberculosis, cytological examination may be used as a help-
ful method.

Key Words: Tuberculosis, hematoxylin-eosin staining, Ehrlich-Ziehl-Neelsen method.
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Giris

Tam ve tedavisinde yasanan sorunlar nedeniyle tiiberkii-
loz, héla diinyay1 tehdit eden hastaliklardan biridir. Bu hastali-
gin kontroliinde en 6nemli basamak, erken ve dogru taninin
konmasidir. Tan1 konmasinda ilk agama ise, hasta drneklerin-
den hazirlanan preparatlarda aside direncli basilin (ARB) aran-
masidir (1). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for
Diseases Control and Prevention, CDC) tiiberkiilozun kesin
tanisinin bakteriyolojik oldugunu belirterek erken tani icin asi-
de direncli basil aranan boyama sonuclarinin 6rnek alindiktan
sonraki ilk 24 saatte bildirilmesini 6nermektedir (2-5). Ancak

€ Tablo 1. Balgam Orneklerinin Elde Edildigi Verem\
Savas Dispanserleri (VSD)

Balgam Ornegi

VSD Adi Say1 (%)
Akhisar 117 (11.7)
Aydin Bakanlik 58 (5.8)
Aydin Dernek 95 9.5)
Ayvalik 15 (1.5)
Balgova 27 2.7
Buca 63 (6.3)
1.Beyler 15 (1.5)
Cigli 29 2.9)
Cine 22 2.2)
Demirci 4 0.4)
Edremit 9 0.9)
Esrefpasa 38 (3.8)
Kargiyaka 50 5.0)
Kahramanlar 148 (14.8)
Nazilli 155 (15.5)
Manisa 27 2.7
Milas 44 4.4)
Odemis 7 0.7)
Salihli 11 (1.1
Soke 36 3.6)
Tire 4 0.4)
Turgutlu 26 (2.6)
Toplam 1000 (100.0)
o %

bazen bakteriyolojik tan1 miimkiin olamamakta ve diger yar-
dimeci1 tan1 yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda
akciger tiiberkiilozunda balgam yaymalarinin incelenmesiyle
yapilan sitolojik incelemenin tani degerine yonelik ¢ok az ca-
lisma vardir. Bu nedenle planladigimiz prospektif cift kor ca-
lismada, kiiltiir pozitifligi referans alinarak, balgam ornekleri-
nin mikrobiyolojik ve sitolojik 6zellikleri arasindaki uyumun
karsilagtirilmas1 amaglandi.

Yontemler

Calismamiza, Ege Bolgesi Verem Savag Dispanserlerin-
den Tzmir Bolge Tiiberkiiloz Laboratuvari’na 1 Subat 2002 ve
31 Mayis 2002 tarihleri arasinda gonderilen 1000 balgam or-
negi alindi. Bu siirede ayni giin igerisinde birden fazla 6rnek
gonderilen 32 hastadan 85 balgam 6rnegi ve 915 hastadan
gonderilen birer balgam 6rnegi degerlendirildi (Tablo 1). Has-
talar, [1] 2001 yilindan itibaren 1-8 ay siire ile antitiiberkiiloz
tedavi almis ve halen tiiberkiiloz tedavisi devam eden grup; [2]
2000 yilindan 6nce tedavi almis ve ilagsiz kontrolde olan eski
hasta grubu; [3] saglik raporu, kisisel ve temasli muayenesi i¢in
gelen hastalardan olusan tetkik grubu olarak iice ayrildi.

Nitelikli her bir balgam 6rneginden, direkt yayma ve ho-
mojenizasyon sonrasi hazirlanan ARB yaymasi olmak {izere
iki preparat hazirlandu.

Direkt yayma orneklerinin hazirlanmasi: Balgam orne-
&i higbir islemden gecirilmeden direkt olarak lam iizerine alin-
di; yayilarak havada kurutuldu. Hematoksilen-eozin (HE) bo-
yama iglemi uygulandi.

ARB yaymasi orneklerinin hazirlanmasi: Balgam or-
neklerinin iglemlenmesinde homojenizasyon ve dekontami-
nasyon yontemi olarak N-asetil-L-sistein (NALC)-NaOH yon-
temi kullanildi. Bu amagla hazirlanan soliisyon (50 ml, 4 Na-
OH + 50 ml, % 2.9 sodyum sitrat + 0.5 gr, NALC) 24 saat i¢in-
de kullanildi. Falcon tiipii icine 6rnegin bir kat1 olacak sekilde
NALC-NaOH soliisyonu ilave edildi. Tiip icindeki son NaOH
konsantrasyonunun % 1 olmasi saglandi. Tiip 15 dakika oda
s1sinda (20-25°C) bekletildi. Bekletme siiresince tiipler 30 sa-
niyeyi gecmeyecek sekilde vortekslendi ya da arada bir calka-
landi. Siire bitiminde tiipteki 50 ml isaretine kadar 0.067M
fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilerek dekontaminasyon isle-
mi durduruldu. 3000g’de 15-20 dakika santrifiije edildi. Ust
kisim dezenfektan (%0.1-1 sodyum hipoklorit) bulunan bir ka-
ba bosaltildi. Dipte kalan kisstmdan ARB yaymasi ve Lowens-
tein Jensen (LJ) besiyerine ekim yapild1 (0.1-0.2 ml).

Direkt hazirlanan or-

(1

\ nekler HE ile, rutin olarak

ablo 2. Hastalarin Ozelliklerine Gére Alnan Balgam Orneginin ARB uygulanan  homojenizas-
Yaymasi, HE ve Kiiltiir Sonuclari yon-dekontaminasyon son-
Hasta Gruplar rast hazirlanan oOrnekler.

- : Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)

Tedavi Alan Eski Hasta Tetkik Grubu Toplam yontemi ile boyanarak ince-

Sonuclar (n=310) (n=143) (n=494) (n=947) lendi. Kriter olarak ARB
Kiiltiir +) 49 6 27 82 pozitifligi kantite edilmek-
“) 261 137 467 865 sizin pozitif bulunan biitiin

HE +) 67 27 86 180 ornekler incelemeye alindu.
“) 243 116 408 767 ARB yaymasi ya da kiiltiir

ARB Yaymast (+) 46 5 20 71 negatif olup, HE ile pozitif
\_ -) 264 138 474 876 bulunanlar, ya da tersi olan
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/ Tablo 3. Kiiltiir Standard Alinarak HE Boyama )
Yonteminin Ozgiilliik ve Duyarhilig

Kiiltiir
HE Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 24 156 180
Negatif 58 762 820
Toplam 82 918 1000

Kiiltiir standard alinarak HE boyama yonteminin;
Duyarlilik = %2 Negatif prediktif degeri = %92

\ Ozgiilliik = %83 Pozitif prediktif degeri %13 /

/Tablo 4. Hastalarin Ozelliklerine Gore Kiiltiir-
Pozitif Balgam Orneklerinin HE Boyama Sonuclari

HE
Kiiltiir Pozitif Negatif Toplam
Halen Tedavi Alan 16 33 49
Tetkik 7 20 27
Eski Dosyalr* 1 5 6
Toplam 24 58 82

* Eski dosyali hasta grubundan yapilan kiiltiirlerin degerlen-
dirilmesiyle saptanan iireme sayist ¢cok az oldugu i¢in
istatistiksel analiz i¢in degerlendirmeye alinmadi. Diger
iki grup arasinda yapilan degerlendirmede istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (¢*=0.24; p= 0.626).
Buna karsilik, 6zellikle tedavi almakta olan toplam 49
hastanin 16 (%32.6)’sinda HE boyamasi ile tiiberkiiloz
icin tipik bulgu sayilan epiteloid histiyositler ve Langhans

\ tipi dev hiicrelerin varlig1 belirlendi (Resim 1 ve 2). /

orneklerden olusan ve uyumsuz grup olarak nitelendirilen bal-
gam Orneklerinin dnceden HE ile boyanmis preparatlar1, yeni-
den EZN yontemi ile boyanarak kontrol edildi.

Her olgunun verileri SPSS 10.0 istatistik programina yiik-
lenerek elde edilen sonuclar yorumlandi. Istatistiksel analizde
bagimsiz gruplarda c2 testi kullanildi.

Sonuglar

Caligmaya alman balgam orneklerinin 665 (%70.2)’1 er-
kek, 282 (%29.7)’1 kadin hastalardan elde edildi. Olgularin yas
dagilimi 4 yas ile 90 yas arasinda olup, yas ortalamas1 47 dir
ve hastalarin 498 (% 52.5)’i 15-45 yag arasin-

Resim 1. Epiteloid histiyositler (H&E, x100).

Resim 2. Langhans tipi dev hiicreler (H&E, x100).

ait 8 balgam orneginde kiiltiirde lireme oldu. Bu orneklerin
hepsinde ARB yayma EZN ve kontrol sonrast yapilan EZN
boyamasi ile pozitiflik saptanirken, dérdiinde HE boyamasi ile
pozitiflik saptandi.

Uyumsuz grup olarak nitelendirilen balgam &rneklerinin
onceden HE ile boyanmig preparatlarinin, kontrol EZN sonug-
lar1 Tablo 5°te verildi. HE ve kontrol EZN boyamasi sonucla-
11 pozitif olan 24 olgunun hepsinde kiiltiirde iireme saptandi.

Irdeleme

Infeksiyon hastaliklarinin tanisinda balgam, idrar ve cesitli
viicut sivilarinda sitopatolojik incelemelerinin 1800’lerden be-
ri yapildig1 ve 6zellikle ince igne aspirasyon tekniklerinin kul-

dadir.

/Tablo 5. Uyumsuz Grup Balgam Orneklerinin Onceden HE ile )

Hastalarin ozelliklerine gore alinan bal-

gam orneginin ARB yaymasi, HE ve kiiltiir Boyanmis Preparatlarinin Kontrol EZN Sonuclari

sonuglart Tablo 2’de; kiiltiir standard alinarak Kontrol EZN

HE boyama yonteminin 6zgiilliikk ve duyarlili- . :

g1 Tablo 3’te; hastalarin o6zelliklerine gore HE Pozitif Negatif Yaplmadi  Toplam

kiiltiir-pozitif balgam orneklerinin HE boya- Pozitif 50 130 - 180

ma sonuglar1 Tablo 4’te gosterildi. Negatif 27 41 752 820
Birden fazla balgam 6rnegi gonderilen 32 77 171 752

hastadan, halen tedavi almakta olan 3 hastaya

Total
\

1000
/
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lanilmasi ile tanida sitolojinin roliiniin gittik¢e arttig1 bildiril-
mektedir (6). Bu amacla doku orneklerinin histopatolojik de-
gerlendirilmesinde kullanilan HE boyamasi pek ¢ok laboratu-
varda kullanilan standard bir yontemdir (7). Rutin HE boyali
histolojik orneklerde en zor saptanan mikroorganizmalar bak-
teriler olmakla birlikte, bakteriler nedeniyle olusan graniiloma-
toz inflamasyonun saptanmas1 miimkiindiir. Ornegin tiiberkii-
lozda sitolojik inceleme, hizli, ucuz ve kolay bir yontemdir.
AIDS’1i hastalarinin kemik iligi aspirat1 ve biyopsi 6rnekleri-
nin mikobakteri acisindan modifiye auramin-rodamin ve kiil-
tiir ile incelendigi ¢alismada, 51 kemik iligi biyopsi 6rnegi HE
boyamast ile de incelenmis ve 6rneklerin % 19.6’sinda granii-
lomlarin varlig1 belirlenmis ve graniilom saptanan orneklerin
hepsinde fluoresan mikroskobu ile bakteri gosterilerek kiiltiir
pozitifligi saptanmistir (8).

Mikobakteriyel infeksiyonu olan hastalarda en sik histolo-
jik bulgunun nekrotizan graniilomatoz inflamasyon oldugu bil-
dirilmektedir. Nekrotizan graniilomlar, santral kazedz nekroz
cevresinde polimorfoniikleer 16kositler, lenfositler, epiteloid
histiyositler, multiniikleer dev hiicreler ve nadiren plazma hiic-
relerinden olusan inflamasyon ile karakterizedir (9). Tiiberkii-
loz hastalarinin balgam yaymalarinda, epiteloid histiyositler,
Langhans tiirii ya da 6zgiil olmayan dev hiicrelerin varliginin
ve artmis mononiikleer yangisal infiltrasyon ile pigmentsiz
makrofajlarin birlikteliginin goriilebilecegi bildirilmistir
(10,11). Bu hiicrelerden epiteloid histiyositler, tiiberkiiloz gra-
niilomlarinda nekrozun ¢evresinde bulunan mononiikleer fago-
sitlerdir; graniilomat6z inflamasyonu gosterirler ve tiiberkii-
lozlu olgularin pulmoner sekresyonlarinda % 28-56 oraninda
saptanabilirler (11-13). Epiteloid hiicrelerin tiiberkiiloz disin-
da sarkoidoz, parakoksidioidomikoz gibi cesitli graniilomatz
hastalig1 olan olgularin pulmoner sekresyonlarinda da bulun-
dugu bildirilmistir (11). Bir diger grup olan dev hiicreler ise tii-
berkiiloz graniilomlarinda bulunabilen, genellikle 20-40 niikle-
us igeren ve bazen 100 niikleus i¢erebilen multiniikleer hiicre-
lerdir. Tiiberkiilozlu olgularda Langhans tipi dev hiicrelerin
%5, karakteristik olmayan multiniikleer dev hiicrelerin ise
%14 oraninda bulundugu gosterilmistir. Ayn1 calismada yeni
bir ipucu olarak glomeriile benzer eozinofilik yapilarin (“glo-
meruloid-like eosinophilic structure”, GLES) varlig1 bildiril-
mektedir (14). Bizim ¢calismamizda da balgam ornegi aldigi-
miz hastalarin 6zellikleri dikkate alinarak, hem bakteriyolojik
hem sitolojik bulgular incelendi. Kiiltiir pozitifligi saptanan
toplam 82 olgunun 24 (%?29.2)’iinde HE boyamas: ile tiiber-
kiiloz icin tipik bulgu sayilan epiteloid histiyositler ve Lang-
hans tipi dev hiicrelerin varlig1 belirlendi. Hasta gruplarina go-
re degerlendirdigimizde istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte bu oranin degistigi, 6zellikle tedavi gormekte olan has-
talarin 16 (%32.6)’sinda HE boyamasi ile pozitiflik saptandigi
belirlendi. Bu hastalarin hepsinde EZN yontemi ile aside di-
rencli basil gosterildi ve kiiltiir pozitif bulundu. HE ile boyan-
mus preparatlarin tekrar EZN yontemi ile boyanabilmesi ve asi-
de direncli basil aranabilmesi, bakteriyolojik tan1 koyma olasi-

ligin1 artirilabilir. Tedavisi devam eden olgularda 6zellikle bak-
terinin gosterilemedigi durumlarda HE boyama ile epiteloid
histiyositler, Langhans tiirii ya da 6zgiil olmayan dev hiicrele-
rin ve artmig mononiikleer yangisal infiltrasyonun goriildiigii
nekrotik bir zemini olan ve malign hiicre saptanmayan 6rnek-
ler, tiiberkiiloz tanisin1 destekleyebilir. HE boyama yonteminin
kiiltiire gore duyarlilig1 ve pozitif tan1 koydurucu degeri diisiik,
ancak ozgiilliigli yiiksek olarak saptandi. Bu nedenle belki de
bakteriyolojik taninin konulamadigi, ancak hasta verileriyle
birlikte, kuvvetle tiiberkiiloz kugkusu bulunan olgularin da da-
hil edildigi daha kapsamli ¢alismalarla HE boyama yonteminin
tiiberkiiloz tanisindaki rolii daha saglikli yorumlanacaktir.

Sonugta tiiberkiiloz iilkemiz i¢in hald onemli bir saglik
problemi oldugu i¢in, tan1 koymada maliyeti diisiik, hizli, ko-
lay kullanilabilen tiim tekniklerin dogru olarak uygulanmasi ve
sonuglarin hasta verileriyle birlikte yorumlanmasi erken tani
koyma olasiligini artiracaktir.
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