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GIRIS VE AMAC

Insanlik tarihinin en eski hastaliklarindan biri olan tiiberkiiloz (TB) halen
diinyanin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. Diinyada Human
Immunodeficiency Virus (HIV) infeksiyonundan sonra tek infeksiyoz etkene bagli 6liime
neden olan ikinci etkendir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 1993 yilinda global tehlike
olarak ilan edilmistir (1-3).

Giinlimiizde diinya niifusunun {igte biri Mycobacterium tuberculosis ile infektedir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin tahminlerine gére her yil yaklasik sekiz milyon insan tiiberkiiloza
yakalanmakta ve bunlarin iki-tic milyonu Olmektedir. Tiiberkiiloz hastaliginin insidansi
gelismekte olan tlkelerde yiiksektir. Bunun nedenleri arasinda kotii sosyoekonomik diizey,
kalabalik yasam ve HIV ile infekte kisilerin ¢ok olmasi yer almaktadir. Tiiberkiiloz
kontroliinde en 6nemli konu, balgaminda TB basili bulunan hastalar1 erken saptamak ve
baskalarina bulastirmadan etkili ilaglarla en kisa siirede tedavi etmektir (3-6).

Tiberkiilozun tanisi; hastaligin semptomlari, balgamin mikroskobik incelemesi,
lezyonlarin radyolojik goriintiileri ve altin standart olarak M. tuberculosis’in kiiltlirde
iiremesine gore konulmaktadir. Mycobacterium tuberculosis, bollinme siliresi en uzun
bakteridir. Bu ozellikleri nedeni ile mikobakterilerin klasik yontemler ile iiretilmesi, tiir
diizeyinde tanimlanmasi ve duyarlilik testlerinin sonuglandirilmas i¢in ti¢-alt1 haftalik siireye
gereksinim duyulur (7). Genellikle ii¢ haftalik inkiibasyondan sonra koloniler besiyerinde
goriilebildigi icin en sik kullanilan konvensiyonel yontemlerle [Lowenstein-Jensen (LJ) ve
Middlebrook (MB) 7H12 (BACTEC 12B)] uzun siirede sonu¢ alinmaktadir. Bu nedenle TB
basilinin tretilerek antitiiberkiiloz ilaglara kars1 duyarliliginin saptanmasi haftalar aldigindan,
ozellikle ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID TB) olgularmin erken tedavi edilmesi ve direngli
kokenlerin yayilmasinin 6nlenmesi zorlastirmaktadir (5,6,8).

Tiiberkiiloz kontroliinde en 6nemli sorun birinci se¢enek antitiiberkiiloz ilaglara
direncin artmasidir. Bu nedenle CID TB hastalarmimn artis;, TB ile miicadeleyi
zorlagtirmaktadir (2,8). Bugiin kotii kontrol programi, 6zellikle rifampisinin (RIF) denetimsiz
kullanimiyla izoniazid (INH) ve RIF’e kars:1 birlikte diren¢ olusumuna neden olarak, sorunu
¢Oziimii ¢ok zor bir noktaya getirmistir. En az INH ve RIF direngli basillerin neden oldugu

TB, “CID TB” olarak adlandiriimstir (9).
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Aktif tiiberkiilozun tanisinda M. tuberculosis’in kiiltiirde {retilmesi altin
standarttir. Giiniimiizde halen bir¢ok merkezde TB tanisi amaciyla mikroskopik inceleme ve
kiiltiir kombinasyonu kullanilmaktadir. Ozellikle direngli olgu sayisindaki artis nedeniyle,
tedaviye en kisa siirede baslayabilmek ve yeni bulaslar1 dnleyebilmek amaciyla, duyarliligi ve
ozgiilliigii yiiksek, hizli sonug veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar yontem-
lerinin glinlik kullanima girmesi 6nemli bir gereksinim haline gelmistir (10,11). Bu nedenle
son yillarda M. tuberculosis’in ilag direncinin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasindan
sonra hizl ilag direnci saptamaya yonelik 6zellikle RIF ve INH direncini saptayan molekiiler
yontemler gelistirilmistir (5).

Bu calismada; Aydin il merkezinde ¢alismaya dahil edilen TB olgularindan izole
edilen Mycobacterium tuberculosis kokenlerinde, BACTEC 460 TB (Becton Dickinson,
ABD) ve TB Diren¢ Kiti (Autoimmun Diagnostika GmbH, Almanya) yontemleri ile
antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng oranlarinin ve TB Diren¢ Kiti ile dirence yol acan
mutasyonlarin saptanmast amaglanmistir. Prospektif olarak 1 Ocak 2009- 1 Haziran 2010
tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi ve Aydin
ili Verem Savas Dispanseri’ne (VSD) bagvuran TB olgularinda, M. tuberculosis’in izolasyonu
ve antitiiberkiiloz 1ila¢ direncinin saptanmasinda; fenotipik ve genotipik yOntemler
kullanilmigtir. Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Aydin il
merkezinde antitliberkiiloz ila¢ direncini saptayan tek saglik merkezidir. Ayrica bu ¢alisma;
Aydin il merkezinde yapilmis ilk molekiiler ¢alismadir. Bu g¢alisma ile Aydin ilindeki
antitliberkiiloz ila¢ direnci hakkinda Onemli verilere ulasilmasi ve bdylece bu veriler
dogrultusunda tedavinin yonlendirilmesinde klinige katkida bulunulmasi amaclanmistir. Bu
calisma ile antibiyotik duyarlilik testleri zamaninda calisilip sonuglar en kisa siirede Aydin ili

VSD’ne bildirilerek hastalarin tedavisine 6nemli katkida bulunulmustur.

13



GENEL BIiLGILER

Tiiberkiiloz Hastaliginin Tarihcesi

Tiiberkiiloz yiizyillardan beri bilinen bir hastaliktir. Almanya’da bulunan ve M.O.
8000 yilina kadar uzanan tarih Oncesi insana ait iskelet kalintilarinin hastalik izi tasidig
bulunmustur. Eski Misir uygarhgna ait iskeletlerde ve Inka ddénemi insanlarinda Pott
hastaligina bagli kesin bulgular saptanmistir (12).

Hastaligin bulasic1 karakterde olabilecegi ilk kez Fracastorius tarafindan ileri
stiriilmiis, Willemin 1865 yilinda tiiberkiilozdan 6len kisilerin akciger (AC) kavite 6rneklerini
tavsanlara inokiile ederek hayvanlarda hastalik olusturmay1 basarmistir. Robert Koch 1882
yilinda bakteriyi mikroskopta gostermis, 1884 yilinda klinik 6rneklerde izole ettikten sonra saf
kiiltiiriini yapmus, deneysel olarak hayvanlarda hastalik olusturmus ve infekte hayvanlardan
bakteriyi tekrar lireterek Koch Postulasi’ni tarif etmistir. Ayrica Koch 1890 yilinda ‘‘old
tiiberkiilin’> ile hastaligin 6zel immiinite ve allerjisini ortaya koymustur. Baslangicta
Bacterium tuberculosis adiyla anilan bakteri, koloni morfolojisi ve yavas iireme o0zelligi
nedeniyle mantara benzetildiginden Lehmann ve Neumann tarafindan 1886 yilinda M.
tuberculosis olarak isimlendirilmistir. Calmette ve Guerin 1921 yilinda BCG asisii (Bacillus
Calmette-Guerin), Seibert ve Glenn 1939 yilinda PPD (Purified Protein Derivative)’yi
bulmuslardir (1,13,14).

On dokuzuncu yiizyilm sonlarina dogru TB salgini, Osmanli Imparatorlugu’nda
biiyiik bir halk sagligi sorunu olmus, Balkan Savaslari ve Birinci Diinya Savasi’ndaki agir
yoksulluk kosullarinda Anadolu’ya yayilmaya baslayan hastalik, 1940’larin sonunda en
yiiksek diizeyine ulasmis ve bu donemde en sik goriilen 6liim nedeni olmustur (14).
Ulkemizde TB ile etkin miicadele 1950°1i yillarda baslatilmistir. Cikartilan bir yasa ile 1960
yilinda VSD’leri kurulmustur. Doksanl yillarla birlikte “‘Gogiis Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz’’
alaninda bilimsel dernek orgiitlenmeleri gergeklesmis ve diizenli, disiplinli bir sekilde

bilimsel ¢alismalar, mezuniyet sonrasi mesleki egitimler yapilmaya baglanmistir (15).

Tiiberkiiloz Tedavisindeki Tarihsel Gelisim
Tiiberkiilozun tedavisinde 18. yiizyila kadar fazla degisiklik olmamuis, bu yiizyilda
kir havasi, hafif egzersiz, antimonlu ve vazokonstriktor ilaglar, oksiiriik suruplari, opiatlar,

flebotomi gibi yontemler kullanilmistir. Ik sanatoryumlar 19. yiizyilin sonlarinda daglarda
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acilmis ve 20. ylizyilnin ilk yarisinda alabildigince ¢cogalmis ve giderek TB arastirmalarinin
merkezi haline gelmistir. Kemoterapi doneminden Onceki bu tedavi girisimlerine
bakildiginda, acik bir sekilde faydasi olan tek tedavinin, hastalikli ve kaviteli apikal
segmentlerin kollabe edilerek kavitelerin kapatilmasinin amaclandigi, kollaps tedavisi oldugu
gozlenmektedir (14). Tiberkiiloz tedavisinde klinik etki saglayan ilk antibiyotik olan
streptomisin (SM), 1944°de New Jersey’de bir toprak mikrobiyologu olan Selman Abraham
Waksman tarafindan kesfedilmistir. Bu kesif ile TB tedavisinde kemoterapi donemi
baslamistir. Ayn1 yil Isvecli bilim adami Jorgen Lehman salisilik asidin para-amino tuzunu
sentezleyerek para-amino salisilik asit (PAS)’in TB tedavisinde kullanimini saglamis ve bu
iki ilacin kullanima girmesiyle TB tedavisinde iyi sonuclar alinmaya baglanmistir (16). Ingiliz
Tibbi Arastirma Konseyi (British Medikal Research Council) 1950 yilinda PAS ve SM’i tek
tek ve kombine kullanarak ilk karsilastirmali, randomize klinik calismayr yapmislar ve
kombine tedavinin daha etkili oldugunu ve bu sekilde ila¢ direnci gelisiminin engellendigini
aciklamustir (17). Izonikotinik asit hidrazid’in 1952 yilinda antitiiberkiiloz aktivitesinin
bulunmasiyla INH, PAS ve SM’den olusan iiclii tedavi donemi baslamis ve hastalarin % 90-
95’1 bu ii¢ ilacin 24 ay siireyle devamli olarak kullanilmasi ile tedavi edilebilir hale gelmistir
(18). Daha sonra 1960’1 yillarda PAS’in yerini etambutol (EMB)’un almasiyla iki énemli
yarar elde edilmistir, EMB hem hastalar tarafindan PAS’ten daha iyi tolere edilebilmis hem
de tedavi siiresini 18 aya indirebilmistir (19). Rifampisinin 1970’lerde tedaviye eklenmesi ve
bu ilacin kazedz odaklarda bulunan yar1 dormant basillere etkili oldugunun bulunmasiyla
tedavi siiresi daha da kisalmustir (20). Ingiliz Tibbi Arastirma Konseyi’ nin bu yillarda Bati
Afrika ve Hong Kong’ta yaptig1 ¢alismalarda INH, SM, EMB ve RIF kombinasyonu ile
sekiz-dokuz aylik tedavi siiresi ile % 95’in iizerinde kiir elde edildigi bildirilmistir (21,22).
Son olarak pirazinamid (PZA)’in tedaviye eklenmesiyle kiiltiir negatifligine ulagma siiresi
daha da kisalmis ve alti ayda % 95’in uzerinde kiir oranlar elde edilmistir (23).
Antitiiberkiiloz ilag¢ olarak ilk kez 1940’11 yillarda SM bulunmus; TB tedavisinde direng
sorunu da SM’nin tek basina kullanilmasi ile birlikte daha o yillarda giindeme gelmistir. Daha
sonra INH, EMB ve PZA ilaglar1 bulunmus ve TB tedavisinde kombine ila¢ kullanimi kurali
yaygin kabul gérmiistiir. En son RIF 1960’11 yillarin sonuna dogru tedaviye eklenmesinden
sonra rutin kullanima giren yeni TB ilac1 olmamistir. Tiiberkiiloz, bu bes major ilacin uygun
kombinasyonlari ile % 100’e yakin oranlarda tedavi edilebilmesine karsin bir veya birkag

major ilaca (0zellikle rifampisine) direng varliginda tedavi basaris1 azalmaktadir (24-28).
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Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz primatlarda ve kobay gibi laboratuvar hayvanlarinda tespit edilmis
olmasina ragmen, tek dogal rezervuari insanlardir. Hastalik, insanlar arasinda yakin temas
ile infeksiyoz aerosollerin solunmasi yoluyla yayilir. Biiyiik partikiiller mukozal yiizeyler
tarafindan tutulur ve solunum agacinin silier hareketleri ile uzaklastirilir. Ancak bir ile ii¢ kadar
TB basili iceren kiiclik partikiiller alveolar bosluklara ulasip infeksiyon olusturabilirler (29-31).

Diinya Saghk Orgiitii, diinya niifusunun iicte birinin M. tuberculosis ile infekte
oldugunu tahmin etmektedir. Giiniimiizde DSO, M. tuberculosis her yil yaklasik olarak dokuz
milyon yeni vakaya ve iki milyon 6lime sebep olmaktadir. Hastalik insidansinin en yiiksek
oldugu bolgeler Giineydogu Asya, Afrika’da Sahra Coli’niin giineyi ve Dogu Avrupa’dir
(31). Yiiksek olgu yiikii olan iilkeler, diinyadaki TB olgularinin % 80’ini bulunduran
iilkelerdir. Toplam 22 iilke bulunmaktadir. Bunlar; Hindistan, Cin, Endonezya, Nijerya,
Banglades, Pakistan, Etopya, Giiney Afrika, Filipinler, Kenya, Kongo, Rusya, Viyetnam,
Tanzanya, Brezilya, Uganda, Tayland, Mozambik, Zimbabve, Myanmar, Afganistan,
Tanzanya’dir (4). Milenyum Gelisme Hedefleri ¢ercevesinde, TB kontroliiniin global hedefleri
ve gostergeleri; 1990 yili rakamlart baz alindiginda 2015 yilina kadar 6liim oranlarinin ve
prevelansin da yariya indirilmesidir. Ilave olarak, yeni yayma pozitif vakalarin en az % 70’inin
saptanmast ve bunlarin Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi (DGTS) programlan ile %
85’inin tedavi edilmesidir. (32).

Tiiberkiiloz tiim diinyada, 6zellikle Asya ve Afrika’da 6nemli bir hastalik ve 6liim
nedenidir. Global olarak, 2006 yilinda 9,2 milyon yeni vaka (139/100.000) ve yaklasik olarak
1,7 milyon kisinin TB’dan 61diigii saptanmistir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gére 4,1 milyon kisi
yeni yayma pozitif (toplam vakalarmm % 44’1, 62/100.000) ve 700.000 kisi HIV pozitif
(toplam vakalarin % 8’1) bulunurken, HIV pozitiflerin 200.000 kisi de TB nedeniyle 6lmiistiir.
Afrika bolgesi en yliksek insidansa sahiptir (363/100.000). Hindistan, Cin, Endonezya, Giiney
Afrika ve Nijerya sirastyla TB’un en cok goriildiigii ilk bes iilkedir. Toplam olgularin %
86’sindan Afrika (% 31), Giiney Dogu Asya ve Bat1 Pasifik bolgeleri (% 55) sorumludur (32).

Iki bin alti yilinda, diinyanin biitiin bdlgelerinden global toplum saghigmn,
ozellikle HIV prevalansimin yiiksek oldugu bolgeleri tehdit eden YID TB (Yaygin ilag direngli
tiiberkiiloz) bildirilmistir. Yaygm ila¢ direngli tiiberkiiloz, CID TB’ye ilave olarak herhangi
bir kinolona ve parenteral ilaglardan herhangi birisine (amikasin, kapreomisin veya kanamisin)

diren¢ olmasi durumudur. Diinya Saglik Orgiitii CID ve YID TB 2008 raporuna gore her yil
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tahmini olarak 40,000 YID TB vakasi goriilmektedir. Bu veriler 35 iilkeden elde edilmistir. Bu
konuda iilkemiz dahil saglikl1 veriler heniiz toplanmamistir. En yiiksek CID TB’ler arasinda
YID TB oranlart eski Sovyetler Birligi'nden ayrilan iilkelerde en yiiksek olarak gdze
carpmaktadir; 6rnegin, Ermenistan'da % 4, Estonya’da % 24’tiir. Giiney Afrika'da 2004-2007
yillar1 arasinda 17.615 CiD TB’nin 996’s1 (% 5,6) YID TB olarak tanimlanmustir. Japonya'da
YID TB oram yiiksek olup, CID TB’ler arasinda % 30 kadardir. Genel olarak Orta ve Bati
Avrupa’da, Amerika’da bu oran diisiiktiir. 2007 ve 2008 yillarinda tedavi altina alinan kayitl
CID TB’li hasta sayis1 160.000°dir. Ayn1 yillarda tedavi altina alman YID TB’li hasta sayist
16.000’dir. Hayat1 kurtulan hasta sayisi toplam 134,000 olarak belirlenmistir. Bu hastalarin
toplam maliyetleri ise 2.155.000 dolar civarindadir. Tiiberkiilozun tedavisinde CID TB bash
basina dnemli bir problem olarak goziikiirken, YID TB’nin de ortaya ¢ikmasi ve yiizdelerinin
artmas1 nedeniyle gerekli tedbirler zamaninda alinmaz ise tiiberkiilozun kontroliinde ve
ortadan kaldirilmasinda saptanan hedeflere belirlenen zamanda ulasmak olas1 olmayabilir. (33-
35).

Yirminci yilizylla kadar yapilan c¢aligmalara ragmen gelismis {ilkelerde
tiiberkiilozun eradikasyonu, HIV epidemileri nedeniyle hala basarilamamaistir (9). Daha 6nce
M. tuberculosis ile karsilagmis HIV pozitif bir insanda TB gelisme riski HIV negatiflere gore
yaklasik 10 kat artmis olup % 50 kadardir (36). Diinyada HIV epidemisi yayildikca ilaglara
direngli tiiberkiiloz sorunu da artmaya baslamistir. Her iki infeksiyona sahip kisilerde CID TB
geligme riski HIV negatiflere gére 100 kat artmustir (37).

Tiirkiye’de veremle savas Prof. Dr. Besim Omer Pasa tarafindan 1918 yilinda
baslatilmistir. Genis capli kitle taramasi ve as1 ¢alismalar1 1953-1956 yillar1 arasinda yapilmis
ve bu donemde taranan kisilerin % 56’simin TB basilleri ile infekte oldugu saptanmis ve 6lim
nedenleri arasinda TB ilk sirayr almistir. Aym1 oran 1980°1i yillarda % 0,36’ya diigsmiistiir
(13).

Giliniimiiz sanayilesmis diinyasinda, yeterince tibbi yardim almayan etnik
azinliklar, sehirli yoksullar, evsiz insanlar, mahkumlar, alkolikler, intravendz ilag
kullananlar, genel olarak yaslilar, yiiksek prevalansli yerlerde dogan yabancilar ve aktif
tiiberkiilozlular ile temas edenler arasinda tiiberkiilozun prevalanst daha yliksektir.
Gilintimiizde, HIV infeksiyonu latent infeksiyonun aktif tiiberkiiloza doniismesinde
bilinen en onemli risk faktoriidiir ve HIV ile birlikte TB infeksiyonu, 6zellikle ilag direnci

de birlikteyse, oldukca yiiksek mortaliteli salginlara sebep olurlar. Ayrica ilerleme
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olasilig1 yiiksek olan gruplar arasinda, son iki yilda infekte olanlar, < 4 yastaki cocuklar ve
AC radyografisinde saptanan kistik ve kanserdz lezyonlari olan kisiler de sayilabilir (38,39).
Bu hastalarda hastalig1 yok etmek zor oldugundan, hastaligin saglik calisanlar1 da dahil diger
insanlara yayilmasi 6nemli bir halk saglig1 problemi yaratmaktadir. Bu durum 6zellikle
ilaca direngli M. tuberculosis i¢in dogrudur, ¢iinkli uygun olmayan tedavi alan insanlar uzun bir
stire bulastiric1 kalabilirler (31).

Mycobacterium tuberculosis, pulmoner tiiberkiilozlu hastalarmm o6ksiirmesi sonucu
olusan ve havada bulunan partikiiller (droplet nuclei) ile tasinir. Bu partikiiller 1-5 um ¢apinda
olup, normal hava akiminda havada asili kalirlar. Duyarli bir kisi bu asili  partikiilleri
soludugu zaman infeksiyon olusur. Alveollerin iginde organizmalar alveoler makrofajlar
tarafindan yutulurlar. Genellikle, konak hiicresel bagisik yanitt M. tuberculosis’in ¢ogalmasin
ve yayilmasini engeller. Bununla beraber, bazi basiller ilk infeksiyondan sonra yillarca
canli, fakat ‘‘dormant’’ basiller olarak kalabilirler. Latent M. tuberculosis infeksiyonu olan
hastalarda genellikle, PPD cilt testi pozitif olup asemptomatiktirler ve bulastirici degildirler.
Genel olarak, latent infeksiyonu olan kisilerde, hayatlar1 boyunca aktif TB gelisme riski %
10°dur. Human Immunodeficiency Virus infeksiyonu olan hastalarda yaygin hastalik gelisme

riski yilda % 10-15 civarindadir (40).

Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Goriiniim, boyanma ve kiiltiir ozellikleri

Mycobacterium, Yunanca ‘‘fungus (myces)’’ ve ‘‘kiiciik ¢ubuk (bakterion)’’
kelimelerinden tiiretilmistir. Ismin fungus kismi, bu mikroorganizmanin sivi besiyerlerinde
iireme Ozelliklerinin kiiflere benzemesinden kaynaklanmaktadir. Mycobacterium tuberculosis,
taksonomik olarak Actinomycetales takimi, Mycobacteriaceae ailesi, Mycobacterium cinsine
aittir. Mycobacterium cinsinde {i¢ tiir bulunmaktadir: M. tuberculosis, M. leprae ve tiiberkiiloz

(X3

dis1 mikobakteriler [non-tuberculous mycobacteria (NTM), eskiden ‘‘atipik mikobakteriler’’
veya ‘‘mycobacteria other than tuberculosis’ (MOTT) olarak isimlendirilmistir].
Mikobakterilerin taksonomik siiflamasi Sekil 1’de gosterilmektedir. Ayni soy, degisik aile
altinda incelenen Nocardia ve Actinomyces cinsleri gibi, birgok Mycobacteria cinsi de
cevresel olarak bulunabilmekte ve nadiren hastalik olusturmaktadir. Giinlimiizde halen M.

tuberculosis tiirli, insanlarda 6liimciil hastalifa yol agmaktadir (29,30,41).
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Mycobacterium cinsi deoksiriboniikleik asitlerindeki (DNA) yiiksek guanin (G)
ve sitozin (C) icerikli gram (+) bakteri siniflandirilmasinda, Corynebacterium ve Nocardia
ile birlikte Actinomycetales takiminda siiflandirilmakta ve Mycobacteriaceae ailesi igindeki
tek cins olup diger mikolik asit i¢eren cinsler ile iliskisi vardir. Mikobakteri tiirlerinin yiiksek
G+C igerikleri [% 61-71 mol, M. leprae (% 55 mol) hari¢], diger mikolik asit iceren iiyeler
olan Gordonia (% 63-69 mol), Tsukamurella (% 68-74 mol), Nocardia (% 64-72 mol) ve
Rhodococcus (% 63-73 mol) gibi cinslerde oldugu gibidir (42,43,44). Mycobacterium cinsi
icinde bulunan bakteriler aside direnclilik, 70-90 karbon iceren mikolik asitlerin varligi,
deoksiriboniikleik asitlerindeki yiiksek (% 61-71 mol) guanin + sitozin (G+C) igerigi esasina
gore smiflandirilirlar. Bazi bakteri tiirleri (6rnegin; Nocardia, Rhodococcus, Tsukamurella,
Gordonia) aside direncli olabilmelerine karsin daha az yogunlukta boyanirlar (kismen aside

direnclidirler) ve mikolik asit zincirleri daha kisadir (29,30,42).

{ Actinomycetales }

[ Mycobacteriacea [ Actinomycetaceae } Streptomycetaceae}

[ Mycobacterium J [ Nocardia J [Actinomyces} [Streptomyces}

M. leprae
M. tuberculosis complex

M. tuberculosis
M. bovis

M. microti

M. africanum
M. canetti

NTM

NTM: Non-tuberculous mycobacteria

Sekil 1. Mikobakterilerin taksonomik siniflamasi
Bilimsel literatiire ilk olarak 1896’da giren Mycobacterium cinsi icinde bugiin

80’den fazla tiir tanimlanmustir. Insan ve diger sicak kanli hayvanlarda hastalik olusturan M.

tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti ve M. canetti’nin birbirleriyle gdsterdikleri
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genetik yakinlik temel alinarak bu tiirler “M. tuberculosis complex” ad1 altinda toplanmistir ve
benzer DNA-DNA homolojisi gosterirler (>%95) (43-45).

Mikobakterilerde lipidden zengin karmasik bir hiicre duvari vardir. Bu hiicre
duvan1 bakterilerin karakteristik &zelliklerinin (6rnegin; aside direnglilik, yavas iireme,
deterjanlara direngli olma, yaygin antibakteriyel antibiyotiklere direng, antijenisite,
kiimelesme) ¢ogundan sorumludur (31). Peptidoglikolipid hiicre duvari, meso-diaminopimelik
asit, alanin, glutamik asit, glukozamin, muramik asit, arabinoz ve galaktoz icerir. Mikolik
asitler (karbon atomlarinin sayist 70-90 olabilir) serbest lipidler ile birlikte (Ornegin;
trehaloz-6,6’-dimokolat) hidrofobik gegirgen bir bariyer olustururlar (46,47). Diger 6nemli
yag asitleri mumlar, fosfolipidler, mikoserozik ve fenoik asitlerdir. Hiicresel yag asitlerinin
degisik paternleri arasinda (karbon atomlarinin sayis1 10-20), Actinomycetales iiyelerinin
birka¢inin tek bir hiicre komponenti olan tiiberkiilostearik asit (10-R- methyloc-tadecanoic)
bulunur (46).

Mycobacterium tuberculosis’in kuru agirliginin % 60’1indan fazlasi lipidlerden
olusur (48). Mikobakterilerin elektron mikroskobuyla yapilan incelemeleri; sitoplazma iginde
bol miktarda ribozom, polifosfat graniilleri, vakuoller, lipid damlaciklar1 ve kitle seklinde
fibriler bir DNA bulundugunu, ii¢ katli plasma membraninin {i¢ kath bir hiicre duvari ile ¢evrili
oldugunu ortaya koymustur. Hiicre duvarinin iskeletini, peptidoglikan ve arabinogalaktan
tabaka olusturur. Peptidoglikan tabakada N-asetil glukozamin ve N-glikolil muramik asit (diger
bakterilerde N-asetil muramik asit), arabinogalaktan tabakada ise D-arabinoz, D-galaktoz ve
mikolik asit bulunur. Bu iki tabaka D-arabinoz ve N-glikolil muramik asit arasindaki
fosfodiester kopriileri ile birbirine baglanir (13,29,31).

Glikolil  yapis1  nedeniyle  mikobakteriler lizozime  direnclidir.
Arabinogalaktan tabakada D-arabinoz, D-galaktoz ve mikolik asit bulunur.
Peptidoglikan, arabinogalaktan (AG) ve mikolik asitler (MA) birbiriyle baglanarak
kompleks bir yapi olusturur. Bu yap1 mikolil-arabinogalaktan-peptidoglikan kompleksi
olarak adlandirilmaktadir. Hiicre duvarinin iskeleti, peptidoglikan ve
arabinogalaktandan olusur. En dis tabakada ise mikolik asitlere kovalent olarak
baglanmis serbest lipidler (SL) yer almaktadir. Bunlardan en onemlisi mikolik asitin
trehaloz ile olusturdugu kord faktor olarak da bilinen bir kompleks olan trehaloz
dimikolattir. Trehaloz dimikolat bakterinin tween-albumin besiyerinde 37°C’de 10-15 giin

icinde cali demetine benzer goriinlim almasindan sorumludur. Siilfatid ve siilfatid agil
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trehalozlar, makrofaj i¢cinde fagozomla lizozimin birlesmesini engelleyerek virulansta rol
oynar. Mikosidler ise M. leprae’de oldugu gibi basilin etrafinin kapsiil gibi sarar. Serbest
lipidler hiicre duvar kalinligindan ve biiyiik oranda aside direncli boyanma 6zelliginden
sorumludur. Mikobakteri hiicre duvarmin diger 6nemli komponenti fosfatidil-myo-
inozitol (FMI) wuzantilariyla sitoplazmik zara (SZ) baglanan lipoarabinomannan

(LAM)’dir. Mikobakterilerin hiicre duvari Sekil 2’de gosterilmektedir (13,31,48)
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PG: Peptidoglikan, AG: Arabinogalaktan, MA: Mikolik asit, SL: Serbest lipid, FMi: Fosfatidil-myo-
inozitol, SZ: Sitoplazmik zar, LAM: Lipoarabinomannan

Sekil 2. Mikobakteri hiicre duvar1 (48)

Mycobacterium tuberculosis silindir seklinde, uclar1 yuvarlak, 0,3-0,6 pm en ve 1-
4 um boyunda, diiz veya hafif kivrik, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, aerob ortamda
iireyebilen ince bir basildir. Bazen dallanmis ve uzun flamentdz sekillerde, bazen kokoidal
formda olabilirler. Eski Kkiiltlirlerden ve kazedz lenf bezlerinden yapilan preparatlarda
dallanmig, flament6z veya kokoidal formda goriilebilir. Klinik 6rneklerde tek tek veya ikili
ticlii kiiciik gruplar halinde bulunur. Mycobacterium bovis ise daha kalin ve kisadir. Bazen

nokta gibi graniillii, bazen uzun sekillerde goriliir (13,29,44).
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Koloni morfolojileri tiirler arasinda degisken olup, diiz, kaba veya piiriizli,
pigmentsiz (non-fotokromojen) veya pigmentli olabilir. Pigmentli tiplerin kolonileri,
genellikle keratonoid pigmente bagli olarak, diizenli veya degisken sekilde sari, portakal
veya nadiren pembe renklidir. Bazi tiirler pigment olusturabilmek i¢in 1518a gereksinim
duyarlar (fotokromojenler); diger tiirler ise hem 1sikta ve hem de karanlikta pigment
yapabilirler (skotokromojenler) (44).

Mycobacterium tuberculosis aside alkole direnglidir. Hiicre duvari lipidden zengin
olup, yiizeyi hidrofobik ve mikobakterileri birgok dezenfektana ve laboratuvarda yaygin
kullanilan boyalara kars1 direngli yapmistir (31). Bakterinin aside direngli boyanma 6zelligi,
fiziki biitiinliigli yaninda hiicre duvarindaki mikolik asit ve lipid bariyer sistemine baglidir.
Yiizey lipidlerinin hidrofilik etkileri, boyanin suda kolay eriyen organik bir madde (fenol)
icinde eritilmesi ve 1sitilmasti ile en aza indirilir. Fenollii fuksin i¢ine yiizey gerilimini azaltan
tween 80, dimetil siilfonat ve propilen glikoz gibi maddelerin eklenmesi de boyanma 6zelligini
kuvvetlendirir (13,29,49). Fenollu fuksin, lipid ortamda alkol ve su ortamina gore daha
kolay eridiginden bakteri lipidlerini kolayca geger ve bakteriyi boyar (49). Boyanmalari
icin fenollu ve yogun boya eriyiklerinin uzun siire ya da sicaklik etkisi ile uygulanmasi
gerekir. Bu sekilde boyanan aside direncli bakteriler, bir kez boyandiktan sonra asit, asitli
alkol ve diger renk gidericilerle boyalarini birakmazlar. Renksizlestirici olarak kullanilan
asit ve alkolde daha az eridiginden, bunlarin uygulanmasi ile bakteriyi terk etmez, bu
yiizden de aside direncli bakteriler (acid-fast) olarak adlandirilirlar (31,49). Aside direncli
veya asidorezistan bakteriler (ARB) hiicre duvar yapisinin biiyiikk boliimiinii olusturan
lipidlerin hidrofobik 6zelliginden dolay: bakteriyolojik boyalarla zor boyanir (49). Ehrlich-
Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi ile boyanir. Bu yontemde aside direncli bakteriler mavi
zeminde parlak kirmizi olarak goriiliir (Resim 1). Karsit boyamada metilen mavisi yerine
pikrik asit kullanilirsa zemin sar1 renkte, malasit yesili kullanilirsa yesil renkte boyanir. Eski
kiltiirlerden ve kronik hastalarin klinik o6rneklerinden hazirlanan preparatlarda; bakteri
sitoplazmasinda bulunan polifosfat grantilleri ve vakuollerin degisik derecelerde boya almalari
nedeniyle, basiller diizensiz sekilde boyanip, boncuk dizisi veya tesbih seklinde goriiniir.
Klinik orneklerdeki mikobakterilerin gosterilmesinde florokrom boyama yontemlerinden de
(Auramine-fenol, Auramine-Rhodamine, Glikerson-Kanner yontemi v.b.) yararlanilir. En sik
kulanilan Auramine-Rhodamine boyamasidir. Aside direngli basiller siyah zeminde parlak sar1

renkte goriiliir (Resim 2). Gozii daha az yormasi, yiiksek oranda olumlu sonu¢ alinmasi,
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basillerin daha kolay ve daha cabuk goriilmesi siipheli durumlarda tercih edilen bir yontemdir

(13,29,30).
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Resim 1. Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama ile M. tuberculosis (100X biiyiitmeli objektif,
151k mikroskobu) (50)

Resim 2. Auramine-Rhodamine boyama ile siyah zeminde parlak sari1 renkte goriilen

aside direngli basiller (40X biiyiitmeli objektif, floresan mikroskobu) (51)
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Mycobacterium tuberculosis, lredigi besiyerine niasin salma ozelligine sahip
olmast ile M. simiae disindaki tim mikobakterilerden ayrilir. Mycobacteriu bovis BCG
susunun bazi1 kokenleri de, nadiren niasin {retebilir. Mycobacterium tuberculosis,
pirazinamidaz ve nikotinamidaz enzimine sahiptir. Oysa her iki enzimde M. bovis’de bulun-
maz. Insanlarda klinik éneme sahip mikobakteri tiirleri iginde thiophene-2-carboxylic acid
hydrazide (TZH)’ye duyarl tek tiir M. bovis ‘dir (13,29,30).

Mycobacterium tuberculosis’de ikiye boliinme siiresi 15-20 saattir (ortalama 18
saat). Kat1 besiyerlerinde kolonilerin goriilebilmesi i¢in en az iki hafta ge¢mesi gereklidir.
Yumurtali besiyerlerinde {istii ve kenarlar1 girintili ¢ikintili, kuru, sert, kirli beyaz ve deve
tiiyii renginde bir-iki mm ¢apli pigmentsiz koloniler olusturur. Zorunlu aeroptur. Uremesi i¢in
optimal 1s1 37°C, pH 7 ve % 5-10 CO; iiremeyi arttirir. Enerji gereksinimlerini basit karbon
kaynaklarindan (gliserol, glikoz) saglar. ik izolasyonlar1 i¢in zenginlestirilmis besiyerleri
gerekir. Bu nedenle ilk izolasyonda en sik kullanilan besiyeri LI’dir (Resim 3). I¢inde tam
yumurta, patates unu, gliserol, cesitli tuz-mineraller ve malasit yesili vardir (agar yok).
Malasit yesili, mikobakterileri etkilemeyen ancak bir¢cok bakterinin {iremesini engelleyen

(inhibitor) bir madde olarak besiyerinde bulunur. Adi besiyerlerinde lireyemezler (13,29,31).

Resim 3. Lowenstein-Jensen besiyerinde Mycobacterium tuberculosis kolonileri (29)
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Kiiltiirde kullanilan besiyerleri li¢ grupta incelenebilir;

l.Yumurtali besiyerleri (Lowenstein-Jensen, Petragnani, Amerikan Toraks
Toplulugu)

2.S1v1 besiyerleri (Middlebrook 7H12)

3.Agarli besiyerleri (Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H12)

Lowenstein-Jensen besiyeri kiiltiirde en sik kullanilan besiyeridir. Bakteriolojik
tanida sik kullanilan diger yontemler, BACTEC ve MGIT dir. Tablo I’de Mycobacterium

tuberculosis i¢in secici besiyerleri gosterilmistir (29).

Tablo 1. Mycobacterium tuberculosis icin secici besiyerleri (29)

Besiyeri Icerik Inhibitor
Tam yumurta, bazi tuzlar, | Malasit yesili 0,025gr /100 ml
Gruft modifiye gliserol, patates unu, RNA | Penisilin 50 U/ml
Lowenstein-Jensen Smg/100 ml Nalidiksik asit 35 mg/ml
Tam yumurta, bazi tuzlar, | Malasit yesili 0,025 gr/100 ml
patates unu, gliserol Siklohekzimit 400 mg/ml
Lowenstein-Jensen Linkomisin 2 mg/ml

Nalidiksik asit 35 mg/ml

Bazi tuzlar, vitaminler, Malasit yesili 0,0025 gr/100 ml

kofaktorler, oleik asit, Siklohekzimit 360 mg/ml
Middlebrook 7H10 albumin, katalaz, gliserol, | Linkomisin 2 mg/ml

glukoz, agar Nalidiksik asit 20 mg/ml

Bazi tuzlar, vitaminler, Karbenisilin 50 mg/ml

kofaktorler, oleik asit, Amfoterisin B 10 mg/ml
Middlebrook 7H11 albumin, katalaz, gliserol, | Polimiksin B 200 U/ml
(Mitchison’1n besiyeri) glukoz, kazein hidrolizat, | Trimetoprim laktat 20 mg/ml

agar

Direng
Kuruluga ve dezenfektanlara diger sporsuz bakterilere goére daha direnglidir.

Kiiltiir ortaminda, besiyeri i¢cinde 12 yil canli kalir, infektivitesini korur. Giin 1s181na direk
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maruz kalinca iki saatte Oliir, balgam i¢inde 20-30 saat dayanir. Kurumamis balgamda
haftalarca canli kalir, karanlik ve soguk ortamda kuru balgamda alti-sekiz ay canli kalir
(1,13). Mpycobacterium tuberculosis, 0Ozellikle, balgam icinde bulundugunda kimyasal
dezenfektanlara oldukg¢a direnglidir. Balgam ve diski gibi diger bakterilerle kontamine
orneklerden tiiberkiiloz basillerinin saf kiiltiiriinii yapmada bu 06zellikten faydalanilir. Son
konsantrasyonu % 2 olan NaOH’li ortamlarda diger bakterilerin ¢gogu 6liirken mikobakteriler
canliliklarini siirdiiriir.  Ayrica % 3-8 formaldehit ve % 5 NaOH ile 10-25 dakikada, % 70-
95’lik alkol ile 5-10 dakikada, aseton ve tendiirdiyot ile hemen Oliirler. Malasit yesiline, diger
cogu sporsuz bakteriden daha direngli oldugundan, tiiberkiiloz bakterileri ve diger mikobakteri
tiirlerinin tiretilmesinde kullanilan besiyerlerinin i¢ine inhibitér madde olarak, malasit yesili

konur (29,31,52).

Patogenez ve Immiinite

Mycobacterium tuberculosis, hayat boyu infeksiyon olusturabilen hiicre i¢i bir
patojendir (31). Tiiberkiiloz basilleri insan viicuduna g¢ok degisik bolgelerden (solunum,
sindirim, deri ve konjunktiva gibi) girebilir. Ancak en dnemli bulas yolu inhalasyondur. Bulag
sonrasi infeksiyon olusup olusmamasi veya hastalik meydana gelip gelmemesi konagin direnci
ile bakteriyel virulans arasindaki dengeye baghdir (13,29,31).

Mycobacterium tuberculosis genellikle akciger veya larinks tliberkiilozlu
hastalarin hapsirma, Oksiiriik ve konusmasi ile ortama sagilan; i¢inde canli basil bulunan
damlacik c¢ekirdeklerinin (droplet nuclei) duyarl: kisilerce inhale edilmesi ile insanlara bulagir.
Inhale edilen basillerin ¢cogu iist hava yollarinda tutulur, mukosiliyer aktivite ile disar1 atilr,
az bir kismu ise alveollere ulasir. Alveollerde aktive olmamis alveolar makrofajlar tarafindan
tutulur. Basiller makrofajlara; kompleman reseptorleri (CR), mannoz reseptorleri (MR) veya
¢Opcli reseptorler (SR) denilen reseptorler yolu ile tutunur ve Toll-Like reseptorler (TLR) ile
tanmarak girer (53,54). Makrofajlarin bakterisidal aktivitesi ile basilin virulans1 arasindaki
denge fagositozu takiben gelisecek olaylar1 belirler. Burada 4 olasilik vardir.

1. Konagin yanit1 etkilidir; basil, makrofaj i¢inde oldiiriiliir ve infeksiyon
gelismez.

2. Basil makrofaj i¢inde cogalmaya baslar, fakat daha sonra gelisen immiin

yanitla infeksiyon kontrol altina alinir ve koruyucu immiinite gelisir. Bu durum ‘‘primer
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infeksiyon’’ olarak bilinir; kiside klinik veya radyolojik bulgular olmamakla birlikte, PPD
pozitiflesmesi s6z konusudur.

3. Basiller primer infeksiyonu takiben ¢ogalmaya devam eder ve ‘‘primer
tliberkiiloz’” meydana gelir. Yani klinik hastalik ortaya ¢ikar.

4. Primer infeksiyon sonrasi meydana gelen kaze6z nekroz i¢inde canli kalan
basiller; hayatin herhangi bir devresinde herhangi bir nedene bagli olarak reaktive
olabilir ve ‘‘reaktivasyon tiiberkiilozu ya da sekonder tiiberkiiloz’’ olarak bilinen klinik
tabloya neden olur.

Tiiberkiiloza dogal direngte pek ¢ok genetik faktdriin  rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Ornegin NRAMP-I (natural resistance-associated macrophage protein I)
mikobakteriye karsi diren¢/duyarlilikta diizenleyici rol oynayabilir. Makrofajlarin, basili
6ldiirmesinde gerekli olan nitrik oksit yapiminda kullandig1 nitratlar1 hiicre icine tastyan bu
proteini kodlayan gendeki bir defekt, infeksiyona duyarlilikla sonlanabilir (55).

Konakgi-bakteri etkilesiminde eger basiller makrofaj icinde Oldiiriilmezse;
cogalmaya baslar ve makrojlar eriterek disar1 dokiiliir. Cesitli kemotaktik faktorlerle kan
akimindan olay yerine gelen monosit, polimorf niiveli l6kosit (PMNL); lizise ugramis
makrofajlardan agiga cikan basilleri ortadan kaldirmaya calisir. Boylece olay yerine go¢ eden
hiicreler tarafindan etrafi ¢evrilerek *‘tiiberkiil’’ denilen spesifik lezyonlarin olusmas1 baglar
(56-58). Makrofajlar tarafindan iceri alinan basiller, hiicre i¢inde ¢esitli toksik tirlinler (reaktif
oksijen ve nitrojen radikallarinin sentezlenmesi) iiretilerek dldiiriilmeye ¢aligilir. Basil de bu
mekanizmay1 ¢esitli yollarla direng gostererek engellemeye calisir, bu mekanizmalardan biri
fagozom-lizozom flizyonunun 6nlenmesidir. Basilin lipoarabinomannan komponenti bu asa-
mada onemlidir. Ayrica bakteri NHj3 tireterek, fagozom igerisindeki pH’1 alkalen tarafa dogru
degistirir ve oldiirlicli enzimlerin aktivitesini inhibe etmeye ¢aligir. Bir diger 6nemli nokta ise
basilin fagozomdan hemolizinleri aracilig: ile sitoplazmaya kacisidir. Biitiin bu mekanizmalar
ile makrofajlar basili 6ldiirmez ise, apopitoz ile kendini ortadan kaldirarak basil yiikiinii
azaltmaya calisir (59-61).

Icinde basil bulunan makrofajlar dncelikle sitokinler sentez eder. Bunlardan en
onemlileri IL-1, IL-12 ve TNF- o’dir. IL-1 ates yanitin1 baslatirken; IL-12, IL-15 ile birlikte
NK (natural killer) T lenfositleri [FN-y yapimi i¢in uyarir. IFN- y, hem makrofajlar1 aktivite
eder hem de diger hiicreleri uyararak, spesifik immiin yanitin tetiklenmesini saglar. Uyarilan

T hiicreleri de bir takim sitokinler salgilayarak spesik immiin yanita katkida bulunur. Bu
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sitokinlerin en 6nemlileri Th I (T-helper hiicreler)’den iiretilen IL-2, IFN- y’dir (56-57). IL-2
antijen spesifik T hiicre klonlarinin olugmasini saglarken, IFN-y makrofajlar1 aktive etmeye
baslar. Ortamda IL-12 fazla ise Th | yaniti; IL-4 fazla ise Th 2 yanit1 daha baskindir. Th 1
yanitinin {istiin olmasi hiicre aracilikli immiinitenin olugsmasina, Th 2 yanitinin {istiin olmasi
ise sivisal bagisik yanitin olugmasina yol agar. IFN-y Th2 yanitini, IL-4 ve IL-10 ise Th 1
yanitin1 baskilar. Mycobacterium tuberculosis organizmada Th 2 yanitinin ortaya ¢ikmasini
saglamaya calisip, Th | yanitin1 yani I[FN-y sentezini inhibe ederek, immiin yanittan korunma-
ya calisir. TNF-a ise graniilom olusumu, nitrik oksit iiretimi yani sira doku hasarindan ve
tiiberkiilozun klinik belirtileri olan kilo kayb1 ve anemiden sorumludur. Infekte makrofaj ve
hiicreler bolgesel lenf bezine giderek infeksiyonu takip eden ikinci ve dordiincii haftalarda
tiiberkiiloza kars1 6zgiil bagisik yanitin baslamasini saglarlar. Tiiberkiiloza karsi olusan bu
0zgill konake¢1 yanitlart iki tiirliidiir. Bunlardan birisi gecikmis tip hipersensitivite (GTH)
sonucu olusur. Digeri ise hiicresel bagisik yanit ile sonlanan makrofaj aktivite edici yanittir.
Makrofajlar yeteri kadar aktive olamazsa, i¢indeki basilleri yok edemez ve gecikmis tip asir
duyarlilik reaksiyonu ile bu makrofajlar ortadan kaldirilmaya ¢aligilir. Boylece tekrarlayan
GTH reaksiyonlar1 ile doku hasar1 olur. Lezyon genisleme egilimindedir ve hizla ¢evre do-
kulara yayilir. Lezyonun merkezindeki makrofajlar aktive olursa, saglam bir hiicresel bagisik
yanit olusacak ve aktive makrofajlarin birikmesi ile graniilomatdz lezyon (tiiberkiil) meydana
gelecektir. Bu lezyonlar lenfositler, epiteloid hiicreler ve dev hiicreler gibi aktive
makrofajlardan olusur. Tiiberkiil daha sonra fibrozis ve kalsifikasyonla iyilesir. Ancak iginde
her zaman canli, fakat cogalmayan tiiberkiiloz basilleri bulunmaktadir. Akciger parankiminde
ve hiler lenf nodiillerindeki bu iyilesmis ve kalsifiye olan lezyonlara “Ranke kompleksi” denir.
Kaze6z materyel erir, kan damarlar1 ve brons duvarlarini istila eder, ¢cok sayida basil iceren
erimis yani likefaksiyona ugramis materyal ile kavite olusur, bronslara acilir. Kavite iginde
tiiberkiiloz basilleri daha fazla ¢ogalir, hava yollarina ve oksiiriik ve balgam ile ¢evreye yayilir.
Kazedz materyalin neden eridigi konusunda kesin bilgiler yoktur. Hiicresel immiinitede
makrofajlar ve lenfositlerin yani sira NK ve ¢ift negatif (CD4-CDg-) gama/delta T hiicrelerin de
onemli rolleri vardir (56-61)

Mycobacterium tuberculosis gesitli protein antijenlere sahiptir. Bunlarin bir kisnu
sitoplazmada ve hiicre duvarinda olup bir kismi sekrete edilen antijenlerdir. Sekrete edilen

antijenlerin T hiicre yanitim1 ortaya ¢ikarmada daha onemli oldugu bilinmekte olup, bu
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antijenlerden 30 kDa (ya da antijen 85 B) ve ESAT-6 (Early Secretory Antigen Target) en
onemlileridir (56-61).

Ikiye boliinme siiresi uzun oldugundan makrofaj icinde yavas bir sekilde ¢cogalan
M. tuberculosis, akcigerde vazodilatasyon, 6dem, PMNL ve fibrindz eksuda ile karakterize
erken konak cevabina neden olur. Bazi lezyonlarda fibrindz karakterde bir reaksiyon meydana
gelirken, bazi lezyonlarda basil sayisinin rolatif olarak daha fazla oldugu, PMNL’lerden zengin
bir reaksiyon gelisir. Belli bir sayiya ulasan basiller lenf yoluyla hiler lenf bezine gelip lenf
bezini biiyiitiir. Sonucta parankim odagi (Ghon odagi), hiler lenfadenopati ve ikisi arasinda
lenfanjitten olusan bir kompleks (primer kompleks, Ranke kompleksi) ortaya ¢ikar. Bireyde
erken hematojen yayilim ile basiller akcigerlerin apeksine yerleserek Simon odaklarini, beyin-
meninkslere yerleserek Rich odaklarini, biiylik damarlarin intimasinda ise Weigert odaklarini
olusturur. Ayrica karaciger, dalak, bobrek, bobrekiistii bezleri, kemik ve ser6z zarlara da
yerlesebilir. Buralarda sessiz bir halde bulunan bakteriler yasamin herhangi bir doneminde

erigkin (reinfeksiyon) tipi tiiberkiiloza neden olabilirler (13, 31).

Tiberkiiloz Hastaliginin Tanis1

Tiberkiiloz, basta M. tuberculosis olmak lizere, M. africanum, M. bovis taratindan
olusturulan, kronik graniilomatéz bir infeksiyon hastaligidir. Olgularin % 98’inden M.
tuberculosis sorumludur. Tiim organlarda goriilebilen TB hastaliginda en sik tutulan organ %
85 oraniyla akcigerlerdir (61,62).

Tiiberkiiloz tanist klinik belirti ve bulgular, radyolojik goriiniim, tiiberkiilin deri
testi sonucunun degerlendirilmesi, klinik 6rneklerden hazirlanan preparatlarda mikobakteri

goriilmesi ve besiyerinde iiretilmesiyle miimkiin olmaktadir (63-65).

Mikrobiyolojik Tani

Mycobacterium tuberculosis’in kiiltiirde tiretilmesi tanida altin standarttir. Balgam
incelemesi son derece onemli basit ve ucuz bir tekniktir. Balgam 6rnekleri {i¢ glin st tiste sabahlart
almmalidir. Indiiklenmis balgam 6rnekleri de incelenebilmekle birlikte bronkoskopi ile alinan
bronkoalveolar lavaj (BAL) en iyi materyeldir. Klinik orneklerde standart boyama ydntemi
Erlich-Ziehl-Neelsen boyamadir. Mikroskopik inceleme ile akciger tiiberkiilozu olgularinin %

40-80’inde basil pozitiftir. Bir bagka boyama yontemi auromine rodamine boyamadir. Daha hizli
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ve daha duyarli bir yontemdir. Mikroskopik inceleme, yaygin hastaligi veya kaviteli lezyonu
bulunanlarda daha basarili sonuglar verir. Duyarliligi % 50-90°dir (29,66,67).

Mycobacterium tuberculosis kiiltiirii  klasik olarak yumurtali ve agarli kati
besiyerlerine yapilir. Bunun i¢in yumurta bazli L] besiyeri ve agar bazli Middlebrook 7H10 /
7H11 gibi besiyerleri kullanilabilir. L] besiyerinde M. tuberculosis 18-24 giinde, Middlebrook
7H10/11°de 10-12 giinde iirer. Ureme hizi, siiresi, pigmentasyon 6zellikleri ve morfolojileri yam
sira ¢esitli biyokimyasal testler kullanilarak tiir tanimlamasi yapilabilir. Ayrica hizli kiiltiir
sistemleri gelistirilmistir, bu sistemlerin esast sivi besiyerleridir. Otomatize hizli kiiltiir yon-
temlerinden ‘‘“Mycobacterium growth indicator tbe’” (MGIT) 960 sistemi, BACTEC 460 TB
sistemi, BACTEC 9000 MB sistemi, MB / BACT Myco ESP 2 sistemi gibi sistemler sayilabilir.
MGIT sisteminde radyoaktif madde kullanilmamasi, tiim islemlerin otomatik yapilmasi
tiplendirme ve duyarlilik testlerinin yapilmasi avantajdir. BACTEC 460 TB sistemi Diinya Saglik
Orgiitii ve NCCLS tarafindan altin standart olarak kabul edilmis yar1 otomatize bir sistemdir. Bu
yontemlerle mikobakterilerin hizli primer izolasyonu, M. tuberculosis complex ve tiiberkiiloz dis1
mikobakterilerin ayrimi ile mikobakterilerin antitiiberkiiloz ilaglara duyarliliklarinin saptanmasi
gerceklestirilmektedir. Radyoaktif materyel kullanimi, deneyimli eleman gereksinimi sistemin

dezavantajlandir (29,67).

Orneklerin toplanmasi

Balgam: Pulmoner tiiberkiilozun tanisinda, oksiiriikkle ¢ikarilan veya
indiiklenmis balgam en dnemli 6rnektir. Sabah erken ilk balgam Ornegi, ii¢ giin iist iiste
toplanmalidir.  Biriktirilmis balgam ornekleri, yiiksek kontaminasyon nedeniyle
mikobakteriyel islemler i¢in kabul edilebilir degildir (49,68,69). Yayma pozitif 6rneklerin
kiiltiirde tiremeleri yliksek oldugu igin, akciger tiiberkiilozunun ilk degerlendirmesinde, iki

ARB yayma pozitif 6rnek yeterli kabul edilir (49,70).

Bronsiyal aspiratlar, bronkoalveolar lavaj érnekleri, ince igne aspiratlart ve
akciger biyopsi ornekleri: Balgam cikaramayan bazi hastalarda, AC tiiberkiilozunu veya
mikobakteriyozu tanimlamak i¢in, bronkoskopi gibi invaziv toplama teknikleri gerekli
olabilir. Bronkoskopi yapilan daha onceki hastalardan ARB ile ¢apraz kontaminasyonu
Oonlemek icin, bronkoskoplarin temizligine 6zel 6zen gostermek zorunludur. Ayni zamanda,

bronkoskoplarin ¢evresel mikobakterileri barindirabilen ¢esme sulari ile de temas
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etmemeleri gerekir, ince igne aspirasyonu ve agik AC biyopsisi gibi diger invaziv teknikler,

tan1 konulamayan zor olgularda onerilebilir (13,30,70).

Gastrik lavaj sivilari: Yutulmus balgamin gastrik lavaj ile mideden aspirasyonu,
infantlar, ¢ocuklar veya diiskiinler i¢in gerekli olabilir. Uyku esnasinda yutulan balgami
toplamak icin, hastalardan a¢ karna sabah erken 6rnek alinmali ve pH’s1 notrale getirilmis
5-10 ml kadar oOrnek, ili¢ giin iist iiste toplanmalidir. Eger dort saat icinde isleme
alinmayacaksa, laboratuvarlar 6rnek toplama i¢in 100 mg sodyum karbonat iceren steril tek
kullanimlik kaplar bulundurmalidirlar. Noétralize edilmeyen Ornekler kabul edilmez, ¢ilinkii

aside uzun siire maruz kalma mikobakteriler i¢in zararlidir (30,49,70).

Idrar: Sabah ilk orta akim idrar 6rnegi, steril bir kap icinde ii¢ giin iist iiste
toplanmalidir. Sabah ilk 6rnek en iyi sonuclar1 verir, ¢linkii gece boyunca organizmalar
mesanede birikirler. Kiiltiir i¢in genellikle minimum 40 ml idrar gereklidir. Yirmi dort saat
biriktirilen veya miktar1 az (daha fazla bir hacimde toplanamazsa) idrar ornekleri kabul

edilmez. Eger orta akim idrar1 alinamiyorsa kateter kullanilmalidir (30,49,70).

Viicut sivilari: Aspirasyon ile veya cerrahi islemler esnasinda, olabildigince ¢ok
miktarda viicut s1vis1 (beyin omurilik, peritoneal, plevral, perikardiyal veya sinovyal sivilar)
aseptik kosullarda toplanmalidir. Kanli Orneklerin, sodyum polianethol sulfonat gibi
antikoagiilanlar ile koagiilasyonu Onlenebilir. Belirli viicut sivilart (beyin omurilik sivisi,
peritoneal diyaliz atik sivisi gibi) cok az sayida mikobakteri igerebildiklerinden, kiiltiirde
iremeyi ve mikobakterilerin saptanma sansini arttirmak ig¢in, gerektiginden daha biiyiik

hacimde 6rneklerin (>5 ml) laboratuvara teslim edilmesi onerilmektedir (30,49,70).

Dokular (lenf nodu, cilt ve diger biyopsi materyali): Eger miimkiinse en az bir
gram doku, steril bir kap i¢inde aseptik olarak toplanmalidir. Tuzlu su veya diger sivilara
batirilmamal1 veya gazli bez ile sarilmamalidir. Kutandz ilserler igin, biyopsi materyali
lezyonun perilerinden almmali ve hem 30°C’de ve hem de 37°C’de inkiibe edilmelidir.
Formalin i¢inde teslim edilen &rnekler yayma ve kiiltiir i¢in kabul edilmez. ince biyopsi

materyali, az bir miktar steril tuzlu su ile nemlendirilebilir (30,49,70).
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Apse igerikleri, irin aspirati ve yara ornekleri: Aseptik kosullarda miimkiin
oldugu kadar ¢ok materyal aspire edilmelidir. Kutan6z lezyonlarda, materyal lezyonun
kenar bolgesinin altindan aspire edilmelidir. Ayn1 zamanda bu tip o6rnekler i¢in, optimal
1s1s1 daha diisiik olan organizmalardan biri (M. huemophilum, M. marinum veya M. ulcerans)

infeksiyon etkeni olabileceginden, ikinci bir kiiltiir seti 30°C’de inkiibe edilmelidir (30,49,70).

Diskr ornekleri: Diski ornekleri (>1 g), HIV’li hastalarin gastrointestinal
sisteminden M. avium complex’in saptanmasi icin, diger bolgelerden alinan 6rnekler ile
birlikte kullanilmaktadir. Eskiden, eger islenmemis diskinin direkt yaymasi ARB pozitif
ise kiltiirlinlin yapilmasit onerilirdi. Bununla beraber, diski yaymasimin duyarlilig1 sadece
%32-34 arasinda olup, sonuclar1 mikobakteriler i¢in kiiltiir yapilip yapilmamasina karar
verdirtmez. Bu yiizden yayma ile tarama yapilmasi, hastalarda yaygin M. avium complex

infeksiyonu gelisme riskini tespit eden etkili bir yol degildir (30,49,70).

Uygun olmayan ornekler: Mikobakteriler i¢in uygun olmayan Orneklerin
isleme alinmasi, hem personel ve hem de ekonomik kaynaklarin kaybi demektir. Bir
ornegin kabul edilmemesi ic¢in birg¢ok neden vardir (klinisyen bilgilendirilmelidir), 6rnek
¢ok az bir miktarda teslim edilmisse, tiikiiriikten olusan ornekler, kurumus silgegler (biyopsi
ornekleri tercih edilir), biriktirilmis balgam veya idrar, 6rnek kaplar1 kirilmis olanlar, 6rnek
toplama ile isleme alinmasi arasindaki siire cok fazla ise (>7 giin) 6rnek kabul edilmemelidir.
Klinik ¢alisanlari, kabul edilemez 6rneklerin gonderilmesinin dnlenmesi i¢in dogru olarak

egitilmelidirler (30,49,70).

Tiiberkiiloz Tanmisinda Kiiltiire Dayal Yontemler

Kiiltiir yontemleri ge¢ sonu¢ vermesine ragmen, tiir diizeyinde idendifikasyon
islemleri icin gerekli izolatlarin elde edilebilmesine, bakterilerin canliliklarinin dogrudan
gosterilebilmesine, ila¢ duyarlilik testlerinin yapilarak hastalarin dogru tedavi edilebilmesine,
cogaltilan izolatlarin daha sonraki arastirmacilar icin saklanabilmesine ve epidemiyolojik
verilerin elde edilebilmesine imkan saglamalar1 agisindan TB tanisinda halen altin standart
olmaya devam etmektedir (29,31,71). Mikobakteri kiiltiir yontemlerini klasik kat1 besiyerleri

ve hizli kiiltiir sistemleri olarak ikiye ayirmak miimkiindir.
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Klasik kat1 besiyerleri

Kat1 besiyerlerinde kiiltiir islemleri zahmetlidir. Koloniler gozle goriilebilir hale
gelinceye kadar birka¢ hafta gecmekte, kesin identifikasyon icin ayrica subkiiltiir islemleri
gerekmektedir. Kat1 besiyerleri yumurta ve agar bazli besiyerleri olmak tizere ikiye ayrilir:
a)Yumurta bazli besiyerleri: Lowenstein-Jensen, Petragnani, American Trudeau Society
(ATS)’dir. En yaygin kullanilan1 LJ besiyeridir. Kolonilerin goriiniir hale gelisi 18-24 giinii
bulmaktadir. Ucuz ve giivenilir yontemlerdir.
b)Agar bazli besiyerleri: Middlebrook 7H10 ve 7HI11 agar en cok tercih edilenleridir.
Besiyerleri seffaf oldugundan ekim yapildiktan 10-12 giin sonra mikrokoloniler goriilebilir.

Ancak pahal1 ve raf 6mrii nispeten kisa besiyerleridir (29,70,71)..

Huzl kiiltiir sistemleri

Bu yontemlerin esasini sivi besiyerleri olusturur (TK kiiltiir sistemi haric). Stvi
kiiltiirler ile mikobakterilerin saptanmasi daha kisa siirede ve daha yiiksek duyarlilikta
olmaktadir. I¢lerinde MB 7H9 ve Dubos Tween albumin sivilari yer alir. Hizli kiiltiir
sistemleri cihaz ve bilgisayar ile degerlendirilip degerlendirilmemesine gore manuel, yari
otomatize veya tam otomatize sistemler olarak gruplandirilmaktadir (29,70,71).
a)Otomatize hizl kiiltiir yontemleri
MGIT 960 (Mycobacterium Growth Indicator Tube ) (BD Biosciences, MD, ABD)
BACTEC 9000 MB (BD Biosciences)
MB/BacT ALERT , BacT / ALERT 3D , BacT / VIEW (bioMerieux)
MycoESP II (Extra Sensing Power) Sistemi (Trek Diagnostics Inc., Ohio, ABD)
TK Kiiltiir Sistemi (Salubris A.S.,istanbul): TK Medium, TK SLC (selektif), TK PNB, TK
INHRIF-STR-EMB, MYCOLOR TK (29,70,71).
b) Yari otomatize hizh kiiltiir sistemi:
BACTEC 460 TB Sistemi (BD Biosciences): Middlebrook 7H12 (BACTEC 12B) veya
Middlebrook 7H13 (BACTEC 13A) siv1 besiyerleri ile karbon kaynagi olarak C isaretli
palmitik asit iceren radyometrik bir sistemdir. Diinya Saghk Orgiiti ve Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan altin standart kabul edilen sistem tilkemizde
halen en ¢ok kullanilan otomatize kiiltiir sistemidir (29,70,71).
¢) Manuel hizh kiiltiir sistemleri:

MB Redoks ( Biotest Diagnostics Corp., NJ,A.B.D) : Modifiye Kirchner besiyeri igerir.
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SeptiChek AFB (BD Biosciences) : Sivi (MB 7H9) ve iic tip katt (LJ, MB 7HII1,
cukulatams1 agar) besiyerini birlikte iceren bifazik bir sistemdir. Ulkemizde bu sistemi
kullanan merkez yoktur.

MGIT: Modifiye MB 7H9 sivi besiyeri iceren ve cihazsiz olarak mikobakterilerin
iiretilmesine dayali bir yontemdir. Wood lambasi veya transilluminator disinda bagka o6zel
ekipmana gerek yoktur (29,70,71).

Kiiltiir islemleri sonucunda izole edilen mikobakterilerin tiir diizeyine kadar
tanimlanabilmesi, halk saglig1 ve hastalarin dogru antimikobakteriyel tedavileri i¢in gerekli
olup, klasik olarak koloni morfolojilerine ve c¢esitli biyokimyasal oOzelliklerine gore
yapilabildigi gibi, son yillarda tiire 06zgli gelistirilmis problarla molekiiler ydntemler
kullanilarak da yapilabilmektedir. Mikobakteriler oncelikle iireme siireleri, iireme 1silari,
besiyeri lizerinde olusturduklar1 koloni morfolojisi ve pigment 6zeliklerine gore gruplandirilip

ve uygun olan biyokimyasal testler saptanarak isleme alinmaktadir (29).

Mikobakterilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Biyokimyasal Testler

Katalaz testi, arilsiilfataz testi, kristal viyolesiz Mc Conkey agarda iireme, demir
alimi, niasin birikimi, nitrat indirgenmesi, pirazinamidaz testi, sodyum klorid tolerans testi,
tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid ile inhibisyon, telliirit indirgenmesi, Tween 80 Hidrolizi,
treaz aktivitesi mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testlerdendir.
Mikobakterilerin iireme 6zelliklerinin belirlenmesi ve geleneksel biyokimyasal yontemlerle
tanimlanmasi1 yaklasik {i¢-alt1 hafta, hatta bazen daha uzun siirebilmektedir. Giiniimiizde
Mycobacterium tuberculosis’in tanimlanmasinda artik kullanilmamaktadirlar (49,67,72).
Tablo II’de M. tuberculosis ve M. bovis ayriminda kullanilan bazi 6zellikler gosterilmistir.

Hastaliklar1 Kontrol ve Onleme Komitesi (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) 1993 yilinda, mikobakterilerin miimkiin olabilecek en kisa siirede
tanimlanmasini 6ngdrmiistiir ve amacgladigi hedef laboratuvarlarin niikleik asit problari, NAP
(p-nitro-asetilamino-hidroksi propiyofenon) testi ve high performance liquid chromotography
(HPLC) gibi standardize edilmis hizli tanimlama yontemlerinden birini uygulayarak 21 giin
icerisinde klinik Ornekte ilireyen mikobakterileri tanimlanabilmesidir. BACTEC TB 460
sisteminde kullanilan bir yontem olan BACTEC NAP testi ile mikobakterilerin, M.
tuberculosis complex ve Mycobacterium Other Than M. tuberculosis complex (MOTT) olarak

3-5 giin iginde ayrimi yapilabilmektedir. Kloramfenikol sentezinde bir ara {iriin olan NAP,
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MOTT grubundaki mikobakterilerin gelismesini etkilemez veya cok az etkilerken, M.
tuberculosis complex grubundaki mikobakterilerin {iremesini se¢ici olarak inhibe eder. High-
performance liquid chromotography, mikobakterilerin hiicre duvarinda bulunan mikolik asit
esterlerinin kromotografik yontemle belirlenmesine dayanan hizli ve tekrarlanabilir bir
yontemdir. Gas Liquid Chromatography (GLC) ise yine mikobakterilerin hiicre duvarinda
bulunan kisa zincirli yag asitlerinin gaz kromotografisi ile belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Her iki yontem de teknik agidan kompleks olup, pahali ekipman ve yiiksek
maliyet gerektirdiginden yalnizca referans laboratuarlarinin kullanimi icin Onerilmektedir.
Gliniimiizde mikobakterilerin hizli tanisinda kullanilan molekiiler yontemlerle, direkt olarak
klinik ~ ornekten veya kiiltiirden izole edilen mikobakteriler tiir diizeyinde

tanimlanabilmektedir (29,67,73).

Tablo II. Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium bovis ayriminda kullanilan

testler (13)

Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium bovis

37°C’de koloni olusturma 12-28 21-40
stiresi (giin)

31°C’de koloni olusturma 21-35 _
stiresi (giin)

Koloni tipi R Rt
Niasin + _
Nitrat + _
Pirazinamidaz + _
Nikotinamidaz + _
TZH duyarlilig _ +

Rt: Ince veya seffaf-opak TZH: tiophene-2-carboxylic acid hydrazide

NAP (p-nitro-alfa-acetilamino-f-hidroxypropiophenone) testi: Mycobacterium
tuberculosis’in liremesini engelleyerek atipik mikobakterilerden ayrimini saglar. Tiofenin-2-
karboksilat hidrazid (TCH) ise sadece M. bovis’in iiremesini engeller ve M. tuberculosis’den
ayrimim saglar. Ureme indeksi (Growth Index=GI) 50-100 araligina geldiginde ARB pozitif
ise NAP testi yapilir. NAP ( p-nitro-a-acetylamino--hydroxypropiophenone ) kloramfenikol
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sentezinde ara bilesik olan bir antimikobakteriyel ajandir. Mycobacterium tuberculosis
complex’in tUremesini selektif olarak inhibe eder. Diger mikobakteri tiirleri NAP ile inhibe
olmaz veya kismen inhibe olabilir. BACTEC 12B sisesinden 1 ml alinarak NAP sisesine
aktarildiktan sonra 37°C’de bekletilip, haftada iki-alt1 giin okutulur. Inokiilasyondan sonra GI
degerinde birbirini izleyen iki 6nemli azalma M. tuberculosis complex, GI degerinde ilk iki
giinde Onemsiz bir artis, sonra bir azalma ve degismezlik MOTT lehinedir ve MOTT’da
giinliik GI degerleri dért giin icinde 400’iin iizerine ¢ikar. Inokiilasyondan sonra ilk bir ile iig
giinde hafif bir azalma veya degismeme, ardindan ikinci giinden itibaren, birbirini izleyen iki
giinde 6nemli bir artig goriiliir (49,67,72).

Niikleik asit prob hibridizasyon yontemleri 1987 yilinda kullanilmaya
baslanmistir ve Ornekteki hedef niikleik asit dizisi, komplemanteri olan isaretli bir prob ile
hibritlenmekte ve bdylece tam1 konmaktadir. Sivi veya kati besiyerlerinde iireyen
mikobakterilerden yaklagik iki saat gibi bir slirede sonug¢ alinabilmekte olup bu yontem
geleneksel biyokimyasal yontemlere bir alternatif olusturmaktadir. Niikleik asit amplifikasyon
yontemlerinde ise, hedef DNA (Deoksiriboniikleik asit) enzimlerle ¢ogaltilir, ortaya cikan
amplikon niikleik asit problar1 ile tespit edilir ve sonrasinda agaroz jelde yiiriitiilen
amplikonlarin boyanarak gdsterilmesi ile taniya gidilir. Bu yontemlerden siklikla kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu igin
gelistirilmis bir test tiip sistemidir. Bu yontem hedef DNA’nin secici olarak amplifikasyonuna
ve birkag saatte elde edilen bir milyondan fazla DNA sekansinin agaroz jelde belirlenmesi
esasia dayanir. Boylece klinik orneklerde bulunabilecek etkenin kisa siirede gosterilmesi,
tanimlanmasi, molekiiler olarak tiplendirilmesi ve hatta ila¢ direncinin saptanabilmesi ile
tiiberkiilozun erken tam1 ve tedavisinde biiylik kolaylik saglamaktadir. Son yillarda cesitli
molekiiler parmak izi (fingerprinting) metodlar1 da gelistirilmistir. Daha ¢ok epidemiyolojik
caligmalarda kullanilan bu yontem, kromozomal DNA’nin Restriction fragment length

polimorfism (RFLP) analizi ile tanimlanmasi olarak ifade edilmektedir (67,73).

Tamda Molekiiler Testler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile mikobakteri niikleik asitlerinin gogaltilmasini temel
alan cesitli sistemler gelistirilmistir. En ¢ok kullanmilan hedef bolge tim M. tuberculosis
complex’te bulunan IS6110 DNA dizisi veya rRNA’nin ¢ogaltilmasidir. Polimeraz zincir

reaksiyonu bazli teknolojilerin esas kullanim amaci ilag direngli TB ve CID-TB bakterilerinin
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hizli taninmasidir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile rpoB (RNA polimerase B) geninde saptanan
mutasyonlar RIF direncini gosterdiginden ve RIF direngli izolatlarin biiyiik boliimii INH’e de di-
rengli oldugundan; RIF direncinin belirlenmesi CID TB olgularinin erken saptanmasini saglar.
Bu amagla fenotipik ve genotipik olarak RIF direncinin belirlenmesi i¢in pek ¢ok teknik
gelistirilmektedir (29,67). Birgok c¢alismada farkli yontemlerle RIF direncinin erken
saptanabilecegi ve RIF direngli kdkenlerde bu dirence neden olan mutasyonlarin her iilke i¢in
farkli olabilecegi gosterilmistir (66,74). Baz1 ¢alismalarda kiiltlir pozitifligi altin standart olarak
alindiginda, PZR i¢in yliksek sensitivite ve spesifite bildirilmekle birlikte; laboratuvarlarm %
70’inin 6rneklerde ancak 10° M. mberculosis bulundugunda pozitif sonug¢ verebildigi ve %
22’sinin negatif kontrol oOrneklerinde bakteri identifikasyonu yaptigi da bildirilmektedir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu bazli teknikler 6zellikle M. fuberculosis’i diger mikobakterilerden
ayirmada ve yayma negatif akciger olgularinda etkeni saptamada kullanilmaktadir. Akciger dist
tiiberkiiloz olgularinda da kullanilmakla birlikte heniiz standardizasyon sorunu vardir. Bakteri
DNA’smi saptayan PZR ile ilgili bir bagka sorun da balgamdaki PZR pozitifliginin tedavi
esnasinda ve klinik kiirden sonra da devam etmesidir. Bu sistemler birka¢ saat gibi kisa siirede
tiberkiiloz tanisim1 koymaya yardimer olurken, yliksek maliyet, diisiik duyarlilik ve yalanci
pozitiflikler nedeni ile rutin uygulamalar kisithdir (75,76).

Serolojik Tam

Cogu laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmamaktadir. Cesitli mikobakteriyel pro-
teinler kullanilarak antikorlarin aranmasma yonelik Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) testleri gelistirilmistir. Ornegin; 16 kDa hsp, 30 kDa antijen, 38 kDa antijen ve Antijen
85, Antijen A60 gibi. Antikor testinin duyarlilig1 yeteri kadar yiiksek degildir. Ayrica infeksiyon
bolgesindeki antikorlarin saptanmasina yonelik lokal testlerin yarari kanitlanmamustir. Kiiltiir
negatif bireylerde antikor diizeyleri diisiiktiir, antikor seviyelerindeki degismeler de tedaviye
klinik yanit1 izlemede yararli degildir. Diinya Saghk Orgiitii, serolojik testlerin kiiltiiriin yerini
alabilmesi i¢in, duyarliligmin % 80, Ozgilliiglinin % 95’in ilizerinde olmasi gerektigini
bildirmektedir.(13,67,77).

Hasta orneklerinde ELISA yontemi ile antijen aranmasi da tamida kullanilan
serolojik testlerdendir. Ornegin balgamda ELISA ile, BOS’da ise hem ELISA hemde latex
agliitinasyon teknigi ile TB antijenleri aranabilmektedir (77).
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Henliz fazla deneyim olmamasina karsin, son zamanlarda gelistirilen, ticari
olarak temin edilebilen tam kan gama interferon testleri, tiiberkiiloz infeksiyonu igin,
Ozellikle eger cilt testleri belirsiz ise, mevcut tanisal dogrulugun seviyesini gelistirmek i¢in
umut verici adaylardir. Latent M. tuberculosis infeksiyonunun tanisinda QuantiFERON-TB
testinin kullanimi igin ana esaslar mevcuttur. Ferrara ve ark., QuantiFERON-TB Gold
testinin, secilmis popiilasyon icin kullanildiginda, tiiberkiilin cilt testinden daha fazla
Ozgiilliige sahip oldugunu gostermislerdir. QuantiFERON-TB Gold testi, asilama igin
kullanilan BCG’den yaygin cilt testlerine gore daha az etkilenir, NTM’ye bagli yanitlari
ayirt edebilir ve degiskenlige ve tiiberkiilin cilt testinin okunmasi ve yeri ile ilgili
subjektiviteye daha az egilimlidir. Diger yaklasim, M. tuberculosis ESAT-6 ve CFP-10
antijenlerinin Ortlismesi temeline dayanmaktadir ve benzer olarak, yakinda maruz kalinmig
M. tuberculosis infeksiyonu i¢in gama interferon saptanmasinda bir in-vitro enzyme-linked
immunospot testi i¢cinde kullanildiginda, PPD deri testine gore yiiksek bir 6zgiilliik sagladigi
bildirilmistir (30).

Tamda Klinik Yaklasim

Tiberkiilozun kesin tanisi, hasta c¢ikartilar1 ve dokuda TB basilinin gosterilmesi ile
konur. Ancak klinik olarak anormal solunum semptomlart ile gelen bir hastada tiiberkiilozdan
kuskulanmak tanmi i¢in Onemlidir. Herhangi bir immiin baskilanma olmaksizin solunum
semptomlar1 ile gelen ve Oykiisii uygun kisilerde, akciger grafisinde tipik kaviter iist lop
lezyonlarinda siddetle tiiberkiilozdan kuskulanilmali ve ¢esitli 6rneklerde TB basili aranmalidir.
Ayrica gerekli hallerde ultrason, bigisayarli tomografi veya magnetik rezonans incelemeleri de
yapilabilir. Karaciger biyopsisi ve kemik iligi aspirasyonu hastalik tanisinda incelenmesi
gereken Orneklerdendir Hastanin biling durumunu bozulmasi durumunda TB menejiti de akilda

bulundurulmalidir (75,78).

PPD (Purified protein derivative) Cilt Testi

Mpycobacterium tuberculosis ile infeksiyonun taramasinda sik kullanilan bir testtir.
Duyarlilik ve ozgiilliigii diisiik oldugu icin aktif hastalik tamisindaki yeri siurhidir. Immiin
baskilanmis kisilerde ve agir tiiberkiiloz olgularinda % 25 yalanci negatif sonuglar elde edilir.

Pozitif reaksiyonlar M. tuberculosis ile karsilasiimig oldugunu ya da BCG asis1 yapilmis oldugunu
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gosterir. BCG agis1 yapilmamus kisilerde veya tiiberkiiloz prevalansinm diisiik oldugu bolgelerde,
PPD pozitifligi taniy1 destekleyebilir (13,77).

Radyolojik Tam

Akciger grafisi de taniy1 destekleyebilir ancak kesin degildir yalniz PA (posterior-
anterior) grafilerde kaviteler gozden kagabilir. Bilgisayarli tomografi genellikle gerekmez ancak
Ozellikle olas1 milier veya kaviter hastalig1 degerlendirmede yararlidir. Magnetik rezonans daha ¢ok

spinal ve yumusak doku tutulumu olan hastalarda yararlidir (13,67,77).

Latent Tiiberkiiloz Infeksiyonu Tanis::

Tiiberkiiloz ile infekte kisilerin % 90’1nda aktif hastalik gelismez, ancak bu kisilerin
sagaltim gelecekte reaktivasyon riskini diistirebilir. Yeniden gozden gegirilen CDC Onerilerine
gore; hastane ve hapishaneler gibi yiiksek riskli bolgelerde calisanlarin taramasi harig, PPD
pozitifliginin tedavi edilmesi Onerilmektedir. Purified Protein Derivative testi genelde
immiinosupresyon, ek riskler nedeni ile reaktivasyon riski olan ve artmis infeksiyon riski olan
kisilere yapilmalidir. Latent tiiberkiiloz tamsi icin PPD yam sira Quantiferon-TB ve ELISPOT
(Enzyme-linked immunosorbent spot) gibi testler bulunmaktadir (77).

Ayinc Tam

Akciger tiiberkiilozu icin, en 6nemli ayirict tani akciger tiimorleri ile yapilmalidir.
Ayrica bu iki hastalik ayn1 anda da olabilir, o takdirde antitiiberkiiloz sagaltima karsin radyolojik
bulgularda gerilememe; diger tanisal girisimlerin yapilmasi i¢in zemin hazirlamaktadir. Bakteriyel
akciger apseleri, diger graniilomat6z infeksiyonlar klinik ve radyolojik olarak tiiberkiiloza benzer.
Histoplazmoz, koksidioidomikoz, blastomikoz, kriptokokoz ve diger mikobakteriler de tiiberkiilozu
taklit edebilir (31,67,77).

Tedavi

Tiiberkiiloz tedavisine yaklasim: Mycobacterium tuberculosis’te direng spontan
kromozomal mutasyonlar ile olustugu i¢in tedavide tek ilag degil, mutlaka birkac ilag birlikte
kullanilmalidir (79).

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar birinci segenek (primer, major) ve ikinci

secenek (sekonder, mindr) olarak iki grup altinda incelenebilir.
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Birinci secenek ilagclar; INH, RIF, PZA, SM ve EMB’den olusmaktadir.
Gelismekte olan tilkelerde kullanilan thioasetazone’da bu grup icinde degerlendirilebilir. Bu
ilaglarin, EMB ve thioasetazone disinda, bakterisidal etki gosterdikleri kabul edilmektedir.
Ancak diger antimikrobiyal ajanlarda oldugu gibi bu ilaglar1 bakteriyostatik ve bakterisidal
olarak simiflamak pek uygun goriilmemektedir. Ciinkii alinan dozlara, birlikte kullanilan diger
ilaglara ve in vivo etkinlie bagli olarak bakteriyostatik ve bakterisidal etkinliklerin
degisiklige ugrayabildigi farkli klinik ¢alismalarla gosterilmistir. S6zii edilen bu ilaglarin
toksisiteleri ¢ok azdir ve kombine sekilde kullanildiklarinda oldukca etkililerdir. Basiller
duyarli oldugu siirece tiiberkiiloz tedavisi bu ilaglardan olusan tedavi rejimleri ile yapilmalidir
Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan birinci segenek antitiiberkiiloz ilag dozlar1 ve tedavi siireleri
Tablo III’de gosterilmistir (79-82).

Ikinci secenek ilaclar; kapreomisin, kanamisin, etionamid, para-aminosalisilik
asit, ofloksasin, siproflaksasin ve sikloserin’den olusmaktadir. Bu grup ilaglar, birinci
seceneklere gore daha az etkili, daha ¢ok toksik ve daha az tolere edilebilen ilaglardir.
Genellikle birinci segenek ilaglara kars1 direng gelistigi ya da toksik etki meydana geldigi
durumlarda kullanilirlar. Yeni gelistirilen ve etkinlikleri heniiz genis klinik calismalarda
incelenmemis olan deneme asamasindaki ilaclar (kinolonlar, amikasin, rifabutin, klofazimin
ve beta laktam beta laktamaz inhibitér kombinasyonlar1) da bu grup i¢inde degerlendirilebilir
(79-82).

Diinya Saglik Orgiitii tedavide DGTS onermektedir. Baslangi¢ fazi bakterisidal faz
olup genellikle dortlii antitiiberkiiloz ilaglar kullanilir. Bunlar INH, RIF, PZA ve SM veya EMB
olup 2 ay siire ile verilmelidir. Daha sonra idame fazina gegilir. 4 ay siire ile INH ve RIF verilir
(77,79).

Tiirkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanligt Verem Savas Daire Baskanligi’nin,
Tiirkiye’de Tiiberkiiloz Kontrolii Icin Basvuru Kitabi’nda yer alan ve iilkemizde TB tedavisi

yapan tiim merkezlerde uygulanmasi onerilen tedavi semasi Tablo IV’de gosterilmistir (83).
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Tablo III. Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan birinci secenek ilaglar ve tedavi siireleri (77)

fla¢ Aktivite Toksisite Doz Siire

Izoniazid Bakterisidal Hepatik, nérotoksik 5 mg/kg/giin, 6 ay
max 300 mg

Rifampisin Bakterisidal Hepatotoksik 10 mg/kg/giin, 6 ay
max 600 mg

Pirazinamid | Bakterisidal Urik asit, dokiintii 15-35 mg/kg/giin, 2 ay
max 2 gr

Etambutol Bakteriyostatik Noropati, optik norit 15-25 mg/kg/giin, 2 ay
max 2,5 g

Streptomisin | Bakterisidal Nefrotoksik, ototoksik 15 mg/kg/giin, 2 ay
max 1 gr

Tablo IV. Tedavi semasi (83,84)

OLGU TANIMI BASLANGIC DONEMi | IDAME DONEMI
Yeni olgu 2 ay HRZE ya da HRZS 4 ay HR
Cocuk TB 2 ay HRZ 4 ay HR

Menenjit, miliyer, kemik- | 2 ay HRZE ya da HRZS 7-10 ay HR
eklem TB

Tedaviyi terkten donen olgu | 2 ay HRZES 5 ay HRE

Niiks olgu 1 ay HRZE

Tedavi basarisizhgi Uzmanlagmis merkezlerde ikinci grup ilaglarla tedavi
Kronik olgu

TB: Tiiberkiiloz, H: Izoniazid, R: Rifampisin, Z: Pirazinamid, E: Etambutol, S: Streptomisin

Tiiberkiiloz hastalar1 tedavileri siiresince her ay gerek klinik gerekse bakteriyolojik
yonden kontrol edilmelidir. Her kontrolde hastanin balgam incelemesi yapilmali, gerekirse
akciger filmi gekilmelidir. Ikinci ay sonunda balgam incelemesi hala pozitif olan olgularda bas-
langi¢ tedavisi bir ay daha uzatilr. Ugiincii ay sonunda balgam yaymasi negatif olursa idame
tedavisine gegilir, pozitif ise antibiyotik duyarlilik testi i¢in laboratuara génderilir ve ayni ilaglarla
tedavi strdiiriiliir. Akciger tiiberkiilozunda tedavi akis semas1 Sekil 3’de, kiiltiir negatif ve

inaktif TB tedavi akis semasi Sekil 4’de gosterilmistir (77,79).
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Sekil 3. Akciger tiiberkiilozunda tedavi akis semasi (77)
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Sekil 4. Kiiltiir negatif ve inaktif tiiberkiiloz tedavi akis semasi (77)
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Mycobacterium tuberculosis’de Ila¢ Direnci

Izoniazid, PZA ve EMB sadece Mycobacterium tuberculosis complex’e ve bazi
mikobakterilere etkili olmakla birlikte, SM, RIF ve florokinolon grubu antibiyotikler genis
spektrumludur ve diger bakterilere benzer diren¢ mekanizmalarina sahiptir. Mycobacterium
tuberculosis complex’de plazmidlere bagh antitiiberkiiloz ilag direnci tanimlanmamais olup,
bu konuda bakteriler arast genetik bilgi aktarimi s6z konusu degildir. Direng spontan
kromozamal mutasyonlara bagl olarak gelismektedir. Yetersiz veya diizensiz antitiiberkiiloz ilag
kullanimi, ilaca duyarli bakterilerin 6lmesine ve canli kalan mutasyona ugramis direngli
bakterilerin segilip, cogalmasina neden olmaktadir. Spontan direng gelisim sikligi INH ve EMB
icin 10°°, RIF i¢in 10® ve SM i¢in 107 olarak belirlenmistir (85,86)

Antitiiberkiikoz Tlaclar

Izoniazid: Sadece Mycobacterium tuberculosis complex ve bazi mikobakteriler
tizerine etki etmesi ile dar spektrumlu antitiiberkiiloz ilactir. Piridin halkas1 ve hidrazid grubu
iceren basit bir yapiya sahiptir. Katalaz peroksidaz, pigment prekiirsorleri, nikotinamid adenin
diniikleotid ve peroksidazlar igceren mekanizmalarla ila¢g TB basilinin i¢ine alinir. Peroksidazin
etkisi ile izoniazid hidrazin ve izonikotinik aside doniisiir, izonikotinik asid nikotinik asidin anti-
metaboliti olarak etki yapar ve bu reaksiyondaki koenzim A sentezini bozar. Hidrojen
peroksit yikilamaz ve hiicrede toksik o6zellikteki bu maddenin yiliksek diizeyde birikimine
bagl olarak hiicre Oliir. Ayrica baska bir mekanizma ile mikolik asid sentezinin inhibisyonuna
neden olur (87).

Izoniazide karsi en ©Onemli direng katalaz-peroksidaz eksikligine bagh
gozlenmektedir. Katalaz-peroksidaz enzimleri gerek INH 1n basil i¢ine alinmasindan, gerek ise
aktif metabolitine doniislimiinden sorumlu oldugu i¢in karG geninde olusan bazi mutasyonlar
katalaz ve peroksidaz aktivitelerinin kaybina neden olur. Ayrica inhA, kasA, mabA ve ahpC
gibi gen bolgesi mutasyonlarinda da goreceli olarak INH’a karsi diren¢g gelisiminde rol
oynamaktadir (88).

KatG geninin degisik bolgelerinde gelisen mutasyon degisen derecelerde enzim
eksikligine, dolayisi ile degisik oranlarda INH direnci gelismesine neden olmaktadir. Yiiksek
diizey INH direnci [MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu) >50ng/ml] olan
Mycobacterium tuberculosis complex izolatlarinda katalaz-peroksidaz aktivitesinde rol oynayan

katG geninde missense mutasyonlar, kiiciik delesyonlar ve insersiyonlar saptanmaktadir.
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Izoniazide direcli kokenlerde katG geninde en sik 315. kodonda Ser315Thr mutasyonu
gozlenmektedir. Nadir goriilen ancak dirence neden oldugu diisliniilen diger mutasyonlar
Asp63Glu, His108GIn, Thr262Arg, Ala350Ser ve Gly628Ser’dir. Bir¢ok katalaz negatif izolatta
ahpC boélgesinin  promoter bolgesinde mutasyon saptanmaktadir. AhpC  genindeki
mutasyonlarin INH tedavisi sirasinda secilen ve katalaz-peroksidaz aktivitesi azalmig
kokenlerde daha sonra kompansatuvar rol oynadigi ortaya ¢iktigi anlagilmstir (89).

Enoil rediiktaz mikolik asit sentezinde rol oynayan bir enzimdir. Mycobacterium
tuberculosis complex’de aktive olan INH, inhA geni tarafindan kodlanan enoil rediiktaz
enzimine baglanarak rediiktaz aktivitesi onler ve mikolik asid yapimini onler. Bitisik ‘‘open
reading frame’’lerden olusan iki genlik mabA-inhA operonun kodladig: iiriinler hem INH
hem de etionamid direncine yol a¢gmaktadir. mabA proteininin 3-ketoacil-ACP rediiktaz,
inhA proteininin enoil-ACP rediiktaz enzimlerini kodladig distiniilmektedir. /nhA proteininin
NADH baglayan bolgesinde olusan amino asit degisikilikleri mikolik asit biyosentezinin
inhibisyonunu onleyerek INH direncine yol agmaktadir. Izoniazide direngli kokenlerde mabA
geninde herhangi bir mutasyon saptanmamustir. Izoniazide direngli izolatlarm % 10-15’inde
inhA ve katG geninde mutasyon saptanamamaktadir (90).

Mikolik asit sentezinde rol oynayan diger bir enzim B-ketoagil ACP sentetaz olup,
bu enzimi kodlayan kasA geni INH icin hedef oldugu yeni anlasilmis bir gen bolgesidir.
Izoniazide direngli kokenlerin yamsira INH’a duyarli kokenlerde de kasA mutasyonlar:
saptanmaktadir. Izoniazide direngli kokenlerde kasA mutasyonunun yaninda ¢ogu kez katG
ve inhA mutasyonlar1 da bulunmaktadir (91).

Sonug olarak ¢ok sayida farkli gen INH direnci ile iligkilidir. Biitiin bu bilinenlere
karsin bir kistm INH’a direngli kokende direncin mekanizmasi heniiz tam olarak

aydinlanamamustir (92).

Rifampisin:  Streptomyces mediterranei’den elde edilen rifamisin B’nin
semisentetik bir derivesidir. Bakterinin DNA’ya bagimli RNA (Riboniikleik asit) polimerazin
potent inhibitoriidiir. Rifampisin RNA polimerazi rpoB geni tarafindan kodlanan £ alt
linitesine baglanarak inhibe eder. Mycobacterium tuberculosis complex’de siklikla RIF direnci
ile birlikte INH direnci de gozlenir. Rifampisine direngli MTBC kokenlerinin %95’inden
fazlasinda RNA polimeraz enziminin f-alt iinitesini kodlayan rpoB genin 507-533. kodonlar1

arasindaki 81 baz ¢ifti uzunlugundaki RIF resistance determining region (RRDR) veya hot spot
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adi verilen bolgede missense mutasyonlar, kiigiik delesyon veya insersiyonlarin oldugu
gosterilmistir. Yapilan ¢ok sayida ¢alismada RIF’e direngli kokenlerin yaklagik % 34-57’sinde
rpoB geninin 531. kodonunda Ser531Leu mutasyonu saptanmistir. Bunu 526.

kodondaki mutasyonlar izlemektedir (87-91).

Pirazinamid: Pirazinamid nikotinamidle yapisal benzerlik gosteren sentetik bir
antitiiberkiiloz ilactir. Mikobakterilerin pirazinamide duyarlilig1 spesifik amidazin varligina
baglidir. Ciinkii, PZA hiicre i¢i bir nikotinamidaz yardimi ile pirazinoik aside doniiserek
etkin hale doniisiir. Makrofaj fagolizozomlarinda pH 5,5°de aktif hale gecer. Pirazinamide
kars1 diren¢ kolay gelisir, ancak diger ilaglarla ¢apraz diren¢ gelisimi s6z konusu
degildir. Direng gelisiminde nikotinamidaz aktivitesindeki azalma sorumlu tutulmaktadir.
Pirazinamide direncli kokenlerin % 72-94’linde pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA
geninde cesitli tipte mutasyonlarin oldugu bilinmektedir. Mutasyonlarinin ¢ok fazla
degiskenlik gostermesi ve gen boyunca dagilmis olmasi pncA disindaki direng genlerinde
goriilmeyen bir durumdur. Buna karsin pncA geninin ii¢ bolgesinde mutasyonlar (3-17, 61-
85 ve 132-142. kodonlar arasinda) belli bir kiimelesme gostermektedir. Bu bdlgede
missense mutasyonlarin yanisira delesyon, insersiyon ve terminasyon mutasyonlarinin da

olabilecegi bilinmektedir (87-91).

Etambutol: Kimyasal yapist dietilendiamin hidrokloriiriin dekstro seklidir.
Etambutol arabinozil transferaz enzimini inhibe ederek arabinogalaktan ve
lipoarabinomannanin hiicre duvarina tasinmasini engellemektedir. Arabinozil
transferaz enzimini kodlayan ti¢c gen embC, embA ve embB genleri 10 kbp’lik bir operon
(embCAB) olusturacak sekilde organize olmustur. EmbCAB’1n sekonder yapisal analizi ile
bu proteinin 12 adet transmembran domaini i¢eren bir integral transmembran proteini
oldugu gosterilmistir. EmbB proteininin sitoplazmik lupunda EMB-resistance determining
region (ERDR)’nin yer aldig1 ve bu bdlgenin farkli mikobakteri tiirlerinde bulunan ve iyi
korunan bir bdlge oldugu 6ne siiriilmektedir. Muhtemelen EMB bir arabinoz analogu
EmbB ise bir arabinozil transferazdir. Etambutol direncinin % 47-65’inden embB

genindeki mutasyonlar sorumludur. Etambutole direngli kékenlerde embB geninde en sik
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rastlanan mutasyonlar 306. kodondaki missense mutasyonlardir. Yine Phe285Leu,

Phe330Val ve Thr6301Ile diger sik goriilen mutasyonlardir (87-91).

Streptomisin: Aminoglikozid grubundan bir antitiiberkiiloz ilag olup,
ribozomlarin ribozomal S12 proteini ve 16S rRNA alt grubuna etkileyerek ribozom
fonksiyonlarmi ve dolayist ile protein sentezini bozar. Streptomisin etkisini ribozomal
proteinlere  baglanip  translasyonu  engelleyerek  gosterdigi  disliniilmektedir.
Mycobacterium tuberculosis’de streptomisin direncinin % 80’ninde iki tiir mutasyon
saptanmistir. Birincisi ribozomal S12 proteinini kodlayan rpsL geninde nokta
mutasyonu olmakta bu da tek amino asit degisimine neden olmaktadir. Amino asit
degisimi 88. kodonda lizinin arjinine, 43. kodonda ise Lys43Arg veya Lys43Thr degisimi
olarak gergeklesmektedir. Diger mutasyon ise 16S RNA’y1 kodlayan rrs geninde
olmaktadir. Burada 530. ve 904. niikleotidlerinin ¢evresindeki bdlgesinde mutasyonlar
olmaktadir. Streptomisine diren¢li kdkenlerin % 65-75’inde rpsL veya rrs geninde
mutasyon saptanabilmektedir. RpsL proteinindeki amino asit degisiklikleri yiliksek diizey
(MIK>500 pg/ml) SM direncine neden olurken rrs genindeki mutasyonlar orta diizey
(MIK<250 pg/ml) SM direncine yol agmaktadirlar. Diisiik diizey SM direnci (MIK<50

png/ml) olan kdkenlerde ise rpsL ve rrs genlerinde mutasyon saptanamamaktadir. (87-91).

Florokinolonlar: Florokinolonlarin hedefi DNA’nin negatif siipersarmal
olusturmasinm1 katalizleyen ve bir ATP-bagimli tip II DNA topoizomeraz olan DNA
girazdir. Bu enzimin inhibisyonu ile DNA’nin silipersarmal yapist bozulur ve bakteri
hayatini siirdiiremez. Bu durumdan insan DNA’s1 etkilenmez. Siprofloksasin, ofloksasin,
levofloksasin ve sparfloksasin’in 0,1-4 pgr/ml’lik konsantrasyonlar1 MTBC’ye etkili
olup, birinci segenek antitiiberkiiloz ilaglara direngli vakalarda alternatif olarak
kullanilmaktadir. DNA giraz enzimi 2A ve 2B alt {nitelerinden olusmus bir
heterotetramerdir. Bunlar gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanir. Direngli kokenlerde
gyrA ve gyrB genlerinde mutasyonlar saptanmistir. Yiiksek diizeyde siprofloksasin
direnci gyrA geninin 90. kodonu civarindaki mutasyonlarla iligkili bulunmustur. Yiiksek
diizeyde florokinolon direnci saptanan kdokenlerde bu bolgedeki 40 amino asitlik kisa bir

boliimiindeki quinolone resistance determining region (QRDR) olarak adlandirilan
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bolgeyi kodlayan gen bdlgesinde mutasyonlar bulunmaktadir. MTBC kdkenlerinde
kazanilmis  florokinolon direncinin % 75-94’tinden QRDR  bolgesindeki  gyrA
mutasyonlarinin sorumlu oldugu gosterilmistir. Mycobacterium tuberculosis complex’de
ilag direncine yol ag¢an mutasyonlar ve ilaclarin etki mekanizmalart Tablo V’de

Ozetlenmistir (87-92).

Tablo V. Mycobacterium tuberculosis complex'de ila¢ direncinin mekanizmalar (87,93)

flac Etki mekanizmasi Dirence yol Gorevi Mutasyonun
acan genler sikligi
. (%)
Mikolik asit biyosentez katG Iacin aktivasyonu 42-58
inhibisyonu ve DNA, inhA Hag hedefi 21-34
lipitler, kasA Hag hedefi ?
izoniazid karbonhidratlardaki diger |ahpC Direng gostergesi 10-15
potansiyel ¢oklu etkiler ve
NAD metabolizmasi
Transkripsiyon rpoB Ilag hedefi 96-100
Rifampisin inhibisyonu
Sitoplazma asitlesmesi pncA flacin  aktivasyonu 72-97
Enerjisi tikkenmis fasl? flag hedefi NTM

Pirazinamid |membran?

Yag asit sentezi

inhibisyonu?
Arabinogalaktan sentez [embCAB ilag hedefi 47-65
Etambutol |inhibisyonu
Protein sentez 1psL Ilag hedefi 52-59
Streptomisin |inhibisyonu rrs (16SRNA)  |ilag hedefi 8-21
gyrA Ilag hedefi 75-94
DNA giraz gyrB flag baglanmasina ?
Fluorokinolon | inhibsiyonu katilir?
IfrA Taslylm NTM
Mikolik asit inhA Ilag hedefi ?

Etionamid biyosentez

NTM: Non-tuberculous mycobacteria.
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Antitiiberkiiloz ilaclarin Etki Mekanizmalar1 ve Bunlara Karsi Dirence Yol

Acan Mutasyonlar

Hiicre duvar: yapimini bozan antitiiberkiilozlara karst direng

Izoniazid ve Etionamid direnci: 1zoniazid ve etionamid mikolik asit yapimim
bozan ilaglardir. Kimyasal yapilar1 ve etki mekanizmalar1 birbirine benzer (94). Izoniazide
direncli bircok M. tuberculosis kokeninin katalaz enzimini yapamadigi ya da c¢ok az
miktarda yapabildigi goézlenmistir (95). Katalaz eksikligi olan bakterilerde ikinci bir
mutasyon ile alkil hidroperoksidaz enziminin normalden fazla yapilmaya basladigr ve
katalazin iglevini istlendigi gosterilmistir (96). Bu durumun INH direnci ile ilgisi
arastirlldiginda INH’1in aslinda bir 6nila¢ oldugu ve katalaz tarafindan aktive edildigi
saptanmistir. Katalaz enzimini dizginleyen katG geninde ortaya ¢ikan ve katalazin
islevini bozan mutasyonlar INH direncine yol agmaktadir. KarG geninde en sik 315.
kodonda Ser3I5Thr mutasyonu gozlenmektedir. Asp63Glu, Hisl08GIn, Thr262Arg,
Ala350Ser ve Gly628Ser nadir olarak rastlanan mutasyonlardir. Katalaz-peroksidaz
aktivitesi azalmis kokenlerde ahpC geni promotor bdlgesinde mutasyonlar saptanmis
bunlarin azalan bu enzim aktivitesinden ortaya ¢ikan biyokimyasal durumu diizeltme
gorevini yerine getirdigi distintilmiistiir (97).

Izoniazid ve etionamid aktif tasima ile mikobakteri igine alinirlar. izoniazid
katalaz tarafindan aktive edilerek asil hedefi olan ve mikolik asit sentezinde rol oynayan
enoil rediiktaz enzimine baglanarak onu inhibe eder. Enoil rediiktaz, NADH baglayan bir
enzimdir ve CoA veya agil tasiyict protein (ACP) iizerindeki trans-enoil-tiyoesterlerin
indirgenmesini saglar. Inhibe edilen enoil rediiktaz, inhA isimli gen tarafindan kodlanir ve
bunda ortaya ¢ikan mutasyon hem INH hem de etionamid direncine yol acar. Bu gende bir
timinin guanine degismesi 94. amino asitin alaninden serine degigsmesine ve boylece direng
olusmasina neden olmaktadir. Bir bagka diren¢ nedeni ise bu genin promotor bolgesinde
ortaya ¢ikan bir mutasyon ile enoil rediiktaz yapimimin g¢ok artmasidir. Bdylece enzim
molekiillerinin bir kismu ilag tarafindan inhibe edilse bile, geriye kalan kisim gerekli mikolik asit

yapimini siirdiirebilmektedir (98).

Etambutol direnci: Etambutol de INH gibi M. tuberculosis’te hiicre duvar

sentezini bozar. Mikolik asitlerin peptidoglikana baglanmalarinda koprii gorevi tiistlenen
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arabinogalaktanin hiicre duvarina eklenmesini engeller. Mikolik asitler duvara katilamadiklari
icin dimikolat ve trehaloz birikimine yol agar. Arabinogalaktan, arabinozlarin polimerizasyonu
ile yapilir. Bunu saglayan arabinoziltransferazlarin EMB’un hedefi oldugu belirlenmistir.
Etambutol direncinden sorumlu bu enzimleri kodlayan, {i¢ genden olusan bir operon
saptanmis ve genlere embA, embB ve embC adi verilmistir. Daha sonra EMB’e direncli hale
gelen mikobakterilerin % 89’unda embB geninin 306. kodonunda mutasyon (Met306Leu,
Met306Val) oldugu saptanmustir. Ayrica Phe285Leu, Phe330Val ve Thr630lle diger sik goriilen
mutasyonlardir (99).

Protein yapim inhibitorlerine karst direng

Streptomisin ve diger aminoglikozidlere karst direng¢: Streptomisin ve diger
aminoglikozid antibiyotikler bakterilerde protein yapimini bozarak etki gosterirler. Bunu,
ribozomlarda mRNA’dan proteine c¢evirinin baslamasint engelleyerek yaparlar. Birgok
bakteri tiirinde aminoglikozid direnci, ilacin enzimatik olarak modifikasyonu sonucu
inaktivasyonu ile ortaya c¢ikar. Baska bakteri tiirlerinde son derece yaygin olan bu direng
tirline M. tubercutosis'te rastlanmamistir. Bu bakteride direng, mutasyonlar sonucu
ribozomlarda ortaya ¢ikan degisiklikler, bunlarin ilaca afiniteyi azaltmasi sonucunda olusur
(100). Bilindigi gibi ribozomlar protein ve RNA’dan olusur. Aminoglikozid direncine neden
olan mutasyonlar ribozomal protein veya RNA’larda, mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikan
degisiklikler ile olabilir. Ribozomal proteinlerden, S12 proteininini dizginleyen gen, rpsL’de
ortaya ¢ikan mutasyonlar ile bu proteinin, 43 ve 88. aminoasitlerini olusturan lizinlerden ilki
arginin veya treonin, ikincisi ise arginine degisir. Kokenlerin % 80’inde diren¢ bu
mutasyonlara baglidir. Escherichia coli’de ayn1 bolgelerde mutasyonlarin dirence neden
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde 16S ribozomal RNA rrs bolgesindeki mutasyonlar da SM
direncine yol acabilmektedir. Bu bdlgenin S12 ribozomal proteini ile ilisgkide oldugu
sanilmaktadir. Dirence neden olan gen degisikliklerinin, 16S ribozomal RNA’nin 530
kivrimini dizgeleyen bolgede, 491, 512, 516 da C’den T’ye, 513’te A’dan C’ye ayrica 913’te
A’dan G’ye mutasyonlar sonucu ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Escherichia coli’de de aym
mutasyonlarin SM direncine yol actig1 saptanmugtir (101).

Mycobacterium tuberculosis’te ortaya ¢ikan SM direncinin tek iyi tarafi, TB

tedavisinde kullanilabilen diger aminoglikozidler olan kanamisin, amikasin, kapreomisin ile

50



capraz diren¢ yaratmamasidir. Yani SM’e kars1 direng saptanacak olursa bunun yerine diger

aminoglikozidler tedavide kullanilabilir (102).

Niikleik asit sentezini bozan ilaclara karst direng

Rifampisin direnci: Streptomices mediterranei Kkiiltirlerinden elde edilen
rifamisinin yar1 sentetik tiirevi olan RIF, RNA polimeraz enzimini inhibe ederek DNA’dan
RNA yapimini durdurur. Hizli bakterisidal bir antibiyotiktir ve tedavi siiresinin
kisaltilmasinda Onemli rol oynamistir. Diren¢ RNA polimeraz enzimi, B altbirimini
kodlayan genin, 25 amino asitlik bir bolgedeki mutasyonlar1 ile ortaya ¢ikar (103).
Degisikliklerin % 80’1 526 ve 531. amino asitte, % 17’si 513, 516 ve komsulugundaki
amino asitlerde goriiliir. 531 ve 513. amino asitlerindeki degisiklikler tiim rifamisin
tiirevlerine (rifampin, ritabutin, rifapentin ve rifalazile) kars1 capraz diren¢ olustururken,
516. amino asit degisiklikleri rifabutine diren¢ olusturamamakta, 526. amino asit
degisikliklerinde rifabutin direnci ise amino asidin ¢esidine bagli olmaktadir. Bu tiir
mutasyonlarin molekiiler tani1 yontemleri ile belirlenmesi rifampisine direngli kokenlerin

ritabutin ile tedavisine olanak taniyabilir (104,105).

Florokinolon direnci: Cok ilaca direngli M. tuberculosis infeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilabilen florokinolonlar, hiicre icinde DNA’y1 siipersarmal hale getirerek,
hiicre i¢ine sigdirilmasini saglayan, DNA giraz enziminin inhibitdriidiir. Son yillarda farkl
bakteri tiirlerinde ilacin baska hedeflerinin de olabildigi saptanmakla beraber, M.
tuberculosis 'te direng en siklikla DNA giraz alfa altiinitesini kodlayan gende 90, 91 ve 94.
amino asit kodonlarindaki mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar (106). Bir arastirmada B3
altlinitesinde olusan degisiklik (495. amino asitin aspartik asitten arginin veya histidine
degismesi) ve bakteri duvarinda gecirgenlik azalmasina bagl olarak da direng gelisebilecegi

saptanmistir (107).

Pirazinamid direnci: 11k kez 1952°de etkinligi gosterilmis olan PZA 1980’lerde
yaygin olarak TB tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle dormant (aktif olarak
c¢ogalmayan) basillerin dldiirtilmesinde 6nemli olan bu ilag, mikobakterilerin canliligini
siirdiirdiigii makrofaj fagolizozomu gibi asit pH’larda etkili olabilmektedir. Nikotinamit

analogudur ve etkinligi bir amidaz varhigim gerektirir. Onilag olarak hiicre igine girip,
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pirazinamidaz adi verilen bu enzimle, pirazinoik aside cevrilir. Pirazinamide direncli
kokenler pirazinoik aside duyarlidir ancak pirazinoik asit farmakokinetik 6zelliklerinden
dolay1 in vivo etkisizdir. Pirazinamid direncinin, % 72-94 kadar olguda, pirazinamidazi
dizginleyen gen pncA’da ortaya ¢ikan mutasyonlar ile amidaz aktivitesindeki azalmaya
bagli oldugu belirlenmistir. Direng enzimin islevinin bozulmasina bagli oldugu igin
mutasyonlar pncA’da ¢ok c¢esitli ve degisik bolgelerde, delesyon, insersiyon ve

terminasyon seklindedir (108).

Digerler baz tiiberkiiloz ilaclariyla ilgili diren¢ mekanizmalar:

Ofloksasin ve siprofloksasin: Florokinolon grubundan olup, bakterideki DNA
giraza baglanarak DNA sentezini inhibe ederler. Mikobakterilerdeki DNA giraz, gyrA ve
gyrB genlerinde kodlanmaktadir. Bu gruptaki ilaglara karsi ortaya g¢ikan direngten gyrA
geninde meydana gelen mutasyon sorumludur (109,110).

Rifabutin: Rifampisin S’nin sentetik tiirevidir. Rifampisin-rifabutin arasinda
capraz diren¢ bulunmaktadir ve bu diren¢ rpoB mutasyonlart ile iligkilidir (109,110).

Kapreomisin-viomisin polipeptid yapida, kanamisin-amikasin ise aminoglikozid
yapida ilaglardir. Kanamisin-kapreomisin, kanamisin-viomisin, kanamisin-amikasin arasinda
capraz direng goriilebilmektedir. Streptomisin de amikasin gibi aminoglikozid olmalarina
ragmen kanamisin ve amikasinin SM ile arasinda ¢apraz diren¢ bulunmamaktadir (109,110).

Tiasetazon-etionamid: EtaA mutasyonuna bagli olarak degisen oranlarda (% 29-
79) capraz diren¢ mevcuttur. Cogu calismada % 68’in {izerinde rapor edilmistir.
Mycobacterium tuberculosis’de diren¢ mekanizmalart ve direng gelisimine yol acan

mutasyonlarin olusturdugu genler Tablo VI ve Tablo VII’de 6zetlenmistir (109,110).

Tablo V1. Mycobacterium tuberculosis’de diren¢ gelisme mekanizmalarinin 6zeti (109)

Mekanizma Tlag

Hedefin asir1 salgilanmasi Izoniazid

Artmis efflux Pirozinoik asid, Florokinolon, Izoniazid
Antibiyotik hedeflerindeki degisiklik Izoniazid, Rifampisin, Etambutol,

Streptomisin, Kanamisin

On ilacin aktif ilag haline déniisiimiinden [zoniazid, Pirazinamid, Etambutol
sorumlu enzim kaybi1 veya azalmasi

[lacin hiicre icine alinmasinda azalma (Dormant bakteriler)
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Tablo VII. Mycobacterium tuberculosis’de ilag direnci gelisimine yol acan mutasyonlarin
olusturdugu genler (109)

flac Dirence yol acan genler
[zoniazid katG, inhA, kasA, ahpC, ndh
Rifampisin rpoB

Pirazinamid pncA

Etambutol embCAB (embC, A, B)
Streptomisin rpsl, rrs

Florokinolon gryA, gryB

Etionamid inhA, etaA veya B

Mycobacterium  tuberculosis’in  Antitiiberkiiloz 1laclara Duyarliiginin

Saptanmasinda Fenotipik ve Genotipik Yontemler

Fenotipik Duyarhlk Testleri

Klasik kiiltiir besiyerleri ile yapilan duyarlilik testleri: Bu testler ilag katilmis
besiyerlerinde M. tuberculosis kokenlerinin iremesinin inhibe olup olmadigina bakilarak
o antitiiberkiiloz ilaglara kars1 direngli olup olmadiginin saptanmasi esasina dayanir. En
siklikla  kullanilan besiyerleri LJ ve MB besiyerleridir. Besiyerlerinde test ig¢in
bulundurulmasi gereken ilag konsantrasyonlari, uygun dozda ila¢ alindig1 zaman serumda ve
dokularda ulasilabilen ila¢ konsantrasyonu ile iliskilidir. Eger bu konsantrasyonlarda
bakterinin iiremesi durdurulabiliyorsa, ilacin o bakteriye etkili oldugu sdylenebilir.
Besiyerinde bulunan ilacin son konsantrasyonu, besiyerinin igerigi ve hazirlanis seklinden
etkilenebilmektedir. Ilaglar besiyerindeki maddelere degisik oranlarda baglandigindan,
bakterilere asil etkiyi gosterecek olan serbest ila¢ konsantrasyonu besiyerine hazirlanma
sirasinda konan miktardan farklilik gosterebilmektedir, ila¢g konsantrasyonunu bir baska
etkileyen &nemli faktdr besiyerinin hazirlanma seklidir. Ornegin LJ besiyerine ilaglar
katildiktan sonra besiyerinin katilastirilmasi icin 50 dakika 85°C’de bekletilmesi
gerekmektedir. Bu pisirme sirasinda 1siya duyarli ilaglar biiylilk oranda inaktive
olabilmektedir. Rifampisin MB besiyerinde bir pg/ml derisiminde kullanilirken, LJ
besiyerinde 20 veya 40 pg/ml olacak sekilde katilmaktadir. Middlebrook besiyeri seffaf

oldugu i¢in M. tuberculosis iiremesi LJ besiyerine gore daha kolay goriilebilmekte ve
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daha erken saptanabilmektedir. Klasik kiiltiir besiyerleri ile duyarlilik testleri, kiiltiirde
tiretilmis bakteriye dolayl1 olarak uygulanabilecegi gibi, mikroskobide aside direngli basil
saptanan 0rneklere dogrudan da uygulanabilmektedir (111,112,113).

Tim bakterilerde oldugu gibi mikobakteri topluluklari iceresinde de ilaglara
direngli dogal mutantlar bulunmaktadir. Hatta mikobakterilerde diren¢li mutant bulunma
olasiliginin diger bakteri tiirlerine gore daha yiiksek oranda (10 6.107%) oldugu gosterilmistir.
Hastalig1 olusturan mikobakteri toplulugu icerisinde direncli olanlarin orani genelde % 1’in
lizerinde olursa, ilacin tedavide etkili olamayacagi, ilag verilmesi ile birlikte duyarh
bakterilerin oldiirtiliip direnglilerin segilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle duyarlilik
testleri yapilirken, mikobakteri toplulugu igerisinde direngli bakteri ylizdesini de ortaya

cikaracak yontemler tanimlanmis ve kullanima sokulmustur (111,112).

Oranti (proportion) yontemi: Canetti, Rist ve Grosset tarafindan 1963
yilinda tanimlanan bu yontem uygulama kosullarindan en az etkilenen ve bu nedenle
sonuglari giivenilir kabul edilen bir yontemdir (114). Kiiltiirde iiretilmis bakteri kokenine
(dolayl1) uygulanabildigi gibi, mikroskopide aside direngli basil saptanmis Orneklere
dogrudan da uygulanabilmektedir. Bunlardan hangisi yapilirsa yapilsin 6nemli olan TB
basil toplulugu igerisinde, ilag tiiriine gére % 1 veya % 10°dan fazla direngli bakterinin olup
olmadiginin ortaya c¢ikartilmasidir. Bunun yapilabilmesi i¢in besiyeri tliplerinde uygun
koloni sayisini olusturacak yogunlukta bakteri ekilmesi ©nemlidir. Ilagsiz kontrol
besiyerinde 200-300 koloni olusturan ekim 6rnegi, bu yontem i¢in en uygun Ornektir. Bu
yogunlukta basil iceren 6rnegin dogru olarak elde edilebilmesi i¢in, once kiiltiirde iiretilmis
bakteriden 1,0 Mc Farland bulanikliginda siispansiyon hazirlanir. Mikobakterilerden asiri
hidrofobik yapilar1 nedeni ile su igerisinde homojen bir silispansiyon elde edebilmek
oldukc¢a zordur. Homojen bir siispansiyon elde edebilmek i¢in doku ezicileri veya yumusak
bir deterjan (Tween 80) iceren cam boncuklu siispansiyon tiipleri kullanilabilmektedir.
Hazirlanmis homojen siispansiyondan 107, 10° ve 10 veya 1072 ve 10™*lik seyreltimler
hazirlanmaktadir. Bu seyreltimlerden ilagsiz kontrol besiyerine ve ilag iceren besiyerlerine
ekim yapilir. Ekim yapilmis tiipler ii¢ ile dort hafta inkiibe edildikten sonra olusan koloniler
sayilir. Kontrol besiyerine gore ilagli besiyerinde ilag tiiriine gore % 1 veya % 10°dan daha
fazla sayida koloni olusmussa bakterinin o ilaca direngli oldugu kabul edilir (111,112,113).

Lowenstein-Jensen besiyeri ve MB besiyerleri i¢in direnci belirleyecek kritik ilag
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konsantrasyonu ve bu besiyerlerinde kritik direncgli bakteri oran1 Tablo VIII’de gosterilmistir

(111).

Tablo VIII. Lowenstein-Jensen besiyeri ve Middlebrook besiyerleri icin direnci

belirleyecek kritik ila¢ konsantrasyonlari ve kritik direncli bakteri oranlari (111)

Kritik Tla¢ Konsantrasyonu pg/ml Kritik Direncli
ilag: Lowenstein Jensen Middlebrook Bakteri Orani (%)
1zoniyazid 0,2 0,2 1
Rifampisin 40 1 1
Streptomisin 4 2 10
Etambutol 2 2 1
Pirazinamid 100 50 10
Para Amino Salisilat 0,5 2 1
Sikloserin 30 20 10
Etionamid 20 5 10
Kanamisin 20 5 10
Viomisin 30 5 10

Direng orani (ratio) yéontemi: Mitchisson tarafindan 1957 yilinda tanimlanan bu
yontem, duyarlilik arastirilan M. tuberculosis kdkeninin, antitiiberkiiloz ilaglarin hepsine
duyarli oldugu bilinen M. tuberculosis H37Ra ile karsilastirilmasi esasina dayanir. Farkl
derisimlerde ilag¢ iceren besiyerlerine ekilen bakteriler i¢in ilaglarin minimal inhibitor
konsantrasyonu (MIK) saptanir. Duyarlilig1 arastirilan hasta kdkeninin MIK degeri kontrol
kdken M. tuberculosis H37Ra’nin MIK degerinden 8 kat veya daha fazla yiiksek ise, o ilaca
direncli oldugu kabul edilir. Uygulamasi zor bir yontem oldugu icin yaygin kullanim alan1

bulamamustir (111,112,113).
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Mutlak konsantrasyon (absolute concentration) yontemi: Meissner tarafindan
1961 yilinda tanimlanan bu yontemde bakteri miktar1 ¢ok iyi ayarlanmis (2.000-10.000
CFU) ekim 0rnegi ile yapilan incelemede, ilagh besiyerinde 20 koloniden fazla olusmasi o
ilaca bakterinin direngli oldugunu gosterir. Ekim 6rneginin bu kadar hassas bir sekilde

hazirlanmasinin zorlugu nedeni ile yaygin kullanim alani bulamamistir (111,112,113).

Huzlh Kiiltiir sistemleri ile yapilan duyarlhilik testleri

Radyometrik kiiltiir sistemi (BACTEC 460 TB): Kiiltiir siselerinde sivi besiyeri
(MB 7H12) vardir. Siv1 besiyeri karbon kaynagi olarak '*C igeren palmitik asit igerir.
Mikobakterilerin kullandigi '*C’den radyoaktif CO, olusur. Radyoaktif gazi saptayan
okuyucu vardir. Sonu¢ verme siiresi yaklasik 2 haftadir (29,49,72). Bu sistemde kiiltiir
besiyerinde bulunan radyoaktif palmitik asit mikobakteriler tarafindan kullanilir ve aciga
cikan radyoaktif CO, Olgiilerek bakterinin iiremesi erken saptanir. Bu sekilde klinik
orneklerdeki mikobakterilerin varligi kiiltiir ile erken saptanabildigi gibi duyarlilik testleri de
erken sonuglandirilabilmektedir (115). Polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit,
trimetoprim, azlosilin ( PANTA) siselere inokiile etmeden 6nce eklenir. Antibiyotik karigimi
PANTA: 2000 U/ml polimiksin B, 200 pg/ml amfoterisin B, 800 pg/ml nalidiksik asit, 200
pg/ml trimetoprim, 200 pg/ml azlosilin’den olusur (29,49,113) . Mikobakteriler antibiyotik
iceren ve icermeyen Bactec 12B (MB 7HI12, 7H9 broth, sigir serum alblimini, kazein
hidrolizat, katalaz ve '*C isaretli substrat icerir) siselerine ekilir ve 37°C’de inkiibe edilir.
Kontrol sisesine ekilen mikroorganizma sayisi ilag iceren siseye gore 100 kat azdir. Siseler
giinliik olarak Bactec 460 TB cihazinda okutulur. Antimikobakteriyal inhibisyon olmadiginda,
mikobakteriler iirer ve besiyerindeki '“C isaretli substrati kullanir. Béylelikle CO, olusur ve
Bactec 460 cihazinda Growth Index (GI) terimiyle kantitatif olarak dl¢iiliir. Duyarlilik sonuglari,
kontrol ve ila¢ iceren siselerin giinlilk GI degeri artiglarinin karsilastirilmasiyla yorumlanir.
Antitiiberkiiloz ilag iceren besiyerinde, duyarli mikobakterilerin liremesi inhibe olur ve bu GI
okumalariyla kaydedilen giinliik CO, fiiretiminde artmama veya azalmayla sonuglanir.
Mikobakteriler test edilen ilaca direngliyse, liremenin inhibisyonu s6z konusu olmayacak ve
GI giinliik olarak artacaktir. Gilinlilk GI degerindeki artig, test kiiltiiriiniin direnclilik
derecesiyle orantilidir (29,112,113).

Duyarlilik testi icin antitiiberkiiloz ila¢ iceren kiiltiir siseleri hazirlanir. Bu

sistemde duyarlilik belirlenmesi i¢in 6nerilen ilag derisimleri INH i¢in 0.2 pg/ml, rifampisin
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icin 2 pg/ml, EMB i¢in 7.5 pg/ml ve SM i¢in 6 pg/ml’dir. Bu yontemde de bakteri
toplulugu icerisinde % 1’den fazla direncli bakteri olup olmadiginin saptanmasi amaci ile
ilag igermeyen kontrol sisesine ekilecek ekim oOrnegi 1/100 oraninda seyreltilir. Ekim
yapildiktan sonra inkiibe edilen siselerden hergiin radyoaktif CO, Olgiiliir ve bir 6nceki
giin Olgiilen deger ile arasindaki fark (biliyiime indeksi) hesaplanir. Kontrol sisesinde
biliylime indeksi 30°a ulasinca sonuglar degerlendirilir. Bliylime indeksi ilagh sisede kontrol
sisedekine gore esit veya daha biiyiikse, bu ilaca karsi bakterinin direng¢li oldugu kabul
edilir (115).

Floresan kiiltiir sistemi (MGIT): Bu hizli kiiltiir sistemi MB besiyeri igeren
tiiplerin dibindeki jel igerisinde yer alan ve indirgendigi zaman ultraviyole 1s18inda
floresan veren bir indikatorle liremenin erken saptanmasi esasina dayanmaktadir.
Besiyerinde ilireyen mikobakterilerin oksijeni tiikketip CO; liretmeleri sonucunda indirgenen
indikatoriin olusturdugu floresan ile lireme varlig1 belirlenmektedir. Duyarlilik testi i¢in,
ilagsiz ve ilagh tiiplere esit miktarda bakteri ekimi yapilip bu tiiplerdeki iireme
karsilastirilir, ilagsiz tiipte lireme saptandiktan sonra 48 saat icerisinde ilagli bir tiipte

iireme olursa, bakterinin o ilaca direncgli oldugu kabul edilir (113,116).

Kolorimetrik kiiltiir sistemi (TK Kiiltiir Sistemi): En son gelistirilmis bu sistemde,
besiyerindeki renk indikatorleri, mikobakteri metabolizmasina bagli besiyerinin rengini
degistirmesini saglar. Boylece koloniler goriinmeden iireme erkenden saptanmig olur. Diger
hizli kiiltiir sistemlerinden farkli olarak klinik 6rneklerden mikobakteri saptanmasi veya
duyarlilik belirleme iglemleri sirasinda kontaminasyon olursa bunu ger¢ek mikobakteri
tremesinden ayirt edebilmesidir. Mikobakteri {iremesi ile kirmizidan sariya donen besiyeri,
mantar, gram negatif bakteri gibi bir¢ok baska mikroorganizmanin iiremesi ile yesile
donmektedir. Kat1 besiyeri ile ¢alisan ve kolonilerin goriinmesine olanak veren tek hizli kiiltiir
sistemidir. Duyarlilik testi yapilmasi i¢in ilagh ve ilagsiz besiyerlerine esit miktarda bakteri ekilir.
Kontrol besiyerinde iireme saptandiktan sonra 48 saat icerisinde ilagh besiyerinde lireme
saptanirsa, bakterinin o ilaca direngli oldugu kabul edilir. Bu kiiltiir sistemi ile yapilan duyarlilik
testi calismalari, diger besiyerleri ile yapilan calismalar ile karsilastirildiginda biiyiik oranda
uyum gostermektedir, ilagh besiyerinin kullanima hazir olmasi, hicbir 6n hazirlik gerektirmemesi
TK kiiltiir sistemini ¢ok kullanish ve giivenilir kilmaktadir, ikincil tiiberkiiloz ilaglar1 i¢in de test
olanag vardir (116-118).
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Bakteriyofailara Dayali Hizh Duyarhhik Yontemleri

Lusiferaz bildirici genli bakteriyofaj sistemleri: Bu sistemde canli mikobakteri
varligini saptamak amaci ile mikobakterilerde ¢cogalabilen ve bildirici gen olarak lusiferaz geni
klonlanmig mikobakteriyofajlar kullanilmaktadir. Bu fajlar ile mikobakteriler infekte
edildiginde, bakteri igerisinde lusiferaz enzimi iiretilmekte, ortama lusiferin kondugunda ATP
kullanilarak bundan 151k tiretilmektedir. Duyarlilik testi yapilmasi i¢in mikobakteriler kisa stire
ilach ve ilagsiz besiyerlerinde inkiibe edilmekte, daha sonra mikobakteriyofajlar ile infekte
edilip 151k {iretimi arastirilmaktadir. ilagsiz kontrol ile birlikte mikroskop altinda 1s1ldayan
ilaclt tiiplerden alinan ornekler, bakterinin ilaca ragmen ¢ogaldigini yani o ilaca direngli
oldugunu gosterir, ilk elde edilen lusiferaz genli bakteriyofajlar litik infeksiyon yaptigi igin
bakterileri pargalamakta ve 151k ¢ikaran bakterilerin saptanmasini zorlagtirmakta iken, yeni elde
edilen ve 37°C’de litik infeksiyon yapamayan sicakliga duyarli mutantlar yontemin duyarliligini

arttrrmustir (119,120).

Faj ¢ogaltma sistemi: Bu sistemde hem M. tuberculosis, hem de hizli iireyen M.
smegmatis’te g¢ogalabilen bir mikobakteriyofaj kullanilir. Once duyarhlik arastirilacak M.
tuberculosis kokeni ilagsiz ve ilagh besiyerlerinde inkiibe edilir. Daha sonra bunlara
mikobakteriyofajlar eklenir. Bunlar sadece canli mikobakteriler icerisine girebilir ve
cogalmaya baglar. Disarida kalan mikobakteriyofajlar tiipe eklenen ferrus amonyum siilfat ile
notralize edilerek mikobakteri icerisine girebilme yetenekleri ortadan kaldirilir, ilagl tiiplerde
ilaca direngli ne kadar canli bakteri varsa, o kadar fazla bakteriyofaj korunmus olur. Sonra
tiiplere M. smegmatis eklenir ve agarli bir besiyeri ile birlikte petri kutularina dokdiliir.
Mycobacterium tuberculosis i¢inde korunmus fajlar bu kez M. smegmatis igerisinde ¢ogalarak
faj plaklarin1 olustururlar, ilagh tiiplerden belli bir oranin iizerinde faj plagi elde edilirse

bakterinin o ilaca direncli oldugu anlagilir (121).

Akim  hiicredlgerinde (flow cytometry) duyarliik belirleme: Canh
mikobakteriler florosein asetat ile isaretlenip akim hiicredlcerinde sayilabilmektedir. Tlagh ve
ilagsiz ortamda {i¢ giin inkiibe edilen mikobakteriler isaretlendikten sonra akim
hiicredlgerinden gecirilirler ve ilagh tiiplerden gelen 6rneklerde sayimda azalma olup
olmadig1 incelenir. Yandan fazla diismeye neden olan ilaglarin etkili oldugu kabul edilir

(122).
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Mycobacterium tuberculosis’te Tla¢ Direncine Neden Olan Mutasyonlarin
Saptanmasi

Genetik degisiklikleri gosterebilmek icin bu degisikliklerin goriildiigii gen
bolgeleri genelde once PZR ile cogaltilmaktadir. Aynt DNA o6rneginden c¢ok sayida

bulunmasi, bu genetik incelemelerin yapilmasini olanakli hale getirmektedir (87,123).

Ters hibridizasyon yéntemi: Bu yontemde mutasyon arastirilacak gen bdlgesine
ait dizileri igeren proplar bir nitroseliiloz kagit iizerine ¢izgiler halinde yapistirilmistir
(Inno-Lipa, Innogenetics). Proplar icerisinde hem normal diziye, hem de mutant dizilere
0zgiil olanlar bulunur. Direnc¢ten sorumlu gen bdolgelerine ait DNA molekiilleri PZR ile
¢ogaltildiktan sonra bu proplar ile hibridizasyona sokulur. Ila¢ direncinin varligi DNA’nin

normal veya mutant dizileri tagiyan proplara baglanmasina gore saptanabilir (124).

DNA dizi analizi: Mutasyonlarin kesin olarak tanimlanmasi, DNA dizi analizi
ile yapilir. DNA dizi analizi i¢in Sanger’in tanimladigi zincir sonlandirma yontemi
kullanilmaktadir. Bu sistemlerde dizi analizi yapilan kalip DNA iizerinde DNA polimeraz ile
DNA sentezi yapilirken zincirler herbiri farkli floresan boya ile isaretli
dideoksiniikleotitlerin zincirlere girmesi ile sonlandirilir. Farkli boylardaki bu zincirler

kapiler elektroforezle birbirinden ayrilip optik okuyucu ile degerlendirilir (87,125).

Tek zincir bigcim cesitliligi (single strand conformation polymorphism-SSCP):
Mycobacterium tuberculosis’te ilag direncine neden olan mutasyonlarin hizli bir sekilde
saptanmasinda kullanilan yontemlerden biri ‘‘tek zincir bi¢cim ¢esitliligi’’ (single strand
conformation polymorphism-SSCP) diye adlandirilan yontemdir. Bu yodntemde, ilag
direncinden sorumlu gen bolgesi PZR ile ¢ogaltilir. Cogaltilan ¢ift zincirli DNA, denatiire
edici sartlarda iki tek zincire ayrilir ve bu sekilde elektroforez uygulanir. Her zincir
igerdigi niikleotit dizisine gdre belli kivrilmalar gostererek kendine 6zgii bir ii¢ boyutlu
sekle biiriinlir. Bu sekil, elektroforez sirasinda, molekiiliin jel gbzeneklerinden gegis hizin
etkiler. Sonucta DNA dizisi, molekiiliin elektroforezdeki hizin1 belirlemis olur. ilaca duyarl
bir kontrol bakteriden elde edilen SSCP bigemi, hastadan elde edilen bakterininki ile

karsilastirilir. Tkisi arasinda farklilik olmasi, o gende bir mutasyon oldugunu ortaya ¢ikartir.
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Tek zincirli DNA’nin elektroforez jelinde goriilebilmesi i¢in genellikle radyoaktif bir

madde ile isaretlenmesi gerekir (126,127).

Heterodubleks analizi: 1la¢ direncine yol acan mutasyonlarin belirlenmesinde
kullanimi1 daha kolay olan bir yontem heterodubleks analizidir. Bu yontemde ilag
direncine neden olan gen bolgesi, hem hastadan izole edilen basilden, hem de ilaca duyarl
oldugu bilinen bir kontrol kdkenden PZR ile cogaltilir. Cogaltma iiriinlerinden esit
miktarda bir tiipte karistirilip, 95°C’ye kadar 1sitilarak DNA zincirlerinin birbirinden
ayrilmasi saglanir. Sonra tlip yavas yavas oda sicakligina sogutuldugu sirada zincirler
yeniden esleserek birlesir. Bu sirada farkli bakteriden gelen ancak birbirine uygunluk
gosteren tek zincirler de bir araya gelerek heterodubleksleri olusturur (87). Eger
hastadan gelen bakteride bu gende bir mutasyon yok ise, yani dizi, ilaca duyarli kontrol
bakteri ile tamamen ayni ise, bu birlesme tam diizgiin olarak gergeklesir ve ¢ift zincirli DNA’nin
dogal cifte sarmal bigimi olusur. Buna karsin hastadan elde edilen bakteride bir mutasyon
varsa, heterodubleksler arasinda mutasyon noktasinda eslesme bozuklugu olur. Bu durum ¢ift
sarmal yapiy1 bozar, zincirde biikiilmeye neden olur ve bdylece molekiiliin ii¢ boyutlu yapist
degisir. Bu degisiklik elektroforez sirasinda molekiiliin, mutasyon bulunmayan diizgiin
birlesmis kontrol DNA’dan farkli hizda yiirtimesine neden olur. Bu farkin gozlendigi durumlarda
bakterinin ilaca direngli oldugu kabul edilir. Elektroforezde heterodublekslerin birbirinden
ayrilabilmesi i¢in genellikle, ‘‘mutasyon saptama jeli’’ adi verilen 6zel bir akrilamid tiirevi
gerekir. Cift zincirlerin etidyum bromiir ile boyanip, ultraviyole transilliiminatorde hemen
gozlenebilir olmasi yontemin en azindan SSCP’den daha kullanish olmasmi saglamaktadir

(87,104,105).

Aminda Izlenebilen (Real Time) PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA
cogaltmast sirasinda tiip igerisinde dogrudan DNA artisin1 belirleyebilen, bunun 6zgiil bir iiriin
oldugunu saptayan, daha da oOnemlisi elekroforeze ve DNA dizi incelemesine gerek
kalmaksizin mutasyonlarin varligini belirleyebilen aletler gelistirilmistir. Bu aletler, PZR sirasinda
tepkimenin gerceklestirildigi tiiplerdeki floresans1 izleyebilen optik bir diizenek ile
donatilmigtir. DNA artisi, sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglanan ve ancak DNA’ya bagli oldugu
sirada floresan veren, ‘‘SYBR Green 1’° gibi bir boya veya floresan boya ile isaretli DNA

proplarinin kullanilmasi ile saptanir. Bu amagla floresan rezonans enerji transferinden
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(FRET) yararlanilmaktadir. Floresan rezonans enerji transferi, birbirine yeterince yaklasmis
elektronlar1 uyarilmig iki floresan boya molekiilii arasinda enerji aktarilmasidir. Bir proba
baglanmis elektronu yiiksek enerji diizeyine uyarilmis olan verici molekiil, bu fazla enerjiyi
foton olarak salivermeksizin bir bagka proba baglanmis alict molekiile aktarir. Alict molekiiliin
elektronu yiiksek bir enerji diizeyine ulasmis olur ve bu fazla enerjiyi bir foton olarak
saliverir. Polimeraz zincir reaksiyonu sirasinda DNA c¢ogaldik¢a, bu DNA’nin bir zinciri
lizerinde yan yana baglanan problar floresan olusmasina ve artisina neden olur. Floresan
artisinin izlenmesi ile de DNA artis1 saptanir. Ayrica DNA dizisi bilinen bir PZR iiriiniinde
mutasyonlarin saptanabilmesi i¢in de FRET proplart kullanilabilmektedir (87) Bu amagla
kullanilan verici boya molekiiliinii tastyan proba ‘‘baglanti probu’’, alic1 boya molekiiliinii

<

tasiyan proba ise ‘‘saptama probu’’ adi verilir. Saptama probu mutasyon goriilen dizilerin
bulundugu boélgeyi kapsayacak sekilde hazirlanir ve 5’ ucuna alic1 boya molekiilii baglanir.
Baglant1 probu ise saptama probunun hemen komsulugundaki bolgeye baglanacak
sekilde hazirlanir ve 3’ ucu verici boya ile isaretlenir. Boylece proplar, incelenen DNA
zincirine baglandiginda verici ve alict boya molekiilleri yan yana gelir. Polimeraz zincir
reaksiyonu tamamlanip iriin elde edildikten sonra tiipler yavas yavas (55°C’dan 95°C’a dek)
wsitilir. Belli bir sicakliga erisilince, saptama probu baglandigi yerden ayrilir. Bu ayrilma
sicakligl, mutasyon varliginda eslesme bozuklugu oldugu i¢in daha erken gergeklesir. Ayrilma
sicakligindaki diismelere bakilarak mutasyonlar ve dolayisi ile ilag direnci belirlenmis olur.
Mutasyon saptama, kendi {izerine katlanabilen ve tokaya (beacon) benzer sekil olusturan, alici

ve verici floresan boyalarin ayni zincir iizerinde bulundugu proplar ile de yapilabilmektedir

(87,128,129).

DNA Yongalari (DNA Chip): Kiigiik bir alana ¢ok sayida DNA prop ¢esidi
baglanarak elde edilen DNA yongalar1 antitliberkiiloz ilaclara karsi direngte rol oynayan
genetik degisikliklerin tanimlanmasinda kullanilabilir. Floresan bir boya ile isaretlenmis PZR
iiriinleri DNA yongalarindaki problar ile yakalanarak incelenirler. DNA dizilerinde degisme
varsa bu proplara baglanma 6zelliginde degisiklik gortiliir. Boylece bir DNA yongas {izerinde
cok sayida DNA dizisi incelenebilir ve ila¢ direncine neden olan mutasyonlar arastirilabilir

(87,130).
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PZR- Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Temel teknik olan RFLP’de genomik DNA dogrudan restriksiyon enzimler ile
kesilir. Olusan bant paterni dogrudan agaroz jel goriintiisiine gore degerlendirilebilecegi gibi,
Southern blot yolu ile bir membran iizerine aktarilan triinler komplementer problar ile
hibridize edilerek daha kolay ve 6zgiin degerlendirilebilir hale getirilebilir. Her bir band bir
allel kabul edilir ve bandin varlik ya da yokluguna gore paternler birbiri ile kiyaslanir.

Restriksiyon enzimler ¢ift iplikli DNA’y1 kesen enzimlerdir. Kesme islemi bazlara
zarar vermeksizin seker fosfat omurgasi tizerinde ve her iki iplik¢ikte gerceklesir. Enzimatik
olarak kesilmis DNA, jel elektroforez yontemleri ile ayristirilarak incelenir. Agaroz jel
tizerine yiiklenen DNA ornekleri elektriksel alanda sahip olduklar1 negatif yiike bagli olarak
pozitif elektroda dogru biiyiikliikleri ile ters, net yiikleri ile dogru orantili bir hizda gog
ederler. Elektroforez sonrasinda etidium bromid gibi DNA boyalar1 goriiniir hale getirilerek
incelenirler (131). Bir ¢aligmada izoniazid direnci i¢in katG mutasyonunu saptamada PZR-

RFLP’nin duyarliligi % 80 ve 6zgiilliigi % 100 bulunmustur (2).

Tammlamalar
Mikroskopi veya Yayma: Hastanin balgaminin ya da bagka incelenecek drneginin bir lama
yayilarak mikroskopi ile degerlendirilmesini anlatir. Pozitif, basilin gdsterilmesidir. Negatif
ise basilin goriilmemesidir.
Aside Direncgli Basil (ARB): Tiiberkiiloz basili, 1sitilarak 6zel boya ile boyandiginda, asit ile
bu boyay1 vermediginden, mikroskopta farkli renkte goriiliir, buna ARB denilir.
Kiiltiir: Balgam ya da baska bir 6rnek materyal mikroskopta incelenirken TB basilinin
cogalmasi icin 6zel hazirlanmis besiyerine ekilir. Bu besiyerinde 15 giin ile 45 giin arasinda
basil iireyerek ¢ogalir. Ureme var ise kiiltiir pozitif, ireme yok ise kiiltiir negatif denilir.
Ila¢ Duyarlilik Testi (IDT): Tlagli hazirlannus besiyerine ekilen basil eger burada ogaliyorsa
o ilaca direnglidir. Eger, ilagsiz besiyerinde lireme olurken, ilagh besiyerinde {ireme olmaz
ise, ilag etkilidir, yani basil o ilaca duyarlidir.
Tanidaki balgam yaymasi sonucuna gore akciger tutulumu olan olgular ikiye ayrilir:
Yayma Pozitif TB Olgusu: Tani sirasinda en az iki balgam ya da indiiklenmis balgam
yaymasinda aside direngli basil (ARB) pozitifligi saptanan hastalar ya da balgam ya da
indiiklenmis balgamda bir kez ARB pozitif bulunan ve radyolojik bulgular1 akciger

tiiberkiilozu ile uyumlu olan ve bir hekim tarafindan TB tedavisi karar1 verilen hastalar ya da

62



balgam ve indiikklenmis balgam yaymasinda bir kez ARB pozitif bulunan ve bu 6rnegin
kiiltiirti de pozitif gelen hastalardir. Avrupa TB veri standartlarina gore aglik mide suyu
(AMS), bronkoalveolar lavaj (BAL) ve diger materyalin mikroskopi pozitifligi kayda
alinmamaktadir. Kiiltiir sonuglarinda ise biitiin materyallerin sonuglar1 dahil edilmistir.

Yayma Negatif TB Olgusu: iki hafta ara ile balgam &rnekleri alinan ve her seferinde yayma
negatif olan, fakat radyolojik olarak TB ile uyumlu bulgular1 olan ve en az bir hafta genis
spektrumlu antibiyotik kullanilmasina ragmen klinik yanit alinamayan ve ayirici tani
olanaklar1 olan bir hastanede TB tedavisine karar verilen hastalardir. Orneklerinde yayma
negatif bulunan fakat kiiltiirde iireme olan hastalardir.

Yeni olgu: Daha 6nce TB tedavisi géormemis veya bir aydan daha az siire tedavi almis
hastalardir.

Eski olgu: Daha once en az bir ay tedavi gormus TB hastasidir. Bu tanim, niiks, tedavi
basarisizligindan donen, tedaviyi terkten donen ve kronik olgulari igermektedir.

Niiks olgu (relapse): Daha once TB tanisi konup tedavisini basariyla tamamlamis olan
hastada yeniden TB tanis1 konulur, yani basil pozitifligi saptanirsa niiks olarak kabul edilir.
Yaymasinda basil negatif ise ve klinik ve radyolojik olarak TB diisiiniiliiyorsa bu olgular
ayirict tani olanaklarinin oldugu bir merkezde tedavi edilmelidirler.

Tedavi basarisizhigindan donen olgu (failure): Yeni tan1 konulmus ve tedavinin
baslangicindan bes ay ya da daha sonra alinan balgam orneklerinde yayma veya kiiltiir ile
basil gosterilen hastadir.

Tedaviyi terkten donen olgu: Tedaviye iki ay veya daha uzun ara verdikten ( tedaviyi terk )
sonra yeniden yayma pozitif olarak bagvuran hastalardir.

Kronik olgu: Niiks, ara verme veya tedavi basarisizli§i nedeniyle uygulanan yeniden tedavi
rejiminin sonunda hala basil pozitif olan hastalardir.

Baslangi¢ donemi: Hizl1 cogalan basillerin temizlendigi donemdir. Bu donemde dort ilag
(niiks ve tedaviyi terkten donenlerde bes ilag) kullanilir. Bakterisidal aktivite ve direng
gelisimini Onleyici aktivite s6z konusudur. Genellikle 2 ay siirer. Bu donemde tedavi
birakilirsa, tedavi basarisizligi olabilir ve ilag direnci gelisme olasilig: yiiksektir.

Idame donemi: Bu donemde sterilizasyon gerceklestirilir. Yani zaman zaman aktivasyon
gosteren, aralikli cogalan basiller temizlenir. Yeni olgularda genellikle 4 ay siirer. Bu

donemde tedavi terk edilirse niiks gelisebilir ve genellikle basil ilaglara duyarlidir
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Yeni olguda ilag direnci: Bir aydan daha kisa siire tedavi gormiis ya da hi¢ tedavi gérmemis

hastadaki ilag direncidir. Bu tanim daha 6nce “primer ilag¢ direnci” olarak adlandiriliyordu.

Tedavi gormiis olguda ilag¢ direnci: Bir aydan daha uzun siire tedavi gormiis hastadaki ilag
direncidir. Bu ilag¢ direnci, ilk tedaviden 6nce varsa “primer”, eger baslangicta yok ve tedavi

sonrast gelisti ise “sekonder” ilag direnci olabilir.

Cok ilaca direncli tiiberkiiloz (CID TB) [Multi drug resistant tuberculosis (MDR TB)]:
Izoniazid ve rifampisine direncli TB’dir. Bu iki ilaca ek baska ilag direnci de olabilir.

Yaygin ila¢ direncli tiiberkiiloz (YID TB) [Extensive drug resistant tuberculosis (XDR
TB)]: izoniazid, rifampisine diren¢ ve bir kinolona diren¢ ve de parenteral kullanilan
ilaclardan (kanamisin, kapreomisin, amikasin) birisine diren¢ olmasi olarak tanimlanmaktadir

(84,132,133).
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma 1 Ocak 2009-1 Haziran 2010 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Calisma grubu

Prospektif olarak 1 Ocak 2009- 1 Haziran 2010 tarihleri arasinda Adnan
Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi ve Aydin ili Verem Savas
Dispanseri’ne bagvuran, toplam 63 TB olgusu ¢alismaya dahil edilmistir. Her olgunun birden
fazla gonderilen klinik 6rneginden izole edilen sadece tek kdken ¢aligmaya dahil edilmistir.

Ayni1 zamanda Kkiiltiiriinde M. tuberculosis iireyen TB hastalar1 tarafindan
demografik bilgiler (yas, cinsiyet, yasadigi yer, 6grenim durumu, gelir durumu), temas
Oykiisii, daha once tedavi alip almadigi ve bagvuru tarihi gibi verilerin yer aldigi anket ve
bilgilendirilmis olur formu doldurulmustur (Ek-1, Ek-2). Calisma icin yerel etik kurulu onay1

alinmustir.

Ornek Toplanmasi ve Islenmesi

Bu calismada toplam 63 olgunun klinik 6rnekleri ¢alisilmistir. Adnan Menderes
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’nda 63 olgunun klinik Orneklerine sirasiyla standart
homojenizasyon-dekontaminasyon islemi, EZN boyama ve siipheli olgularda Auramine-
Rhodamine boyama ile LJ (Becton Dickinson, ABD) kat1 besiyeri ve BACTEC 12B (Becton
Dickinson, ABD) s1v1 besiyeri siselerine kiiltiir i¢in ekim yapilmistir. Toplam 63 olgunun
63’tiinde de (% 100,0) M. tuberculosis kokeni iiretilmis ve BACTEC 12B sivi besiyeri
siselerinde lireme saptandiginda fenotipik olarak BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, ABD)
sistemi ile NAP testi ve genotipik olarak da PZR, PZR-RFLP ve TB Direng Kiti (Autoimmun
Diagnostika GmbH, Almanya) ile tiir diizeyinde identifikasyon yapilmistir. Kdkenlerin
antibiyotik duyarliliklari i¢in fenotipik yontem olarak radyometrik BACTEC 460 TB sistemi
kullanilarak dort major ilag (INH, RIF, EMB, SM) i¢in duyarhlik testi yapilmistir. Genotipik
yontem olarak ise BACTEC 12B siv1 besiyeri siselerinde iireme saptandiginda TB Direng Kiti
ile antibiyotik diren¢ genleri saptanmistir. Calismalarin tiim asamalart sinif II biyolojik

giivenlik kabini (Nuaire Class II Biological Safety Cabinets, ABD) icerisinde yapilmistir.
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Klinik ornekler calisilirken N 95 standardinda koruyucu filtreli maske (3M, ABD)

kullantlmistir.

Standart Homojenizasyon-Dekontaminasyon Metodu

Asetilsistein-alkali digestant hazirlanmasi: Oncelikle 50 ml % 2,94°liik trisodyum
sitrat-3 H,O ile 50 ml % 4’liikk sodyum hidroksit (NaOH) karistirilmig ve sonra 0,5 gr toz N-
acetyl-L-cysteine (NALC) ilave edilmistir. Islenen tiim 6rnekler igin siki kapakli 50 ml’lik
plastik santrifiij tiipleri (falcon tiipii) kullanilmistir. Plastik santrifiij tiipli icerisindeki 6rnek
miktart kadar tizerine NaOH-NALC karisimi eklenmistir. Genellikle 10 ml 6rnek
kullanilmistir. Tipilin kapagi sikica kapatilmistir. Karigim vortekste 15-20 saniye iyice
karistirllarak homojenize edilmistir. Sonra 15 dakika oda 1sisinda dik olarak tutulmustur
(arada dondiiriilmiistiir). Homojenizasyon-dekontaminasyon basamagindan sonra pH 6,8
fosfat tampon soliisyonu tiipiin iist cizgisine kadar doldurulmustur. Ornek 4°C’de 4000
rpm’de 15 dakika ¢evrilerek konsantre edilmistir. Yiiksek hizda olusan 1s1 mikobakterilerin
O0lmesine neden olup kiiltiirde {iiremesini engellediginden sogutmali santrifiij (Hettich
UNIVERSAL 32 R Zentrifugen, Almanya) kullanilmigtir. Santrifiijleme sonrasi {istte kalan
boliim (siipernatant) % 0,6’1ik klorlu dezenfektan iceren kap i¢ine dikkatlice atilmistir. Tiipiin
kapagr % 70’lik izopropil alkol batirilmis pamuk ile silinmistir. Santriflij sonrasi1 dipteki
kisimdan temiz bir lama EZN boyama ve silipheli olgularin Orneklerinde Auramine-
Rhodamine floresan boyama i¢in yayma hazirlanmistir. BACTEC 12B si1vi besiyeri iceren
siseye ve LJ kat1 besiyerine 500 pl kiiltiir i¢in ekim yapilmistir ve ependorf tiipte 1 ml
homojenize dekontamine O6rnek molekiiler testlerde kullanilmak icin -20°C’de saklanmigtir

(29,30,49,70).

Aside Direncli (Asidorezistan) Bakterilerin Boyanmasi
Homojenizasyon dekontaminasyon isleminden sonra hazirlanan preparatlar EZN

ve Auramine-Rhodamine boyama yontemi ile boyanmistir.

Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile preparatlarin boyanmast
Bu yontemde kural, preparatlarin 6nce 1sitilarak uygulanan fenollu fuksin ile
boyanmalar1 sonra hidroklorik asitli alkol ile renksizlestirilmesi ve en son bir zit boya ile

boyanmalaridir.
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Gerekli eriyikler:

a) Erlich-Ziehl-Neelsen fenollii fuksin (Karbol -fuksin)

Bazik fuksin 1 gr
Fenol kristalize Ser
% 98’lik etil alkol 10 ml
Distile su 100 ml

Oncelikle 5 gr fenol, 100 ml saf suda eritilip % 5 eriyik hazirlanmistir. Bunun
50 ml’si, 100 ml’lik bir balon jojeye aktarilmistir. Bazik fuksin cam havanda ezilerek
alkol ile karistirilmigtir. Bu eriyik balondaki fenollii suya eklenip, suyun bir kismiyla
havandaki boya kalintilar1 da temizlenerek balona aktarilmigtir. Boya 24 saat oda

sicakliginda bekletilip, slizgec kagidinda siiziilerek renkli cam siseye konulmusgtur.
b) Asit - Alkol eriyigi:
HCl1 3ml
% 96’11k etil alkol 97 ml
Karistirilarak renkli cam sisede saklanmaistir.

c¢) Loffler’in metilen mavisi eriyigi:

Metilen mavisi 03 gr
% 96’1k etil alkol 30 ml
% 10’luk KOH eriyigi 0,1 ml
Distile su 100 ml

Cam havanda metilen mavisi alkolle ezilerek eritilip, bir balon jojeye
aktarilmigtir. Sonra 100 ml distile suya %10’luk KOH eriyiginden 0,1 ml eklenerek
karistirilmistir. Havan bu su ile yikanip boyaya aktarilmistir. Son olarak 24 saat oda

sicakliginda bekletilip siizge¢ kagidindan siiziiliip, renkli cam siseye konulmustur.

Boyama yontemi: Havada kurutulan preparatlar, metanolle 2-5 dakika tespit
edildikten sonra boyama kiiveti iizerindeki boyama tel sehpasina konulmustur. Uzerine
preparati tam kaplayacak bicimde bolca fenollu fuksin eriyiginden dokiilmiistiir. Preparat
burada buhar ¢ikacak ancak kaynamayacak sekilde isitilmistir. Bunun i¢in bir telin
ucuna bolca hidrofil pamuktan sarilmistir. Alkole bandirilan pamuk yakilmistir. Bu
alev zaman zaman preparatin altina yaklastirilip uzaklastirilarak bes dakika siire ile buhar

cikacak ancak kaynamayacak derecede 1sitilmistir. Bu arada preparatin iizerindeki boya
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eriyigi azalirsa lizerine damla damla eklenerek preparatin kurumamasi saglanmistir. Bu
siire sonunda preparat su ile yikanmistir. Renksizlestirme islemi icin asitli alkol eriyigi
kullanilmistir. Bu asama yaklasik bir-iki dakika siirmiistiir. Renksizlestirme islemi
sonunda preparat su ile yikanmistir. Zit boyama i¢in Loffler’in metilen mavisi eriyigi
kullanilmistir. Boya preparata dokiilmiistiir. Yaklasik iki-li¢ dakika bekletilip su ile
yikanmistir. Daha sonra mikroskopik inceleme igin preparatlar havada kurutulmaya

birakilmistir (29,49,134).

Floresan Boyalarla Asidorezistan Bakterilerin Boyanmasi
Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemiyle boyanan preparatlar, mikroskopta
incelenip siipheli olarak rapor edildiginde Auramine-Rhodamine boyama yontemi ile de

boyanip floresan mikroskopta incelenmistir.

Ana ilke fenollu fuksinin yerine floresan boyalar kullanilarak bakterilerin
incelenmesidir.
Auramine- Rhodamine ile boyama yontemi

a) Auramine-Rhodamine boya eriyigi:

Auramine O 1,5 gr
Rhodamine B 0,75 gr
Gliserol 75 ml
S1v1 fenol 10 ml
Saf su 50 ml

Once fenol suda eritilmistir. Boyalar sira ile eklenerek karistira karistira onlar
da eritilmistir. En son gliserol eklenmistir. Siiziilip ve cam kapakli koyu renkli sisede

saklanmistir.
b) Renksizlestirme eriyigi:

Sodium klortir 0,5 gr
HCI 0,5 gr
% 70’lik metil alkol 99 ml

Karistirilarak eritilir.
¢) Karsit boyama eriyigi:

% 0,I’lik potasyum permanganat eriyigi (saf suda)
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Boyama yontemi: Tesbit edilmis preparatin {izerine boya dokiiliip
isitilmaksizin 15 dakika beklendikten sonra preparat su ile yikanmistir. Daha sonra
preparatin iizerine asit ve alkol (siilfirik asit) dokiip iki dakika beklenmis ve bu siire
sonunda su ile preparat yikanmistir. En son asamada preparatin iizerine potasyum
permanganat dokiip iki dakika beklenmistir. Preparat havada kurumaya birakilmistir

(29,49,135).

Preparatlarin mikropkopik incelenmesi: Preparatlar EZN yoOntemi ile
boyanan preparatlar 100x biiyiitmeli objektifte immersiyon yagi kullanilarak 151k
mikroskobu (Olympus BX51) ile incelenip mavi zeminde kirmizi renkte asidorezistan
basiller goriildiiglinde sonuglar pozitif olarak degerlendirilmistir. Bu boyama ile
zemini olusturan hiicreler, lifler, asidorezistan olmayan diger bakteriler mavi renkte,
aside direngli bakteriler ise koyu parlak kirmizi renkte boyanmistir. Ayrica ARB’de
sipheli olarak degerlendirilen preparatlar floresan mikroskopta (Nikon) 40X
biiylitmeli objektifte de incelenmistir. Siyah zeminde parlak sar1 renkte floresan veren
comaklar goriildiigiinde sonug pozitif olarak degerlendirilmistir. Sonuglar negatif, siipheli,
(+), (+1), (+++) ve (++++) olarak degerlendirilmistir. Tablo IX’da boyali preparattaki

basillerin raporlanmasi gosterilmistir. (29,49,134,135).

Tablo IX. Boyal preparatta aside direncli basillerin raporlanmasi (29)

Sonu¢ Aside Direncli Basil Sayis1 /Mikroskop alani
EZN yontemi Florokrom Boyama
(1000X) (250X) (450x)
Aside direncli basil 0 0 0
goriilmedi
Siipheli (yeni 6rnek 1-2/300 1-2/30 1-2/70

ile tekrar edilmeli)

(+) 1-9/100 1-9/10 2-18/50

(++) 1-9/10 1-9/1 4-36/10
(+++) 1-9/1 10-90/1 4-36/1
(++++) >9/1 >90/1 >36/1
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Kiiltiir

Homojenizasyon dekontaminasyon isleminden sonra plastik sanrifiij tiipiiniin
siipernatant kism1 atilarak dipte kalan kismindaki sedimentten DSO’niin 6nerdigi sekilde
500 pl klasik LJ ve radyometrik BACTEC 12B besiyerlerine (PANTA antibiyotik karigimi:
2000 U/ml polimiksin B, 200 pg/ml amfoterisin B, 800 pg/ml nalidiksik asit, 200 pg/ml
trimetoprim, 200 pg/ml azlosilin ilavesiyle) inokiile edilmistir. Daha sonra LJ besiyeri 35-
37°C’de 8 hafta siiresince HEPA filtre sistemi bulunan CO;’li etiivde (NUAIRE DH
AUTOFLOW CO, Air-Jacketed Incubator, ABD) inkiibasyona birakilmigtir. Tiim LJ
kiiltiirlerinde inokiilasyonun ii¢ilincii veya besinci giiniinde, daha sonra ise haftada iki-ii¢ kez
iireme kontrolleri yapilmigtir. Ureme saptandiginda ARB boyama yapilmustir. Sekiz hafta
sonunda lireme goriilmeyen besiyerleri, kiiltiir sonucu negatif olarak degerlendirilmistir.
BACTEC 12B siseleri ise ekilmeden once okutulmustur ve GI<I10 (Growth Index, iireme
indeksi) olanlar igleme alinmistir. Bactec 12B siseleri ise etiive (memmert, A.B.D.) kaldirilip
inkiibasyona birakilip ilk ii¢ haftada ticer kez, daha sonraki haftalarda ise birer kez BACTEC
460 TB cihazinda okutularak iireme indeksleri degerlendirilmistir. Ekim oncesi 0,2 ml
PANTA (polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim, azlosilin) siselere ilave
edilmistir. Daha sonra 0,5 ml homojenize 6rnek siselere eklenmistir. Siseler haftada 2-3 kez
Bactec 460 TB cihazinda okutulmustur. Degerlendirme ise GI 50-100 degerleri arasina
geldiginde ARB boyama ve GI 500-800 degerleri arasina geldiginde antitiiberkiiloz duyarlilik
testi seklinde yapilmistir. M. tuberculosis complex ve tliberkiiloz dis1 mikobakterilerin
(MOTT) ayrimi1 BACTEC 460 TB cihazinda fenotipik yontem NAP testi ile yapilmistir
(29,49,70)

NAP (P-nitro-alfa-acetilamino-f-hidroxypropiophenone) testi

Ureme indeksi 50-100 araligina geldiginde ARB pozitif ise NAP testi yapilmustir.
BACTEC 12B sisesinden bir ml alinarak NAP sisesine aktarilmistir. Daha sonra 37°C’de
inkiibasyona birakililip, BACTEC 460 TB cihazinda iki-alti giin okutulmustur.
Inokiilasyondan sonra GI degerinde birbirini izleyen iki 6nemli azalma M. tuberculosis
complex, GI degerinde ilk iki giinde 6nemsiz bir artig, sonra bir azalma ve degismezlik MOTT
lehine olarak degerlendirilmistir. Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerde giinliik GI degerleri dort
giin i¢inde 400°n tizerine ¢ikar. M. tuberculosis complex’de inokiilasyondan sonra ilk bir ile

tic glinde hafif bir azalma veya degismeme, ardindan ikinci giinden itibaren, birbirini izleyen
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iki glinde onemli bir artig goriiliir. NAP testinin kalite kontrol islemleri i¢in standart M.

tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) kokeni kullanilmistir (29,49,67,72).

Mpycobacterium tuberculosis complex Kokenlerin Birinci Sec¢enek
Antitiiberkiiloz Ilaglarina (INH, RIF, SM ve EMB) Karsi Duyarhhiklarinin
Fenotipik Yontem Radyometrik BACTEC 460 TB ile saptanmasi.

BACTEC 12B Kkiiltiir siseleri BACTEC 460 TB cihazinda test edilerek, inkiibe
edilen kokenin olusturdugu CO, degeri cihaz tarafindan sayisal olarak Ol¢lilmiis ve lireme
indeksi (GI) olarak belirlenmistir. Ureme indeks degeri 500-800 arasina ulastiginda, aside
direngli basil varligt EZN boyama ile dogrulanan kokenlere antitiiberkiiloz ilaglar igin
duyarlilik testi yapilmistir. Ureme indeks degeri 800’ gecen kdkenler diliisyon sivist ile 1:1
oraninda diliie edildikten sonra antibiyotik duyarlilik testine tabi tutulmustur. Duyarlilik
testinde, INH, RIF, SM ve EMB antibiyotikleri i¢in birer, kontrol i¢in de ayr1 bir BACTEC
12B olmak {iizere her koken icin toplam bes adet BACTEC 12B besiyeri kullanilmistir. Primer
antitliberkiiloz ilaglara kars1 duyarlilik testi; BACTEC 460 TB kiiltiir sistemi ile, son
konsantrasyonlar1 INH i¢in 0,1 pg/ml, SM i¢in 2.0 pg/ml, RIF i¢in 2.0 pg/ml ve EMB icin 2.5
pg/ml olacak sekilde hazirlanarak uygulanmis ve 37°C’de inkiibe edilmistir. Antibiyotiklerin
stok soliisyonlar1 Tablo X’da belirtilen kritik konsantrasyonlar elde edilecek sekilde iiretici
firmanm Onerileri dogrultusunda (BACTEC TB System Product and Procedure Manual,
Becton Dickinson and Company) sulandirilmis ve her BACTEC 12B besiyerine 0,1 ml ilave
edilmistir. Pozitif BACTEC 12B sisesindeki bakteri iceren besiyeri, enjektor ile alinip
verilmek suretiyle iyice karigtirilmis ve daha sonra 0,1 ml alinarak ilag iceren her bir 12B
sisesine aktarilmistir. Kontrol sisesi icin 1:100’luk diliisyon gerektiginden, siispansiyondan
0,1 ml alinarak 9,9 ml diliisyon sivisi igeren siseye konmus ve iyice karistirildiktan sonra, bu
karisimdan tekrar 0.1 ml alinarak kontrol olarak kullanilacak BACTEC 12B sisesine
aktarilmistir. Inokiilasyonlardan sonra biitin BACTEC 12B siselerinin kapaklar1 % 70’lik
izopropil alkolle silinmis ve ardindan siseler 37°C etiivde iki giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi boyunca siseler her giin aym saatte (+ 2 saat) BACTEC 460 TB cihazinda
okutulmus ve elde edilen GI degerleri not edilmistir (29,113,136)
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Tablo X. BACTEC 460 TB duyarhlik testinde liyofilize antibiyotiklerden stok soliisyon
hazirlama ve BACTEC 12B besiyerindeki son antibiyotik konsantrasyonlar: (113)

Sisedeki Sulandirim | Sulandirim BACTEC BACTEC

liyofilize icin steril sonrasi 12B’ye 12B’deki final
Antibiyotik | miktar distile su konsantrasyon | aktarilan konsantrasyon
miktar
Izoniazid 0,02 mg Sml 4 pg/ml 0,1 ml 0,1 pg/ml
Rifampisin 0,4 mg Sml 80 pg/ml 0,1 ml 2.0 pg/ml
Etambutol 1,5 mg 5 ml, sonra 100 pg/ml 0,1 ml 2.5 pg/ml

1:3 diliisyon

Streptomisin 1,2 mg 5 ml, sonra 80 pg/ml 0,1 ml 2.0 pg/ml

1:3 diliisyon

Sonuglarin yorumlanmasi: Gilinliik okutulan GI ile bir 6nceki giiniin GI’ s1
arasindaki fark AGI olarak belirtilmektedir. Negatif AGI, tiremede ve GI degerinde bir
azalmayr gosterirken, pozitif AGI i¢in tersi soz konusudur. Kontrol GI>30 iizerinde
oldugunda 4. giin degerinden 3. giin degeri c¢ikarilmistir. Sonuglar asagidaki gibi
degerlendirilmistir.

AGI (kontrol) > AGI (ilagli) = duyarl

AGI (kontrol) < AGI (ilagli) = direngli

AGI (kontrol) > AGI (ilagli) = borderline (test tekrarlanmistir)

Kalite Kontrol: Her antibiyotik duyarlilik test giiniinde M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294)
kalite kontrol kdkeni de test edilmistir. Bu kokenin test sonucunda test edilen antitiiberkiiloz
ilaclara kars1 duyarli oldugu saptanmistir. M. tuberculosis H37Rv igeren kontrol sisesi ili¢-bes
giin i¢inde 30°dan biiyiik bir GI degerine ulagmistir (29,113,136)

PZR-RFLP Yontemi ile Mikobakteri Tiirlerinin Identifikasyonu

Calisma {li¢c asamada yapilmistir:

1. Mikobakteri DNA’sinin izole edilmesi.

2. Mikobakteri DNA’sinin saptanmasi.

a-) Mpycobacterium tuberculosis complex’e spesifik 1S6110 PZR: Sadece

tiiberkiiloz basilleri kompleksini tanimlar.
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b-) Tiim mikobakterilere spesifik 65 kilo daltonluk 1s1 sok proteini bdlgesine ait
PZR: Tiiberkiiloz basilleri kompleksi disindaki mikobakteriler de tiplendirilebilir.

c- ) Agaroz jel elektroforezi

3. Tiim mikobakterilere spesifik 65 kilo daltonluk 1s1 sok proteini bdlgesine ait

PZR iiriiniiniin restriksiyon enzimleri ile kesilerek mikobakteri tiirlerinin belirlenmesi (137).

Mikobakteri DNA’sinin Izole Edilmesi

Ekstraksiyon islemi icin BACTEC 12B siseleri iyice vortekslenmistir. Sisenin
lastik tipas1 % 70’lik izopropil alkol ile iyice silinmistir. Uremis kiiltiirden 1 mI’lik enjektorle
0,5 ml alimip 1,5 ml’lik ependorf tiipiine konulmustur. Lowenstein-Jensen’de lireyen M.
tuberculosis’in DNA’s1 izole edilecekse bir 6ze dolusu yeni iiremis koloni alinip 500 pl distile
suda siispansiyon yapilmis ve ependorf {izerine hasta numarasi yazilip 500 pl 6rnek ependorfa
konulmustur. Ependorf parafilm ile sarilmistir. Is1 blogunda (Techne, ingiltere) 80°C’de bir
saat bekletilmistir. Santrifiij cihazinda (Hettich Mikro 120 Zentrifugen, Almanya) 14.000
devirde 15 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki siipernatant kisim pipetle ¢ekilip atilmustir.
Uzerine 50 pl TE Buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA) ilave edilmis ve 95°C’de 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra -20°C’de 15 dakika bekletilip 14.000 rpm’de 5 dakika santifiij
edilmistir. Ustteki siipernatant kistm baska bir ependorfa konulmustur. Hazir hale gelen
ekstrakte iiriin PZR calismasina kadar -20°C’de derin dondurucuda (Indesit, Tiirkiye)

saklanmustir.

Mikobakteri DNA’sinin saptanmast

Mycobacterium tuberculosis complex’e spesifik IS6110 PZR: Oncelikle M.
tuberculosis complex’e spesifik IS6110 bdlgesine ait primerler; T4: 5’-CCT GCG AGC GTA
GGC GTC GG -3’ ve T5: 5’-CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG -3’ kullanilarak klasik
PZR yapilmistir. Boylece M. tuberculosis complex’in atipik mikobakterilerden ayrimi
yapilmistir. Mycobacterium tuberculosis complex’e spesifik IS6110 PZR icin termal cycler
(eppendorf, A.B.D.) PZR siklusu: bir siklusta 94°C’de 5 dakika; 35 siklusta 94°C’de bir
dakika, 60°C’de bir dakika, 72°C’de iki dakika ve bir siklusta 72°C ’de sekiz dakika ve son
olarak 4°C *de bekleme (137-139).
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PZR karigiminin hazirlanmast:

Distile su 30,75 ul
PZR Bufer (10x konsantrasyonda) (Fermentas, Kanada) 5 ul
MgCl12 (25 mM) (Fermentas, Kanada) 3 ul
dNTP (10 mM) (Fermentas, Kanada) 1 ul
Primer 1 (10 pmol/ul) (Invitrogen, A.B.D.) 2,5 qul
Primer 2 (10 pmol/ul) (Invitrogen, A.B.D.) 2,5 ul
Taq polimeraz (5 U/ pl) (Fermentas, Kanada) 0,25 pl
Ornek DNA 5 ul
Toplam hacim 50 ul

Tiim mikobakterilere spesifik 65 kilo daltonluk 1s1 sok proteini bélgesine ait
PZR: Tim mikobakterilerin PZR ile saptanmasi i¢in TB11: 5> ACC AAC GAT GGT GTG
TCC AT-3" ve TB12: 5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3’ primerleri kullanilmistir.

Karigim 1.5 mI’lik reaksiyon tiipiinde hazirlanmstir.

PZR karigiminin hazirlanmast:

Distile su 30,75 pul
PZR Bufer (10x konsantrasyonda) (Fermentas, Kanada) 5 ul
MgCl2 (25 mM) (Fermentas, Kanada) 3 ul
dNTP (10 mM) (Fermentas, Kanada) 1 ul
Primer 1 (10 pmol/ul) (Invitrogen, A.B.D.) 2,5 wl
Primer 2 (10 pmol/ul) (Invitrogen, A.B.D.) 2,5 ul
Taq polimeraz (5 U/ pl) (Fermentas, Kanada) 0,25 pl
Ornek DNA S ul
Toplam hacim 50 pul

Karisim vortekslenerek karigtirllmistir. Calisilacak 6rnek sayisinin ¢arpimi kadar
hazirlanan karigim 45’er pl olarak 6rnek numaralart yazilmis 0,2 ml’lik (Thermal cycler’in
bloguna bagl olarak) eppendorf tiiplerine dagitilmistir. Uzerine 5 pl mikobakteri DNA’s1
eklenerek thermal cycler cihazina yerlestirilmistir. Thermal cycler cihazinda tiim

mikobakterilere spesifik PZR Programi: 1 siklusta 94°C’de 5 dakika; 35 siklusta 94°C’de 1
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dakika, 60°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 1 siklusta 72°C ’de 8 dakika ve 4°C ’de
bekleme (137,138,140).

PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi:

Ug gram (% 1.5’lik agaroz jel igin) agaroz (Basica Le, Prona, ispanya) tartilip 150
ml 0.5 x TBE tamponuna ilave edilmistir. Stok 10x TBE bufer ( 50 gr Tris base, 27.5 gr Boric
acid, 20 ml 0.5 M EDTA pH:8.0, bir litre distile suda eritilmistir) 20 kez distile suda
sulandirilarak 0.5x TBE bufer kullanma soliisyonu hazirlanmis ve 150 ml 0.5x TBE bufer
behere konulmustur. Uzerine tartilan agaroz eklenerek karistirilmistir. Mikrodalga firinda
(Regal, Tiirkiye) 400 watt 1sida bir dakika tutulmustur. Arada bir karistirilarak agaroz
eritilmistir. Karistirildiktan sonra sogumast icin beklenirken agaroz jelin dokiilecegi plak
hazirlanmistir. Ornek sayisma gore tarak yerlestirilmistir. Bu sirada 50°C civarina kadar
soguyan 150 ml’lik agaroza 15 pl floresan boya igeren Syber Safe Invitrogen, A.B.D.)
eklenmistir. Karistirildiktan sonra jel dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra (yaklasik 30 dakika
oda 1s1sinda) plagin iki tarafindaki lastikler ve tarak ¢ikarilmistir. Her 6rnek i¢in plak iizerine
bir pl yiikleme soliisyonu (250 mg Bromophenol blue, ti¢ ml gliserol, yedi ml distile su) 6x
Loading dye (Fermentas, Kanada) konmustur. Ardindan 10’ar pul PZR {iriinii bir pl yiikkleme
soliisyonu ile karistirildiktan sonra sirayla agaroz jele yiliklendikten sonra 100 voltta 40 dakika
elektroforezde (Thermo, ABD) yiiritiilmiistiir. Elektroforez durdurulduktan sonra jel
goriintiileme sistemi ultrataviyole transilliminator (Vilber Lourmat, Almanya) ile goriintiiler
bilgisayara aktarilmis ve BiolD jel analiz programi kullanilarak olusan bantlar
degerlendirilmistir. Olusan bantlarin molekiiler agirliklarini tespit etmek i¢in 100 b¢ DNA
ladder (Fermentas, Kanada) kullanilmistir. DNA ektraksiyonu ve PZR’da pozitif kontrol
olarak referans M. tuberculosis (H37Rv) ATCC 25618 kokeni ve negatif kontrol olarak
distile su kullanilmistir. Beklenen yerde bant goriilen Ornekler pozitif kabul edilmistir
(137,138).

Tiim Mikobakterilere Spesifik 65 Kilo Daltonluk Is1 Sok Proteini Bolgesine
Ait PZR Uriiniiniin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek Mikobakteri Tiirlerinin
Belirlenmesi

Uygun (beklenen yerde ve yeterli yogunlukta) bant goriilen 6rneklerin 11°er ul’si
Haelll (BsuRI) ve BstEIl (Eco911) enzimleri ile kesilerek mikobakteri tiirleri identifiye

edilmistir.
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Haelll ile PZR {irtintiniin kesilmesi:

Distile su 2,0 ul
Bufer R" (Fermentas, Kanada) 1,5 ul
Haelll (10 iinite 0.5 ul) (Fermentas, Kanada) 0,5 pul
PZR iiriinii 11,0 pl
Toplam 15,0 pl

BstEIl ile PZR triiniinin kesilmesi:

Distile su 2,0 ul
Bufer R* (Fermentas, Kanada) 1,5 ul
BstEIl (10 tinite 0.5 pl) (Fermentas, Kanada) 0,5 pl
PZR iirlinii 11,0 ul
Toplam 15,0 pl

Enzim ve bufer karisimlar1i 6rnek sayisinca hazirlandiktan sonra 0,2 ml’lik
eppendorf tiiplerine dérder pl olarak béliinmiistiir. Uzerlerine 11°er ul PZR fiiriinii eklenmistir
ve 37°C’de dort saat thermal cycler’da tutulmustur. Daha sonra mikobakteri tiirlerinin
identifikasyonu i¢in restriksiyon enzimleri ile kesilen ve kesilmeyen tiriinler birlikte % 3’liik
agaroz jelde yiirttiilmiistiir. PZR iirliniiniin kesilmesi ile ortaya ¢ikan bantlar degerlendirilerek
mikobakteri tiirleri identifiye edilmistir. Calismada kontrol kdkeni olarak Mycobacterium
tuberculosis (H37Rv) ATCC 25618 kullanilmistir. Mycobacterium tuberculosis’in PZR-
RFLP ile identifikasyonunda; BstEIl enzimi ile 240/120/85 b¢’de bantlar olusurken, Haelll
enzimi ile 150/130/70 bg¢’de bantlar olusmustur (137,140,141). Tablo XI’de mikobakterilerin

PZR-RFLP ile identifikasyonunda, enzim kesme ile degerlendirilmesi gosterilmistir.
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Tablo XI. PZR-RFLP ile mikobakterilerin identifikasyonu (137)

BstEIl | Haelll Tiirlerin Ad1 BstEIl Haelll Tiirlerin Ad1
170-130-0 M. trivale type 1 240-210 125-110-0 M. interjectum type 1
160-85-55 M. flavescens type 3 120-115-110 M. intracellulare type 4
145-130-0 M. lentiflavum type 1 110-105-0 M. asiaticum type 1

440 140-100-90 M. new type I 240-135-80 140-105-70 M. shimodei type 1
140-55-50 M. scens 1

flavescens ype 160-85-55 M. species type 1
130-115-70-55 M. type 2
aurum pe 145-140-100-60 | M. peregrinum type 3
130-110-0 M. new .
145-125-60 M. smegmatis type 1
130-105-70 M. szulgai 1
sauigat bype 130-105-80 M. celatum type 2
325-130 200-60-55 M. chelonae type 1 240-130-85 130-105-70 M. gastrit type 1
160-110-0 M. haemoohlium typel 130-105-0 M. kansasii type 2
130-100-75 M. kansasii type 6
185-140-0 M. terrae type 1
130-90-70 M. kansasii type 3
170-40-0 M. neoaurum type 1
o 130-95 M. lentiflavum type 4
145-130-50 M. simiae type 4
165-115-0 M. gord type 9
140-85-55 M. chitae type 1 gordonae ype
160-110-60 M. gord type 7
325-120 140-60-55 M. nonchromogenicum type 2 gordonae type
145-130- M. i pe 1
130-115-60 M. gordonae type 4 5-130-60 intracellulare type
240-120-1 145-130- M. j
130-110-70-55 | M. gordonae type 8 0-120-100 5-130-0 lentiflavum type 3
140-105-80 M. type 1
130-105-0 M.genavense type 1 mafimoense type
140-60- M. hibemiae type 1
130-95-75-60 | M. kanasii type 5 0-60-0 hibemiae type
130-110-0 M. gordonae type 3
200-70-60 M. abscessus type 1 .
130-95-60 M. intracellulare type 4
180-135-70-50 M. themoresidibite type 1
o 220-110-0 M. gordonae type 2
180-130-0 M.simiae type 1
185-140-50 M. senegalense iype 1
180-100-50 M. new type 1
. 160-115-60 M. gordonae type 1
145-140-100-55 M. peregrinum type 1
160-105-60 M. xeonopi type 1
145-130-95 M. scrofulaceum type 1
. 240-120-85 150-130-70 M. tuberculosis complex
145-130-0 M. intracellulare type 1
. 150-60-55 M. nonchromogenicum typel
240-210 145-105-80 M. marinum type 1
145-120-55-50 M. fortuitum type 1
145-105-60 M. new type 1
140-125-55-50 M. fardnogenes typel
145-70-60-50 M. abscessus type 1
. 140-95-90 M. fortuitum type 2
140-120-100-60 | M. pregrinum type 2
. 130-115-70-50 M. kansasii type 4
140-105-80 M. intracellulare type 2
140-80-60-50 M. phlei type 1
130-115-0 M. gordonae type 5
130-105-80 M. kansasii type 1
130-105-60 M. avium type 1
130-105-0 M. aium type 2
130-80-60 M. cetatum type 1
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Tiiberkiiloz Direng Kiti ile M. tuberculosis complex’in identifikasyonu ve ila¢
Diren¢ (izoniazid, Rifampisin, Streptomisin, Aminoglikozidler ve Kinolonlar)

Genlerinin Saptanmasi

DNA ektraksiyonu

BACTEC 12B siv1 besiyerinden direkt bir ml kiiltiir alinmis ve 15 dakika 10.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatan kisim atilmis ve bakteri pelleti 200 pl distile su
icerisinde vortekslenerek ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 95 °C’de 20 dakika
1s1 blogunda inkiibe edilmistir. Ardindan 15 dakika ultrasonik su banyosunda (Elma, Tiirkiye)
sonike edilmistir. Ornekler bes dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatandan 5 ul
alinarak PZR i¢in kullanilmustir.

PZR karisiminin hazirlanmasi

PN-mix (TB-Resl resp. TB-Res2) 15,0 pl
10x polymerase buffer 2,5 ul
MgC; soliisyonu (Toplam konsantrasyon 1,5 mM MgCl,) 2,5 ul
Thermostable DNA polymerase 0,3 pul
Ornek DNA (yaklasik 150 - 300 ng) 5.0 ul
Toplam hacim 25,3 ul

Thermal cycler program

Bir siklusta 95 °C’de 5 dakika; 14 siklusta 95 °C’de 30 saniye, 60 °C’de iki
dakika; 26 siklusta 95 °C’de 10 saniye 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye; bir siklusta
72°C’de sekiz dakika ve 4°C’de bekleme olarak PZR programi termal cycler’de ayarlanmigtir.

Test prosediirii

Uretici firmanin nerilerine gore; dncelikle hibridizasyon tamponu ve Stringent
yikama soliisyonu ¢oziildiikten sonra 47°C’ye getirilmis, ayrica diger tiim sollisyonlar oda
1sisina  getirilmistir. Ardindan 5X konsantrasyondaki hibridizasyon tamponu ve rinse

soliisyonu distile su ile 1X konsantrasyona getirilmistir. Inkiibasyon tepsilerinin isaretli
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kuyucuklaria pipetle 40 pl denatiirasyon reagent eklenmistir. Denatilirasyon reagent’e PZR
karigimlarin (TB-Resl resp. TB-Res2) her amplikonundan 20 pl eklenmis, karisim iyice
pipetlenmis ve oda 1sisinda bes dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra bir ml hibridizayon
soliisyonu eklenmistir. Stripler yerlestirilmistir. Isitma ve c¢alkalama cihaz1 (TwinCubator,
Almanya)’nda 30 dakika 47°C’de 300 rpm hizinda calkalanmistir. Hibridizasyon tamponu
tamamen dokiilmiistiir ve sonra bir ml onceden 1sitilmis Stringent yikama soliisyonu ile
stripler bir dakika yikanmis ve soliisyon dokiilmiistiir. Bu islem {i¢ kere tekrar edilmistir.
Ucgiincii islemde inkiibasyon siiresi 15 dakikadir. Daha sonra 25 °C’de bir ml 1X Rinse
sollisyonu ile bir dakika kuyucuklardaki stripler yikanmistir. Bir ml 1:100°1iik konjugat buffer
eklenip 30 dakika inkiibe edilmistir. Ug¢ kere bir ml rinse soliisyonu ile birer dakika
yikanmustir. Bir ml substrat eklenip ve 10-12 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra distile su
ile reaksiyon durdurulmustur. Striplerde olusan bantlara gbére M. tuberculosis complex
identifikasyonu ve antibiyotik diren¢ genleri saptanmistir. Kalite kontrol kokeni olarak M.
tuberculosis H37TRv (ATCC 27294) kullanilmistir. Bu kdken test edilen antitiiberkiiloz ilaglara

kars1 duyarli bulunmugtur.

Verilerin istatistiksel analizi

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin
istatistik SPSS 14.0 paket programi kullanilmistir. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayict istatistiksel metotlarin (Ortalama, Standart Sapma) yani sira niteliksel verilerin
karsilastirilmasinda ise Ki-kare testi kullanilmistir. Niceliksel verilerin karsilastirilmasinda iki
grup durumunda, normal dagilim gosteren parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda
Bagimsiz Ornekler (Independent Samples) t testi kullanilmistir. Sonuglar % 95°lik giiven

araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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BULGULAR

Calismamizda, 1 Ocak 2009-1 Haziran 2010 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi ve Aydin ili Verem Savas Dispanseri’ne
bagvuran TB hastalarinin klinik 6rneklerden izole edilen toplam 63 Mycobacterium
tuberculosis kokeni calismaya dahil edilmistir. Calisma kapsamina alinan bu 63 (% 26,8)
Mycobacterium tuberculosis kokeninin identifikasyonunda NAP, PZR 1S6110, PZR-RFLP,
antitiiberkiiloz ilag direncinin saptanmasinda BACTEC 460 TB sistemi ve TB direng kiti
kullanilmistir. Kiiltiirde Mycobacterium tuberculosis’in liremesi saptandiginda fenotipik
yontem BACTEC 460 TB sistemi ile antibiyotik duyarlilik testleri yapilmis ve genotipik

yontem TB Direng Kiti ile antiyotik diren¢ genleri saptanmastir.

Calismaya dahil edilen toplam 63 hastanin 48’1 (% 76,2) erkek, 15’1 (% 23,8)
kadindir. Erkek/kadin orani 3,2’dir. Tiim hastalar Aydin ilinde yasamaktadir. Tablo XII’de

hastalarin cinsiyete gore dagilimi gosterilmistir.

Tablo XII. Hastalarin cinsiyete gore dagilim

Cinsiyet Say1 (%) x? p
Erkek 48 (% 76,2)

Kadin 15 (% 23,8) 17.286 0.000
Toplam 63 (% 100,0)

X% Ki-kare testi, p<0.05 diizeyinde anlamli

Tiiberkiiloz hastalarinda erkeklerin orani kadinlara gore anlamli olarak yiiksek

bulunmustur (p=0.000, p<0,05, x* =17.286).

Calismaya dahil edilen toplam 63 hastanin yaslar1 13 ile 85 (ortalama 46,4+18,5)

arasindaydi.
Calismaya dahil edilen toplam 63 hastanin biri (% 1,6) 5-14 yaslar1 arasinda,

dokuzu (% 14,3) 15-24 yaslar arasinda, dokuzu (% 14,3) 25-34 yaslar1 arasinda, sekizi (%
12,7) 35-44 yaglar1 arasinda, 19’u (% 30,2) 45-54 yaslan arasinda, dordi (% 6,3) 55-64
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yaslar1 arasinda ve 13’1 (% 20,6) 65 yas ve iizerindedir. Tablo XIII’de TB olgularinin yas

gruplarina ve cinsiyete gore dagilimi gosterilmistir.

Tablo XIII. Tiiberkiiloz olgularinin yas gruplarina ve cinsiyete gore dagilim

YAS Erkek Kadin Toplam
GRUBU

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
0-4 0 (% 0,0) 0 (% 0,0) 0 (%0,0)
5-14 1 (% 2,1) 0 (% 0,0) 1 (% 1,6)
15-24 6 (% 12,5) 3 (% 20,0) 9 (%14,3)
25-34 5 (% 10,4) 4 (% 26,7) 9 (%14,3)
35-44 6 (% 12,5) 2 (% 13,2) 8 (%12,7)
45-54 18 (% 37,5) 1 (% 6,7) 19 (%30,2)
55-64 3 (% 6,3) 1 (% 6,7) 4 (%6,3)
>65 9 (% 18,7 4 (% 26, 7) 13 (%20,6)
TOPLAM 48 (% 100,0) 15 (% 100) 63 (% 100,0)

Calismaya dahil edilen hastalarda 45-54 yas oran1 (%30,2) yiiksek bulunurken, 5-
14 yas oran1 (%1,6) anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.001, p<0,05, x*=22.889).

Calismaya dahil edilen toplam 63 hastanin doérdii (% 6,3) okur-yazar degil, biri (%
1,6) okur-yazar, 32’si (% 50,8) ilkokul, sekizi (% 12,7) ortaokul, 13’1 (% 20,6) lise, besi (%

7,9) yiiksekokul mezunuydu. Tablo XIV’de hastalarin 6grenim durumlarima gore dagilimi

gosterilmistir.

Tablo XIV. Hastalarin 6grenim durumuna gore dagilimi

Ogrenim Durumu Say1 (%) v p

Okur-yazar degil 4 (% 6,3)

Okur-yazar 1(% 1,6)

ilkokul 32 (% 50,8)

Ortaokul 8 (% 12,7) 60.714 0.000
Lise 13 (% 20,6)

Yiiksekokul 5% 17,9)

Toplam 63 (% 100,0)

X’: Ki-kare testi, p<0.05 diizeyinde anlamli
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alismaya dahil edilen hastalarda ilkokul mezunu olma orani (%50.,8); diger
Caligmay. (%50,8); dig

egitim diizeylerine gore anlamh olarak yiiksek bulunmustur. (p=0.000, p<0,05, x*=60.714).

Calismaya dahil edilen toplam 63 hastanin altis1 (% 9,5) ¢ok diistk, 17 (% 27,0)
diisiik, 35’1 (% 55,6) orta, dordii (% 6,3) iyi, biri (% 1,6) yliksek gelir diizeyine sahipti. Tablo

XV’de hastalarin gelir durumuna gore dagilimi gosterilmistir.

Tablo XV. Hastalarin gelir durumuna gore dagilim

Gelir Durumu Say1 (%) 1 p
Cok diisiik 6 (% 9.,5)

Diisiik 17 (% 27,0)

Orta 35 (% 55,6)

. 61,365 0,000
fyi 4(%6.3)

Yiiksek 1 (% 1,6)

Toplam 63 (% 100,0)

X°: Ki-kare testi, p<0.05 diizeyinde anlamli

Calismaya dahil edilen hastalarda gelir diizeyi orta olma orani (%355,6); diger gelir
diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,000, p<0,05, x2=61,365).

Calismaya dahil edilen toplam 63 hastanin dordii (% 6,3) daha 6nce tedavi almis
(eski olgu), 59’u (% 93,7) daha 6nce tedavi almamis (yeni olgu) hastalardi. Tablo XVI’da
hastalarin daha once aldiklar1 tedavi durumuna (yeni olgu/eski olgu) gore dagilimlari

gosterilmistir.

Tablo XVI. Hastalarin daha 6nce aldiklar: tedavi durumuna (yeni olgu/eski olgu) gore

dagilim

Daha once tedavi Say1 (%)
Var (eski olgu) 4(% 6,3)
Yok (yeni olgu) 59 (% 93,7)
Toplam 63 (% 100,0)

X*: Ki-kare testi, p<0.05 diizeyinde anlaml
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Calismaya dahil edilen toplam 63 hastanin 13’iinde (% 20,6) temas Oykiisii
varken, 50’sinde (% 79,4) temas Oykiisii yoktu. Tablo XVII’de TB hastalarinin temas

Oykiistine gore dagilimlar1 gosterilmistir.

Tablo XVII. Hastalarin temas oyKkiisiine

ore dagilimi

Temas oyKkiisii Say1 (%)

Var 13 (% 20,6)
Yok 50 (% 79,4)
Toplam 63 (%100,0)

X% Ki-kare testi, p<0.05 diizeyinde anlamli

Toplam 63 hastaya ait klinik 6rnegin; 56’s1 (% 88,9)’u balgam, besi (% 7,9) brons
lavaji, biri BAL (bronkoalveolar lavaj) ve biri AMS (a¢lik mide suyu) yedisi (% 3,0) AMS
(aglik mide suyu) idi. Calismada TB hastalarindan toplanan toplam balgam 6rnek sayis1 diger
klinik 6rneklerden daha yiiksekti. Tablo XVIII’de alinan 6rneklerin dagilimi gdsterilmistir.

Tablo XVIII. Alinan érneklerin dagilim

Ornek Say1 (%)
Balgam 56 (% 88.9)
Brons Lavaji 5% 7,9)
BAL 1(% 1,6)
AMS 1(% 1,6)
Toplam 63 (% 100,0)

BAL: Bronkoalveolar lavaj, AMS: A¢lik mide suyu

Tablo XIX’da ARB ve kiiltiir sonuglarinin karsilagtirilmasi gosterilmistir.

Tablo XIX. ARB ve kiiltiir sonu¢larinin karsilastirilmasi

Kiiltiir Pozitif
Say1 (%)
Negatif 18 (% 7,6)
ARB —
Pozitif 45 (% 19,1)
Toplam 63 (% 26,8)

ARB: Asidorezistan basil, LJ: Lowenstein-Jensen

83



Kiiltiirtinde M. tuberculosis complex {lreyen hastalarin ARB sonuglari
degerlendirildiginde; olgularin yedisinde (% 11,1) ARB (++++), dokuzunda (% 14,3) ARB
(+++), 19’unda (% 30,1) ARB (++), 10’unda (% 15,9) ARB (+) saptanirken, 18 (% 28,6)
hastada ARB negatif bulunmustur. Tablo XX’de kiiltlir pozitif hastalarda ARB sonuglari

gosterilmistir.

Tablo XX. Kiiltiir pozitif hastalarda ARB sonuglari

Mikroskopik Degerlendirme Say1 (%)
(ARB)

Negatif 18 (% 28.,6)

+) 10 (% 15.,9)

(++) 19 (% 30,1)

(+++) 9 (% 14,3)

(++++) T(% 11,1)

ARB: Asidorezistan basil

Resim 4’de c¢alismamizda Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile boyanan
asidorezistan bakteriler, resim 5’de Auramine-Rhodamine boyama yontemi ile boyanan

asidorezistan bakteriler ve resim 6’da Lowenstein-Jensen besiyerinde iireyen M. tuberculosis

kolonileri gosterilmistir.

Resim 4. Calsmamizda Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile boyanan

asidorezistan bakteriler (100X biiyiitmeli objektif, 151k mikroskobu)

84



Resim 5. Calsmamizda Auramine-Rhodamine boyama yontemi ile boyanan

asidorezistan bakteriler (40X biiyiitmeli objektif, floresan mikroskobu)

Resim 6. Cahsmamizda Lowenstein-Jensen besiyerinde iireyen Mycobacterium

tuberculosis kolonileri

Calismamizda M. tuberculosis’in kiiltiirde liremesi altin standart olarak kabul
edildiginde; ARB’nin duyarliligi % 71,4, 6zgiilligii % 100,0, yalanci negatif oran1 % 28,6,
yalanci pozitif oran1 % 0,0, dogrulugu % 92,3, prevalanst % 26,8, pozitif kestirim (6ngorii)
degeri % 100,0 ve negatif kestirim degeri % 90,5 olarak bulunmustur.

Caligmaya dahil edilen toplam 63 hastanin klinik Orneklerinin kiiltlirlinde M.

tuberculosis’in BACTEC 12B’de iireme siireleri 8-25 (ortalama 16,1) giin, LJ’de {ireme
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stireleri 21-40 (ortalama 28,7) giin olarak saptanmistir. Tablo XXI’de M. tuberculosis’in
BACTEC 12B ve LJ’de iireme siireleri (giin) gosterilmistir.

Tablo XXI. Mycobacterium tuberculosis’in BACTEC 12B ve Lowenstein-Jensen’de
lireme siireleri (giin)

Kiiltiir Minimum Maksimum Ortalama
Yéntemi Ureme Siiresi | Ureme Siiresi | Ureme
(giin) (giin) Siiresi
(giin)
BACTEC 12B 8 25 16,1
LJ 21 40 28,7

LJ: Lowenstein-Jensen

Calismaya dahil edilen toplam 63 hastanin klinik Orneklerinin ARB yaymasi
negatif, (+), (++), (+++) ve (++++) durumlarina gore, ortalama iireme giin sayilar1 sirasiyla
BACTEC 460 TB kiiltiir sisteminde 23,0, 16,0, 14,6, 11,1 ve 8,9 giin ve LJ besiyerinde 37,1,
27,7, 26,3, 23,6 ve 22,0 giin olarak saptanmistir. Tablo XXII’de ARB sonuglar1 ile M.
tuberculosis’in kiiltiirde iireme zaman1 arasindaki iliski gosterilmistir.

Tablo XXII. ARB sonuclan ile M. tuberculosis’in Kiiltiirde ortalama iireme siireleri

(giin) arasindaki iliski

Mikroskopik Degerlendirme Kiiltiir
(ARB)

BACTEC 12B LJ
Negatif 23,0 37,1
+) 16,0 27,7
(++) 14,6 26,3
(+++) 11,1 23,6
(++++) 8,9 22,0

ARB: Asidorezistan basil, LJ: Lowenstein-Jensen

Calismada M. tuberculosis complex’in identifikasyonunda kullanilan fenotipik
yontem NAP testi ile genotipik yontem PZR 1S6110, PZR-RFLP ve TB Diren¢ Kiti
yontemlerinin dordii de M. tuberculosis complex’in identifikasyonunda % 100 uyumlu
bulunmustur. Bu dort yontem de pozitif kontrolleri ve M. tuberculosis complex’i dogru olarak

tanimlamistir.
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Caligmada kullanilan genotipik yontemlerle elde edilen sonuglar Sekil 5,6,7°de

gosterilmigtir.

M: 100 b¢ Marker, 1,7: Negatif kontrol, 2,8: Pozitif kontrol, 3-6: Mycobacterium tuberculosis complex’e ait
1S6110 PZR (235 bg), 9-12: Tiim mikobakterilerde bulunan 1s1 sok proteini (631bg)

Resim 7. Mycobaterium tuberculosis complex’e spesifik 1S6110 PZR ve tiim
mikobakterilere spesifik 65kDa’luk 1s1 sok proteini bolgesine ait sonuclarin % 2’lik

agarozdaki goriintiisii

PZR-RFLP ile kontrol ve klinik 6rneklerde Mycobacterium tuberculosis kokenlerinin Haelll ve BstEII ile
kesilmesinden sonra olusan bantlar aynidir. M: 100 b¢ Marker, 1,3,5,7: BstEIl enzimi, 2,4,6,8: Haelll enzimi
1,2: Pozitif kontrol, 3-8: Mycobacterium tuberculosis klinik kokenler

Resim 8. Mycobacterium tuberculosis (BstEIl enzimi: 240/120/85 b¢, Haelll enzimi:
150/130/70 bg)’de 1s1 sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon iiriiniiniin
Haelll ve BstEII enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edilen bant paternlerinin % 3’liikk

agarozdaki goriintiileri
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Hasta numarasi

1: izoniazid (katG 315) mutasyonu, 2: streptomisin (rpsL 43 ve rpsL 88) mutasyonu, kinolon (gyrA 90-94)
mutasyonu, 7,8: kinolon (gyrA 90-94) mutasyonu, 10: izoniazid (inhA 16,15,8) mutasyonu, 3,4,5,6,9,12:
mutasyon yok

Resim 9. Tiiberkiiloz Direng Kiti stripleri ile Mycobacterium tuberculosis kokenlerinde
diren¢ mutasyonlarinin saptanmasi

Caligmaya dahil edilen toplam 63 hastanin ikisinde (% 3,2) BACTEC 460 TB ile
antitliberkiiloz ilaglardan birine kars1 direng saptanmistir. BACTEC 460 TB ile antitiiberkiiloz
ilaglara direng arastirilirken CID TB saptanmamustir. Mycobacterium tuberculosis complex
kokenlerinde BACTEC 460 TB ile antitiiberkiiloz ilaglara diren¢ paternlerinin dagilimi Tablo
XXII’de gosterilmistir.

Tablo XXIII. Mycobacterium tuberculosis complex kokenlerinde BACTEC 460 TB ile

antitiiberkiiloz ilaclara diren¢ paternlerinin dagilimi

Test edilen flaclar Say1 (%)

. . . Direncli 1(% 1,6)
Izoniazid Hassas 62 (% 98,4)
Rifampisin Hassas 63 (% 100,0)

.. Direncli 1(% 1,6)
Streptomisin -y e 62 (% 98.4)
Etambutol Hassas 63 (% 100,0)

X°: Ki-kare testi, p<0.05 diizeyinde anlamli
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Calismamizda kiiltiirde iireyen 63 Mycobacterium tuberculosis kokeninin, ilag
direncine neden olan mutasyonlarin saptanmasinda TB Diren¢ Kiti kullanilmistir. Caligilan
tim Orneklerde konjugat kontrol ve M. tuberculosis complex bantlar1 pozitif olararak
goriilmistiir. Amplifikasyon kontrol band1 incelendiginde 12 (% 19) hastada bant gozlenirken
51 (% 81) hastada bant gdzlenmemistir.

Caligilan 63 0rnegin 16’sinda (% 25,4) dirence neden olan mutasyon saptanirken,
47’sinde (% 74,6) mutasyon saptanmamistir. Saptanan mutasyonlar degerlendirildiginde:
yedi (% 11,1) kinolon (gyrA 90-94) mutasyonu, bes (% 7,9) INH mutasyonu (katG 315), dort
(% 6,3) INH mutasyonu (inhA16,15,8), iki (% 3,2) RIF mutasyonu (rpoB 516), iki (% 3,2)
RIF mutasyonu (rpoB 526), bir (% 1,6) RIF mutasyonu (rpoB 513-516) , bir (%1,6) RIF
mutasyonu (rpoB 522-526), bir RIF mutasyonu (rpoB 529-533), iki (% 3,2) SM mutasyonu
(rpsL 43), bir (% 1,6) SM mutasyonu (rpsL 88) saptanmistir.

Saptanan mutasyonlarin kdkenlere gore dagilimina bakildiginda; bir kokende RIF
mutasyonu (rpoB 516), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende SM mutasyonu (rpsL
43), SM mutasyonu (rpsL 88), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende INH mutasyonu
(katG 315), RIF mutasyonu (rpoB 513-516), RIF mutasyonu (rpoB 526), SM mutasyonu
(rpsL 43); iki kokende INH mutasyonu (inhA 16,15,8); bir kokende INH mutasyonu (katG
315), RIF mutasyonu (rpoB 526); iki kokende kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende
INH mutasyonu (inhA 16,15,8), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende INH
mutasyonu (katG 315), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende RIF mutasyonu (rpoB
526); bir kokende INH mutasyonu (inhA 16,15,8), RIF mutasyonu (rpoB 516); bir kokende
INH mutasyonu (inhA16,15,8), INH mutasyonu (katG 315); bir kokende RIF mutasyonu
(rpoB 526), RIF mutasyonu (rpoB 522-526), RIF mutasyonu (rpoB 531), RIF mutasyonu
(rpoB 529-533); bir kokende INH mutasyonu (katG 315); bir kokende RIF mutasyonu (rpoB
531), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94) saptanmistir. XXIV ve Sekil 5’de TB Direng Kiti ile
antibiyotik direncine sebep olan mutasyonlarin dagilimi ve Tablo XXV’de TB Direng Kiti ile

TB hastalarinda saptanan antitiiberkiiloz ilaglara karsi diren¢ mutasyon oranlar1 gosterilmistir.
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Tablo XXIV. Tiiberkiiloz Direnc Kiti ile antibiyotik direncine sebep olan mutasyonlarin

dagihim
Bant Sonug Say1 (%)
Konjugat kontrol + 63 (% 100,0)
- . 51 (% 81,0)
Amplifikasyon kontrol + 12 (% 19,0)
M. tuberculosis complex + 63 (% 100,0)
Isoniazid wild (inhA 16,15,8) + 63 (% 100,0)
o . . 59 (% 93,7)
Isoniazid mut (inhA 16,15,8) + 4(% 6,3)
. - 2 (% 3,2)
Isoniazid wild (katG 315) + 61 (% 96,8)
-- - 58 (% 92,1)
Isoniazid mut.(katG 315) + 5% 71,9)
. s . . - 1 (% 1’6)
Rifampicin wild (rpoB 513-516) + 62 (% 98,4)
. . . - 61 (% 96,8)
Rifampicin mut (rpoB 516) + 2 (% 3,2)
. s o . - 1 (% 1’6)
Rifampicin wild (rpoB 522-526) + 62 (% 98,4)
. . . - 61 (% 96,8)
Rifampicin mut (rpoB 526) + 2 (% 3,2)
. o o . - 1 (% 1,6)
Rifampicin wild (rpoB 529-533) + 62 (% 98,4)
. . . - 62 (% 98,4)
Rifampicin mut (rpoB 531) + 1 (% 1,6)
Streptomycin wild (rrs 522-526) + 63 (% 100,0)
Streptomycin wild (rpsL 43) - 2% 32)
ptomycin w Y + 61 (% 96,8)
O - 1(% 1,6)
Streptomycin wild (rpsL 88) + 62 (% 98,4)
KAN/AMK wild (rrs1400/1401) + 63 (% 100,0)
KAN/AMK wild (rrs 1483) + 63 (% 100,0)
. . - 7 (% 11,1)
Chinolon wild (gyrA 90-94) + 56 (% 88.,9)
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Konjugat kontrol 63
Amplifikagyon kontrol

M. tuberculosis Komplex 63

Isoniazid wild (inhA16.15,8) 63

Isoniazid mut. (inhA16.15,8)
Isoniazid wild (katG 315) 6l
Isoniazid mut.(katG 315) 5

Rifampicin wild (rpoB 513-516) 62

12

Rifampicin mut. (rpoB 516)
Rifampicin wild (rpoB 522-526) 62

Rifampicin mut. (1poB 526)

12

Rifampicin wild (rpoB 529-533) 62

Rifampicin mut. (1poB 531) 1
Streptomycin wild (rrs 522-526) -
Streptomycin wild (rpsL 43) -
Streptomycin wild (rpsL 88) -
KAN/AMK wild (11:1400/1401) -
KAN/AMEK wild (11s 1483) -

Chinolon wild (gyrA 90-94)

Sekil 5. Tiiberkiiloz Diren¢ Kiti ile antibiyotik direncine sebep olan mutasyonlarin

dagilimm
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Tablo XXV. Tiiberkiiloz Diren¢ Kiti

tilberkiiloz hastalarinda
antitiiberkiiloz ilaclara karsi diren¢ mutasyon oranlari

saptanan

Say1 (%)
Vakalarin sayisi 63 (% 100,0)
Mutasyon yok 47 (% 74,6)
En az bir ilaca diren¢ mutasyonu 16 (% 25,4)
Toplam mutasyon oranlari
INH 9 (% 14,3)
RIF 7 (% 11,1)
SM 2 (% 3,2)
Kinolon 7(% 11,1)
Tek ilaca kars1 diren¢ mutasyonu
INH 4 (% 6,3)
RIF 2 (% 3,2)
Kinolon 2 (% 3,2)
Iki ilaca karsi diren¢ mutasyonu
INH+RIF 2 (% 3,2)
INH+Kinolon 2 (% 3,2)
RIF +Kinolon 2 (% 3,2)
SM+Kinolon 1(% 1,6)
Uc ilaca kars1 direnc mutasyonu
INH+RIF+SM 1 (% 1,6)

INH: Izoniazid, RIF: Rifampisin, SM: Streptomisin
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TARTISMA

Tiiberkiiloz diinya genelinde onemli bir halk sagligi sorunudur (29,30,142).
Diinya Saglhk Orgiitii diinya niifusunun {i¢te birinin M. tuberculosis ile infekte oldugunu tahmin
etmektedir. Mycobacterium tuberculosis infeksiyonunun gercek global prevalansi yaklasik 1,9
milyar (% 32) kisidir. Her yil yaklasik sekiz milyon yeni TB olgusunun, 3,5 milyonunun
balgam yaymasi pozitiftir ve bunlardan iki-ti¢ milyonunun 61diigii bildirilmektedir (3,77,143).
Bu bireylerin biiyiik bir kismi diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasamaktadir. Infeksiyonun
yayilma riski i¢in en dnemli faktor, toplumda balgam yaymasi pozitif olgularin prevalansidir.
Bulastiriciligt en yiiksek olan olgular; kaviteli, dkstiriikle basil ¢ikaran, balgam yaymasinda
basil pozitif olan olgulardir. Dolayisi ile bu risk sadece erken tani ve etkili tedavi
programlarinin uygulanmasi ile azaltilabilir (77,144).

Tiberkiiloz 6nemli bir 6liim nedeni olmaya devam etmektedir (29,30,145).
Epidemiyolojik arastirmalar, global olarak yeni vaka sayilarinin arttifini, fakat daha fazla
sayida insanin tedavi edildigini ve 6liim oranlarmin azaldigin1 gostermektedir. Tiiberkiilozun
kiiresel kontroliinde DSO 1997 yilindan itibaren her yil rapor yayinlamaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2010 hedefleri; yayma pozitif olgularin % 70’ini saptamak ve bu olgularin % 85’ini
basariyla tedavi etmek, 2015 yilinda TB insidansin1 azaltmak ve TB prevalansin1 ve 6liim
oranlarmi 1990 ile 2015 yillart arasinda yariya indirmektir (146).

Diinya Saglik Orgiitii’ne gore, 2006 yilinda 9,2 milyon yeni pulmoner TB vakasi
oldugu (vaka oran1 139/100.000) ve bunlarin 4.1 milyonunun yayma pozitif oldugu (bu yiizden
olduk¢a bulasic1) tahmin edilmektedir. Muhtemelen ayni1 yil i¢inde, HIV ile ko-infekte
hastalarin (200.000 kisi) da i¢inde bulundugu 1,7 milyon insan tiiberkiillozdan Olmiistiir.
(31,147,148). Prevalans ve oliim oranlari da insidanstan daha hizli bir sekilde diismektedir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére TB insidansi artis hiz1 1995 yilinda pik yaparak yilda %
1,5’e ulagmistir. 2003 yilinda ise bu artis %1 in altinda bulunmustur (33,149).

Diinya Saglik Orgiitii CID TB ve YID TB 2008 raporuna gore her yil tahmini
olarak 490.000 CID TB vakasi goriilmekte olup bunlarin 110.000’i 6lmektedir. CID-TB,
standart TB tedavisine alt1 ay yanit vermeyen ve INH ile RIF’e diren¢ durumu olarak
tamimlanir. Diinyada ortalama CID TB orani1 % 5,3 civarinda tahmin edilmektedir. Veriler 81
iilkeden ve 91.577 hastadan derlenmistir. En yiiksek CID TB oranlar1 eski Sovyetler Birligi
tilkeleri ve Cin’dedir. Omegin Estonya’da % 13,3, Litvanya’da % 10,8, Ermenistan’da % 9,4,
Cin’de % 7,3 civarindadir (34,35).

93



Diinya Saglik Orgiitii 2008 kiiresel raporunda yeni TB olgu sayis1 21.752 olarak
tahmin edilmistir (tahmini insidans 29/100000), kayit altina alinan hasta sayis1 18.544
(insidans 25/100.000) olup olgu bulma orani % 85’tir. Yeni yayma pozitif TB olgu sayisi
9,788 olup, kayit altina alinan hasta sayist 7.866 oldugundan olgu bulma orant % 80 olarak
hesaplanmistir. Tahmini prevalansin 32/100.000 oldugu diisiiniilmektedir (32,150).

Tiiberkiilozun 2009 yilindaki tahmin edilen kiiresel yiikii; insidans 9,4 (8,9-9,9)
milyon olgu, prevalans 14 (12-16) milyon olgu, HIV negatif olgularda 1,3 (1,2-1,5) milyon
oliim, HIV pozitif olgularda 380.000 (320.000-450.000) 6liimdiir. Giiney Dogu Asya (% 35),
Afrika (% 30) ve Bati Pasifik Bolgeleri (% 20) TB olgularinin ¢ogunlukta bulundugu
yerlerdir. Diinyada HIV pozitif olgularin insidanst % 11-13 olup, bu olgularin yaklasik
%80’ini Afrika kitasindaki olgular olusturmaktadir. Bildirim yapilan TB olgularinin 2009
yilindaki oran1 % 63 (5,8 milyon) iken 2008 yilinda bu oran % 61°dir. Iki bin dokuz yilinda
balgam yaymasi pozitif AC tiiberkiilozu hastalarinin % 86’s1 basartyla tedavi edilmis ve TB
hastalarinda 250.000 (230.000-270.000) CID TB tahmin edilmektedir. Ancak CID TB
olgularindan sadece 30.000’inin (% 12) tanis1 konulup tedavi edilmistir. Bu nedenle diinya
capmnda CID TB tam ve tedavisinin hizla genisletilmesi gerekmektedir (146). Amerika
Birlesik Devletleri’nde TB insidans1 1992’den itibaren diizenli olarak diismektedir. Iki bin alt1
yilinda 14.000°den daha az vaka bildirilmis olup bu infeksiyonlarin yaklasik olarak % 60
kadarmin kaynagi yabanci tilke dogumlulardir (31).

Ulkemizde son zamanlarda yapilan diizenlemelere ragmen kayit ve bildirim
sistemlerinde hala aksakliklar olmaktadir. Bu yiizden TB ile ilgili elde edilen veriler tam
olarak gercegi yansitmayabilir. Diinya Saglik Orgiitii ve diger ilgili kuruluslara génderilen
veriler, Verem Savasi Daire Baskanligi’ndan elde edilen VSD verileridir. Verem Savasi Daire
Bagkanlig1 2008 raporuna gore Tiirkiye vaka bulmada yayma pozitiflerde % 80, tiim vakalarda
% 85 oranmna, tedavi basarisinda da % 89 oranma ulasmistir. Bu oranlar ile de DSO’niin
koymus oldugu hedeflerin her ikisini de gegmistir. Diinya Saglik Orgiitii’ne veri génderen 202
tilkeden 32’si bu hedeflere ulasmistir (150).

“Diinya Saglik Orgiitii Kiiresel Tiiberkiiloz Kontrolii 2009 Raporu” verilerine
gore; Avrupa Bolgesi’nde 2008 yili TB insidans1 yiiz binde 48 iken, Tiirkiye’nin TB insidansi
yiiz binde 30 ve Avrupa Bolgesi’nde 2008 yil1 TB nokta prevalansi yiiz binde 39 iken Tiirkiye
i¢cin bu rakam yiiz binde 22 olarak bildirilmistir.(84).
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Diinya Saglik Orgiitii’niin TB insidans1 ile ilgili hedefi 2015 yilina kadar insidans
hiz1 artisinin durdurularak geriye cevrilmesidir. Tiirkiye’nin TB insidans hizi, yillara gore
azalmakta olup 2002 yilinda yiiz binde 40 iken 2008 yilinda yiiz binde 30’dur. Tiiberkiiloz
nokta prevalans diislis hiz1 1990-2002 arasindaki 12 yillik donemde Tiirkiye’de sadece % 11
iken, Avrupa Bolgesi'nde % 46 olmustur. Prevalans diisiis hizi 2002-2008 arasindaki
donemde ise Tiirkiye’de % 53’e ulasmisken Avrupa Bolgesi’nde bu rakam % 20°dir (84).

Tirkiye’de toplam 18.452 TB hastas1 2008 yilinda verem VSD kayitlarina
girmistir. Toplam olgu hiz1 yliz bin niifusta 27,9°dan 25,8’e¢ (% 7,5) diisiis gostermistir.
Hastalarin 11.476’s1 (% 62,2) erkek, 6.976’s1 (% 37,8) kadindir. Erkek/kadin oran1 1,6 dur.
Olgu hiz1 erkeklerde 100.000°de 32,0 ve kadinlarda 100.000°de 19,6’dir. Olgu hizinin yas
gruplarma dagilimi incelendiginde, 15-24 yas grubundan baslayarak yiliksek bir diizey
izlemekte ve 55-64 ile 65 ve lizeri yaslarda en yiiksek diizeye ulastig1 goriilmektedir (84).
Calismamizda toplam 63 (% 26,8) TB hastasinin yaglart 13 ile 85 arasinda degismekle
beraber ortalama yas 46,40 + 18,47’dir. Bu hastalarin 48’1 (% 76,2) erkek, 15’1 (% 23,8) kadin
hastadir. Erkek/kadin orani 3,2’dir. Toplam 63 TB hastasinin 19°u (% 30,2) 45-54 yaslan
arasinda, 13’1 (% 20,6) 65 yas ve tizerindedir. Calismamizda TB hastaliginin ileri yaslarda ve
erkek niifusunda daha fazla goriilmesi Tiirkiye Verem Savasi 2010 Raporu’nun verileriyle
karsilastirildiginda benzer bulunmustur. Ileri yaslarda immiin sistemin zayiflamasi ve erkek
popiilasyonun TB basili bulasiyla karsilagsma riskinin daha yiiksek olmasi nedenler arasinda
sayilabilir.

Tiiberkiilozdaki artis gelismekte olan {ilkelerde daha yiiksektir. Diisiik
sosyoekonomik diizey, kalabalik yasam ve HIV infekte kisilerin ¢ok olmasi TB epidemisinin
yiiksek olmasmin nedenleri arasindadir (3,75,151,152). Mycobacterium tuberculosis’in
olusturdugu TB hastalig1 i¢in yiiksek risk altinda olan diger insanlar, evsizler, ilag ve alkol
aliskanlig1 olanlar, mahkumlardir (31). Calismamiza dahil edilen 63 TB hastasinin 32’si (%
50,8) ilkokul ve 13’1 (% 20,6) lise mezunuydu. Okur-yazar (% 1,6) ve okur-yazar degil (%
6,3) orani ise daha diisiikk bulunmustur. Bunun nedenleri arasinda okur-yazar ve okur-yazar
olmayan kisilere ulagilamamasi sonucu bu hastalarin tespit edilemeyisi ve bu hastalarin
doktora basvurma aligkanliklarinin olmayisi sayilabilir. Ozellikle lise mezunu TB hastalarinda
saptanan yiiksek oran ise bu hastalarin daha bilingli olup hastaligin semptomlar1 basladiginda
doktora bagvurmalari ile tespit edilmis olmalaridir. Caligmamizdaki TB hastalarinin gelir

durumlan ise 35 (% 55,6) hastada orta diizeyde ve 17 (% 27) hastada diisiik olarak
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bulunmustur. Orta diizeyde gelir durumuna sahip hastalarin fazla olmasinin nedeni, bu
hastalarin yapilan ankette diisiik gelir diizeyine sahip olsalar bile bunu belirtmek istemeyisleri
olabilir.

Mikobakterilerde antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng primer veya sekonder
olabilir. Primer ila¢ direnci, daha 6nce antimikobakteriyel tedavi gérmemis kisilerde ortaya
cikarken, sekonder ilag direnci ge¢miste tliberkiiloz tedavisi uygulanan hastalarda ortaya
cikan direnctir. Ilaglara direngli tiiberkiilozlu hastayla temas, direngli olgularin yiiksek oldugu
toplumda yasamak, diizensiz ila¢ kullanimi gibi faktorler primer ila¢ direnci igin risk
faktorleri olarak belirlenmektedir (136). Calismamiza dahil edilen 63 TB hastasinin 59°u (%
93,7) daha once tedavi almadigindan bu hastalarda saptanan direncin ¢gogunlugu primer ilag
direncidir.

Boyal1 preparatlarin mikroskobik incelemesi kolay ve hizli bir yontem olmasina
ragmen diisiik duyarhilik oranina sahiptir. Kiiltiir, boyali preparatin mikroskobik incelemesine
gore olduk¢a duyarlidir ve Ornegin mililitresindeki 10 basil bile saptanabilmektedir.
Ulkemizdeki rutin klinik laboratuarlarin cogunda hala tani, ARB yayma ve genellikle LJ gibi
kat1 besiyerlerinde yapilan kiiltiir ile koyulmaktadir. Onceki yapilmis calismalar, sivi
besiyerlerinin kat1 besiyerlerine gore mikobakterileri iiretme yoniinden daha hassas oldugunu
gostermistir (153-155).

Tiiberkiilozun tanisinda yayma mikroskopi hala en ucuz ve en hizli yontemlerden
biridir. Normalde ekspektore M. tuberculosis i¢in pozitif kestirim degeri >% 90°dir. Bununla
beraber, yayma mikroskopinin giivenirliligi, sadece laboratuvar teknisyeninin deneyimine
degil, aym zamanda drnekte bulunan ARB sayisina da biiyiik oranda baglidir. Bu nedenle 10°
ARB/ml 6rnekler genellikle pozitif yayma ile sonuglanirken, 10* ARB/ml olan &rneklerin
sadece % 60’1 pozitiftir. Yaymadaki duyarlilik genelde % 22-80 arasinda bildirilmektedir.
Kiiltiir, boyali preparatin mikroskobik incelemesine gore oldukca duyarlhidir ve ornegin
mililitresindeki 10 basil bile saptanabilmektedir. Ornekte bulunan 10'-10* canli organizma/ml
kadar az organizmayi saptamak ic¢in kiiltiir yaymadan daha duyarlidir. Mikobakterilerin
saptanmasinda yaymanin 6zgiilligi ¢cok yiiksektir (>% 98). Pulmoner tiiberkiilozlu hastalar,
uygun tedavi esnasinda (ortalama 2-10 hafta i¢in) yayma pozitif ve kiiltlir negatif olabilirler
(29,30). Tiirkiye’de Verem Savasi 2010 Raporu’nda AC TB hastalarinda 2008 yilinda
bakteriyolojik tetkikler incelendiginde, mikroskopi yapilma orant % 89,1, mikroskopi
pozitiflik orant % 63; kiiltliir yapilma orant % 62,8, kiiltiir pozitiflik oran1t % 51,1; ilag
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duyarlilik testi yapilma orant % 26,9 bulunmustur. Yayma negatif oldugu halde, kiiltiir
pozitifligi saptanarak bakteriyolojik tan1 konulan akciger tiiberkiiloz hastalarinin oran1 % 10,5
bulunmustur (84). Calismamizda Mycobacterium tuberculosis’in kiiltiirde lremesi altin
standart olarak kabul edildiginde; ARB’nin duyarliligir % 71,4, 6zgiilliigii % 100,0, yalanci
negatif oran1 % 28,6, yalanci pozitif oran1 % 0,0, dogrulugu % 92,3, prevalanst % 26,8,
pozitif kestirim degeri % 100,0 ve negatif kestirim degeri % 90,5 olarak bulunmustur.
Kiiltiirinde M. tuberculosis complex lireyen hastalarin ARB sonuglar1 degerlendirildiginde;
olgularin 19’unda (% 30,1) ARB (++) saptanirken, 18 (% 28,6) hastada ARB negatif
bulunmustur. Calismamizdaki ARB’nin duyarlilik oraninin yiiksek ¢ikmasi laboratuvarimizda
standart homojenizasyon-dekontaminayon kurallarina uyulmasi ve siipheli Orneklerde
Auramine-Rhodamine boyamanin eklenmesi ile aciklanabilir. Ayrica TB tanis1 alan hastalarin
tedavisinin  basaris1  yoniinden tedavilerinin  birinci aymda ARB’leri  tekrar
degerlendirildiginde, biitiin hastalarda ARB negatif bulunmustur. Bunun nedeni Aydin ilinde
VSD tarafindan TB hastalarinin tedavisinde DGTS programina tamamen uyulmasi olabilir.

Tiiberkiiloz kontrol programlarinda; TB hastalarinin erken tamilari, etkili ve
diizenli tedavileri ve tedavilerinin uygun takipleri ¢ok Onemlidir. Tiiberkiilozun kesin
tanisinda, M. tuberculosis’in kultiirde tretilmesi ‘‘altin standart’’ olarak kabul edilmektedir.
Birgok laboratuvar, kiiltiir yontemi olarak LJ gibi kat1 besiyerlerini kullanirken, sonuglarin
alinmasi alti-sekiz hafta gibi uzun bir siireyi gerektirmektedir. Sivi besiyerlerinde bu siire
daha kisadir. Bu amagla, M. tuberculosis’in saptanmasi i¢in gerekli siireyi ortalama 8-18 giine
diisiiren MB/BacT (Organon Teknika, Turnhout, Bel¢ika), MGIT, BACTEC 460 TB ve
BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, MD, ABD) gibi
otomatize sistemler gelistirilmistir (156,157).

BACTEC 460 TB kiiltiir sisteminde, kiiltiir siselerinin okutma islemlerinin
otomatize olmamasi, ¢apraz kontaminasyon riskinin bulunmasi, radyoaktif atiklarin birikimi
s0z konusu oldugundan bu sistemin kullanilabilirligi kisitlanmaktadir (29,49,155). Belirtilen
dezavantajlarima ragmen, mikobakterilerin izolasyon siirelerini 10-14 giine indirmesi, tanida
yiksek duyarliligi, M. tuberculosis complex ile MOTT izolatlarin1 birbirinden ayirt
edebilmesi, M. tuberculosis complex Tyelerine antitiiberkiiloz duyarlhilik testlerinin
uygulanabilir olmasi nedeniyle BACTEC 460 TB kiiltiir yontemi tiim diinyada altin test
olarak kabul gérmekte ve yeni gelistirilen kiiltlir yontemlerinin karsilastirilmasinda standart

olarak kullanilmaktadir (29,30,156).
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Roggenkamp ve ark. (158) caligmalarinda, 6rneklerde mikobakterilerin ortalama
tireme zamanin1 BACTEC 460 TB kiiltiir sisteminde 15,4, LJ besiyerinde ise 29,8 giin olarak
belirlemislerdir. Kocagdz ve ark. (159) ¢alismalarinda, trettikleri 50 M. tuberculosis complex
MTC ARB yayma pozitifliginin artisinin derecesiyle ters orantili olarak BACTEC ve LJ
besiyerlerinde iireme giin sayilarinin azaldigini belirtmiglerdir. ARB yayma (+), (+4), (+++),
(++++) durumlarina gore, ortalama tireme giin sayilarini sirastyla BACTEC 460 TB kiiltiir
sisteminde 10,0, 9,3, 8,6 ve 4,5 (ortalama 8,3 giin) ve LJ besiyerinde 27,4, 26,9, 23,7 ve 22,0
giin (ortalama 25,7) olarak belirlemislerdir. Bu nedenle ARB yayma derecelendirmesinde
pozitiflik oram1 arttikca, bakteri sayisindaki artisa paralel olarak mikobakterilerin
besiyerlerinde ortalama lireme zamanlar1 kisalmaktadir. Yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki,
geleneksel yontem ile 24,1 giin gibi bir siirede M tuberculosis’in % 79°u izole edilebilirken,
BACTEC 460 TB ile bu siire ortalama 15,2 giin, BACTEC MGIT 960 ile ise ortalama 14,4
giine kadar kisalmaktadir. Geleneksel solid besiyerleri ile BACTEC 460 TB’nin birlikte
kullanilmas: ile izolasyon oranlari % 97 diizeylerine ¢iktigi ifade edilmektedir (160).
Calismamizda toplam 63 (% 26,8) hastanin klinik 6rneklerinin kiiltiirinde Mycobacterium
tuberculosis’in BACTEC 12B’de iireme siireleri 8-25 (ortalama 16,1) giin, LJ’de lireme
siireleri 21-40 (ortalama 28,7) giin olarak saptanmistir ve daha Once yapilan caligsmalarla
uyum gostermektedir. Calismamiza dahil edilen toplam 63 (% 26,8) hastanin klinik
orneklerinin ARB yayma negatif, (+), (++), (+++) ve (++++) durumlarina gore, ortalama
tireme gilin sayilar1 sirastyla BACTEC 460 TB kiiltiir sisteminde 23,0, 16,0, 14,6, ve 8,9 giin
ve LJ besiyerinde 37,1, 27,7, 26,3, 23,6 ve 22,0 giin olarak saptanmistir. Tiiberkiiloz
hastalarinin hastali§i baskalarina bulastirmadan tedavilerine en kisa siirede baslanmasinda
hizli kiltiir sistemleri onemli bir yere sahiptir. Her mikobakteriyoloji laboratuvarinda
konvansiyonel solid besiyerleri ile sivi bazli hizli kiiltiir sistemleri birlikte kullanilmalidir.
Tablo XXVI’da akciger tiiberkiilozu hastalarinda 2005-2008 yillar1 arasinda mikroskopi ve
kiltiir sonuglariin birlikte degerlendirilmesi gosterilmistir (84). Tablo incelendiginde yayma
negatif kiiltiir pozitif hastalarin % 6,6’dan % 9,9’a arttig1 goriilmektedir. Bizim ¢aligmamizda
bu oran % 28,6 gibi Tiirkiye ortalamasindan fazla ¢ikmustir. Tiiberkiiloz siipheli hastalarin
erken yakalanmasi ve bu donemde balgamin mililitresindeki basil sayisinin az olmasinin
neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Tiirkiye’deki veriler incelendiginde yayma ve kiiltiir
sonuclar1 tam olarak bilinmeyen yaklasik % 38’lik bir grubun olmasi da bu farka sebep

olabilir. Hastalarin yayma negatifken yakalanmasi da TB kontrolii agisindan ¢ok dnemlidir.
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Caligmamizda 6zellikle ARB yayma negatif hastalarda hizli kiiltiir sistemleri kullanilarak LJ
besiyerinde ortalama 37,1 gilin olarak saptanan iireme siiresi BACTEC 460 TB kiiltiir
sisteminde ortalama 23,0 gilin olarak saptanmustir. Hizli kiiltiir sistemleri sayesinde ARB
negatif hastalar daha erken tespit edilmekte ve hastalarin erken tedaviye baslanmasi
saglanmaktadir. ki bin sekiz verilerine bakildiginda TB hastalarmin % 37,1’inin kiiltiir
sonuclarinin bilinmedigi goriilmektedir. Bu c¢alisma sayesinde Aydin il merkezinde TB
stipheli hastalarin tiimiiniin ARB, Kkiiltiir ve antitiiberkiiloz duyarlilik testleri hizli, dogru ve

tam olarak saptanmis bu sayede TB kontroliine biiyiik katki saglanmaistir.

Tablo XXVI. Akciger tiiberkiilozu hastalarinda 2005-2008 yillar1 arasinda mikroskopi

ve kiiltiir sonuclarinin birlikte degerlendirilmesi (84).

Mikrobiyolojik 2005 2006 2007 2008
::ietkik yapilma Say1 | Yiizde | Sayr | Yiizde | Sayr | Yiizde | Sayr | Yiizde
urumu
Y?, K? 2884 | 193 | 1982 | 134 | 1424 | 104 | 1306 | 10,2
Y?, K- 56 0,4 93 0,6 8 0,1 21 0,2
Y?, K+ 181 1,2 235 1,6 39 0,3 68 0,6
Y-, K? 1.505 | 10,0 | 1.099 7,5 1.119 8,2 1.017 7,9
Y-, K- 872 5,8 1.008 6,8 1.018 7,4 1.054 8,2
Y-, K+ 984 6,6 1.191 8,1 1.285 9.4 1.274 92,9
Y+, K? 3.627 | 24,2 | 3.448 | 234 | 2768 | 20,2 | 2.440 | 19,0
Y+, K- 335 2,2 491 3,3 485 3,5 430 34
Y+, K+ 4543 | 30,3 | 5.193 | 35,2 | 5544 | 40,5 | 5203 | 40,6
Toplam 14.987 | 100,0 | 14.740 | 100,0 | 13.690 | 100,0 | 12.813 | 100,0
Akciger TB

(+) : Pozitif, (-) : Negatif, (?): Bakilmadi

Tiiberkiiloz, halen diinyada en yaygin ve Oliimciil bulasici hastaliklardan biri
olmaya devam etmektedir. Mycobacterium tuberculosis, tek bir infeksiydoz etkene baglh
Oliimlerin sebebi olarak ilk siralarda yer almaktadir. Son yillarda HIV epidemisi ile yeniden
O6nem kazanan TB epidemisinde bir diger 6nemli gelisme de giiniimiizde gelismis toplumlari da
tehdit eden bir tehlike haline doniismiis olan ¢oklu ilag direnci gosteren kokenlerin

popiilasyondaki artig1 ve siiratli yayilisidir (32,147,161).
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Tiiberkiilozun kontrolinde en O6nemli unsur balgaminda TB basili bulunan
hastalarin erken saptanmasi ve baskalarina hastali§i bulastirmadan etkili ilag tedavisi ile
tyilestirilmeleridir. Cok ilaca direncli TB olgularinin artisi, TB ile savasi gii¢lestirmektedir.
Lowenstein-Jensen gibi besiyerlerinde TB basilinin iiretilerek antitiiberkiiloz ilaglara
duyarliliginin belirlenmesi haftalar aldigindan 6zellikle ¢ok ilaca direngli TB olgularinin
erken tedavi edilmesi ve direncli kokenlerin yayilmasinin dnlenmesi zorlasmaktadir (162).
Hizli kiltiir sistemleri duyarlilik saptanmasini bir iki haftaya indirmistir. Son yillarda
antitiiberkiiloz ilaglara kars1 direng gelismesinde rol oynayan molekiiler mekanizmalar
belirlendikce, bunlarin molekiiler tan1 yontemleri ile saptanmasi, kisa siirede ilag direncinin
belirlenmesini saglamistir (163). Molekiiler tani yontemlerinin ucuzlamasi ve
kullanimlarinin  kolaylasmasi, bu yontemlerin giderek daha yaygin kullanilmasini
saglamaktadir. Mycobacterium tuberculosis’te 1ila¢ direncine neden olan genetik
degisikliklerin biiylikk ¢ogunlugunun tanimlanmis olmasina karsin hala bilinen direng
genlerinde degisiklik saptanamayan ila¢ direngli suslar bulunabilmekte, farkli kokenlerde
bulunan ayni mutasyonlar bile zaman zaman farkli diizeyde minimal inhibitor
konsantrasyon olusturabilmektedir. Bu nedenle, daha wuzun siire, kiiltiire dayal
yontemleri tamamen terk ederek molekiiler tani yontemlerini kullanmak olas1
goriinmemektedir (87,164 ). Antitiiberkiiloz ilaclarin diizenli kullanilmamasi, HIV pandemisi ve
kotii tiiberkiiloz kontrol programlar1 CID TB sorununa zemin hazirlamistir. Bu durum tiiberkiiloz
tan1 ve direng tayininde daha hizli ve giivenilir sonuglar veren yeni yontemlere gereksinimi
artirmustir (85,86).

Sanayilesmis iilkelerde goclerle gelen TB olgulari, o tilkelerde artis nedenlerinden
birisini olusturmaktadir. Tiiberkiiloz hasta sayilarindaki artislar ve TB kontrolii ¢abalarmin
yeterince basar1 saglayamamasi nedeniyle, DSO, 1993 yilinda TB i¢in acil durum ilan etmistir.
Diinyada bir hastalik i¢in ilk kez acil durum ilan edildigi bilinmektedir. 1994 yilinda da verem
savasmin yeni dogrultusunu ortaya koymustu. Boylece DSO 6nciiliigiinde 1991°den bu yana
yeni bir TB kontrol stratejisi hizla yayilmis ve giliniimiizde TB kontroliiniin temel yontemi
olarak kabul goren strateji DGTS dir (132,165).

Tiiberkiiloz problemini azaltmak, biiyiik dlciide DGTS programlarinin nasil hizl
uygulanabilecegine  baghidir. Dogrudan Gozetimli  Tedavi  Stratejisi  programinin
yayginlasmasinin 6niinde duran engeller arasinda; egitilmis personel eksikligi, politik

destegin olmayisi, zayif laboratuvar servisleri ve coklu ila¢ direncinin global etkisi ile
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birlikte, HIV ile infekte kisilerde oldugu gibi siklikla ¢ok ilaca direngli vakalarin yetersiz
tedavi edilmesi sayilabilir. Bati Yarimkiire’de rapor edilen vakalarin sayisinda devamli bir
azalma, saglik otoriteleri tarafindan uygulanan kontrol 6nlemlerinin ve korunma stratejilerinin
etkisini gostermektedir. Bunlar arasinda, M. tuberculosis’i tespit etmek ve antitiiberkiiloz
ilaglar ile duyarlilik testlerinin yapilmasi i¢in daha hizli ve etkili laboratuvar algoritmalarinin
kullanilmasi sayilabilir. Bu baglamda, klinik mikobakteriyoloji laboratuvarlari 6nemli bir rol
oynamaktadir (30,32). DGTS stratejisi:

1. Tiiberkiiloz kontrolii ile ilgili uygulamalar i¢in politik iradenin ortaya konmasi,

2. Semptomatik hastalarda pasif yontemler ile bakteriyolojik taninin konmasi,

3. Gozetimli kisa siireli tedavi,

4. Ucretsiz ve siirekli ilag saglanmasi

5. Kayit-raporlama-analiz sistematiginin kurulmasi unsurlarini icermektedir

Bu ¢ergevede, iilkemizde 2000 yilinda ilk uygulamalar1 baglayan DGTS, 2003 yili
itibariyle pilot olarak uygulanmis, 2006 yilinda tiim iilke geneline yayginlastirilmig bulunmakta-
dir (32,132,165).

Gilintimiizde Tiirkiye’de VSD’lerde kayit altina alinan hastalarin % 96,6’sinin
tedavilerine dogrudan gbzetim altinda baslanmistir. Tiirkiye’de tiiberkiilozdan 6liim
oranlarinda 6nemli Ol¢ilide azalma olmustur. Resmi verilere gore bu oran 2001 yilinda yiizbinde
1,9°dur. Verem Savasit Daire Baskanligi 2008 raporuna gore Oliim oran1 % 2,7’°dir. Ancak
DSO Tiirkiyede’ki tiiberkiiloz mortalitesini yiizbinde 5 olarak tahmin etmektedir (149-150).
Aydmn ilinde de DGTS ilk baglayan illerden bir tanesidir ve programa uygun bir sekilde
yapilmaktadir. Calismamizda altin standart olarak kabul edilen BACTEC 460 TB sistemi ile
calisilan  antitiiberkiiloz duyarlilik testleri sonuglarinda diisiik diren¢ oranlarmin
saptanmasinin en 6nemli nedeni Aydin ilinde DGTS programina tamamen uyulmasidir.

Antitiiberkiiloz tedavisinde 6nemli bir yeri olan TB ilaglarindan INH ve/veya
RIF’e direncte biiyiik bir artis gdzlenmistir. Tiirkiye’de ortalama % 3,6 oraninda primer CID-
TB goriilmektedir. Cok ilaca direngli TB olgularinin tedavisi ise oldukca zor ve pahalidir.
Mikrobiyoloji laboratuvarinin en dnemli gorevi basilin direkt mikrobiyolojik incelenmesi,
izolasyonu, tanimlanmast ve ila¢ duyarlilik testlerinin yapilmasidir. Mycobacterium
tuberculosis izolatlarinin ilag duyarliliginin belirlenmesi hastaya uygulanan tedavi rejimini
dogrular veya tedavinin kesilmesi konusunda bilgi verir. Ayrica direng gelisen olgularda

uygun tedavi rejimlerine gegilmesine ve tedavi programlarinin belirlenmesine yardimci olur.
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flag direncinin hizli tamsi, toplum igin 6nemli bir tehdit unsuru olan CID TB’un bulas
zincirinin kirilmasinda onemlidir (144).

Tiberkiillozun tedavisi uzun siireli ¢ogul ila¢ kullanimimi gerektirmektedir.
Tiberkiilozda tanidaki gecikme, yetersiz ve/veya yanlis tedavi uygulamalar antitiiberkiiloz
ilaclara kars1 direncli M. tuberculosis kokenlerinin giderek artig gostermesine neden
olmaktadir. Diinya genelinde yapilmis pek ¢ok ¢alismada en sik direncin INH’e kars1 oldugu
bildirilmektedir. Ancak bazi iilkelerde RIF, SM ve EMB de ilk siray1 alabilmektedir.
Ulkemizde 1990-1995 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalarda en fazla baslangic direnci SM ve
INH’a kars1 bildirilmekteydi. Daha sonra 1995-1997 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalarda ise
RIF karst diren¢ INH direncinden fazla bulunmustur. Son donemde Tirkiye’de yapilan
calismalarda INH ve SM ilk sirada olarak bildirilmistir. Bu farkliik ya ila¢ direng
paternlerinin yillar icerisinde degistigini ya da ilag duyarlhilik testlerinde kullanilan
yontemlerden kaynaklanan bir farklilik olabilecegini diisiindiirmektedir. Cok ilaca direnc igin
tilkeler arasindaki farkliliklarin; hastalarin demografik o6zellikleri, {iilkelerin genel ilag
kullanim 6zellikleri, ilac duyarlilik testlerinde kullanilan yontemler (BACTEC, LJ vb), ya da
ilac konsantrasyon oranlarindaki degisikliklerden kaynaklanabilecegi bildirilmektedir
(24,136,166). Durmaz ve ark. (167) Tirkiye genelinde yaptiklari cok merkezli ¢alismada 88
TB kokeninde primer antitiiberkiiloz ilaglardan en az birine kars1 olan diren¢ oram1 % 32,95,
birden fazla ilaca kars1 direng oran1 % 10,23 olarak bildirilmektedir. Tek ilaca karsi direng
oranlart SM i¢in % 7,95, INH icin % 10,22, etiyonamid i¢in % 4,54 ve RIF i¢in % 0,00 olarak
saptanirken, iki kokende ¢oklu ila¢ direnci belirlendigi bildirilmistir. Balci ve ark. (168)
BACTEC 460 TB sistemi kullanarak antitiiberkiiloz ilaglara karsi duyarlilik belirledikleri
arastirmada kokenlerin % 54,8’inin birinci secenek ilaglara duyarli oldugu bildirilmistir. Bir
veya birden fazla ilaca direncin % 45,2, sadece bir ilaca direncin % 17,6, iki ilaca direncin %
15,6, ii¢ ilaca direncin ise % 12,0 oldugu belirtilmistir. Ilaglarin tiimiine direncli olgu
belirtilmemistir. Tansel ve ark. (169) M. tuberculosis complex kokenlerinin SM, INH, RIF ve
etiyonamid’e direng oranlarini sirasiyla % 2,2, % 9,0, % 4,5, % 1,5 olarak, en az bir ilaca
direng oranin1 % 6,0, INH ve RIF’e birlikte diren¢ oranini % 3,0 olarak belirlemislerdir.
Tiirkiye'de Verem Savasi 2010 Raporu’nda toplam 18.452 hastada yeni olgularin oran1 % 90,8
(16.760 kisi) iken daha dnce tedavi gormiis olgularin oram1 % 9,2 (1.692 kisi) bulunmustur.
Tedavi gormiislerin i¢ginde en bliyiik grup toplam vaka sayisinin % 7,1 (1.314 kisi) oraniyla

niiks olgulardir. Ilag duyarlilik testi yapilan toplam 4.963 hastanin sonuglari incelendiginde;
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% 19,1’inde en az bir ilaca direng saptanirken, en yliksek oranlarda direncin de INH’e kars1
gelistigi goriilmiistiir. Ilag duyarlilik testi yapilan olgularm % 5,3°ii (263 kisi) CID TB
bulunmus olup, bu oranit yeni olgularda %3, tedavi gormiis olgularda % 18,6 olarak
saptanmistir (84). Calismamizda ise kiltiirinde Mycobacterium tuberculosis iireyen 63
hastanin dordii (% 6,3) daha Once tedavi gormiis olgulardi. Bu dort hasta fenotipik yontem
BACTEC 460 TB ile antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng arastirildiginda; dordiinde de test
edilen antibiyotiklere karsi hassas oldugu saptanmustir. Tiiberkiiloz Diren¢ Kiti ile direng
genleri arastirildiginda ise sadece bir hastada RIF’e kars1 diren¢ mutasyonlar1 saptanmistir. Bu
mutasyonlar, RIF mutasyonu (rpoB 526), RIF mutasyonu (rpoB 522-526), RIF mutasyonu
(rpoB 531), RIF mutasyonu (rpoB 529-533)’dur. Tiirkiye’de Verem Savasi 2010 Raporu’nda
Tablo XXVII'de ilag duyarlilik testi (IDT) ¢alisilan hastalarda olgu tanimina gore her bir TB
ilact i¢cin 2005-2008 yillar1 arasinda toplam direng sonuglar1 gosterilmistir (84).

Calismamizda BACTEC 460 TB ile 63 Mycobacterium tuberculosis kdkeninin
61’inde (% 96,8) antitliberkiiloz ilaglar (izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin) hassas
bulunmus ve ikisinde (% 3,2) antitiiberkiiloz ilaglardan birine kars1 direng saptanmistir [bir (%
1,6) hastada izoniazid direnci, bir hastada (% 1,6) streptomisin direnci]. BACTEC 460 TB ile
CID TB saptanmamustir.

Sanig ve ark. (170) cok merkezli ¢alismasinda RIF direngli 227 kékenin 216’sinda (%
95,2’sinde) rpoB geninde 8 farkli kodonda 20 farkli nokta mutasyonu, iki delesyon ve bir
insersiyon saptamislardir. INH direngli kokenlerde, karG geninde % 67,8, inhA geninde %204
oraninda mutasyon bulunmustur. rpoB geninde en sik TTG 531., katG i¢in ACC 315., inhA igin
TGA209. kodonda mutasyon saptanmistir. Ayrica bu ¢alismada rspLL geninde 43 kodonda %
28,8, embB geni 306. kodonda % 45,0 oraninda mutasyon saptanmustir.

Calismamizda TB Direng Kiti ile test edilen antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng
mutasyonlart arastirildiginda, calisilan 63 Ornegin 16’sinda (% 25,4) dirence neden olan
mutasyon saptanirken, 47’sinde (% 74,6) mutasyon saptanmamistir. Saptanan mutasyonlar
degerlendirildiginde: yedi (% 11,1) kinolon (gyrA 90-94) mutasyonu, bes (% 7,9) INH
mutasyonu (katG 315), dort (% 6,3) INH mutasyonu (inhA16,15,8), iki (% 3,2) RIF
mutasyonu (rpoB 516), iki (% 3,2) RIF mutasyonu (rpoB 526), bir (% 1,6) RIF mutasyonu
(rpoB 513-516) , bir (%1,6) RIF mutasyonu (rpoB 522-526), bir RIF mutasyonu (rpoB 529-
533), iki (% 3,2) SM mutasyonu (rpsL 43), bir (% 1,6) SM mutasyonu (rpsL 88) saptanmaistir.
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Tablo XXVILI. fla¢ duyarhilik testi (IDT) calisilan hastalarda olgu tanimina gére her bir
TB ilaci icin toplam diren¢ sonuclari*, 2005-2008 (84).

OLGU 2005%* 2006 2007 2008
TANIMI Direncli | Direncli | Direncli | Direncli | Direngli | Direncli | Direncli | Direncli
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
Yeni Hastalar (n=3.237) (n=4.135) (n=4.142) (n=4.221)
[zoniyazid 291 9,0 444 10,7 492 11,9 479 11,3
Rifampisin 144 4,4 185 4,5 202 4,9 166 3,9
Etambutol 97 3,0 147 3,6 115 2,8 143 34
Streptomisin 227 7,0 348 8,4 296 7,1 275 6,5
CiD 101 3,1 131 3,2 120 2,9 125 3,0
Tedavi (n=508) (n=711) (n=775) (n=742)
Gormiis
Hastalar
[zoniyazid 139 27,4 169 23,8 214 27,6 207 27,9
Rifampisin 107 21,1 141 19,8 145 18,7 162 21,8
Etambutol 51 10,0 94 13,2 64 8,3 71 9,6
Streptomisin 77 15,2 121 17,0 107 13,8 96 12,9
CiD 90 17,7 118 16,6 120 15,5 138 18,6
Tiim Hastalar (n=3.745) (n=4.846) (n=4.917) (n=4.963)
Izoniyazid 430 11,5 613 12,6 706 144 686 13,8
Rifampisin 251 6,7 326 6,7 347 7,1 328 6,6
Etambutol 148 4,0 241 5,0 179 3,6 214 4,3
Streptomisin 304 8.1 469 9,7 403 8,2 371 7,5
CiD 191 51 249 51 240 4,9 263 53

*Her bir ilag¢ i¢in toplam direngli hasta sayisi belirlenirken, diger ilaglara direngli ya da duyarli olmasi dikkate

alinmamustir.

** 2005 yilinda etambutol i¢in 3 yeni, 1 tedavi gdrmiis; streptomisin i¢in 1 yeni, 1 tedavi gérmiis hastanin IDT

sonucu bulunmamaktadir. 2006 yil1 i¢in 2 yeni hastada etambutol, 1 yeni 1 niiks hastada streptomisin igin IDT

sonucu yoktur.

Saptanan mutasyonlarin kokenlere gore dagilimina bakildiginda; 1 kokende RIF

mutasyonu (rpoB 516), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende SM mutasyonu (rpsL

43), SM mutasyonu (rpsL 88), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende INH mutasyonu
(katG 315), RIF mutasyonu (rpoB 513-516), RIF mutasyonu (rpoB 526), SM mutasyonu
(rpsL 43); iki kokende INH mutasyonu (inhA 16,15,8); bir kokende INH mutasyonu (katG
315), RIF mutasyonu (rpoB 526); iki kokende kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende
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INH mutasyonu (inhA 16,15,8), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende INH
mutasyonu (katG 315), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende RIF mutasyonu (rpoB
526); bir kokende INH mutasyonu (inhA 16,15,8), RIF mutasyonu (rpoB 516); bir kokende
INH mutasyonu (inhA16,15,8), INH mutasyonu (katG 315); bir kokende RIF mutasyonu
(rpoB 526), RIF mutasyonu (rpoB 522-526), RIF mutasyonu (rpoB 531), RIF mutasyonu
(rpoB 529-533); bir kokende INH mutasyonu (katG 315); bir kokende RIF mutasyonu (rpoB
531), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94) saptanmistir.

BACTEC 460 TB ile INH direnci saptanan hastada; TB Direng¢ Kiti ile INH
mutasyonu.(karG 315) saptanirken, BACTEC 460 TB ile SM direnci saptanan hastada ise SM
mutasyonu (rpsL. 43), SM mutasyonu (rpsL 88), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94)
saptanmistir. BACTEC 460 TB ile iki farkli hastada antitiiberkiiloz ilaglardan sadece INH (%
1,6) ve SM’de (% 1,6) direng saptanirken, TB Direng Kiti ile INH 9 (% 14,3), RIF 7 (% 11,1)
ve kinolonda 7 (% 11,1) mutasyon yliksek oranda saptanmustir. Tiirkiye’de yapilmis diger
calismalarda goriildigli gibi ¢aligmamizda da INH direnci en yiiksek oranda bulunmustur.
Fenotipik ve genotipik testlerdeki bu uyumsuzlugun nedeni fenotipe yansimamis direng
genlerinin genotipik olarak saptanmis olmasidir. Bu saptanan antibiyotik diren¢ sonuglari,
Tirkiye’de yapilan diger c¢alismalarin sonuclariyla uyum gostermektedir. INH ve RIF
direncinin tedavi basarisi ile ters orantili oldugu bilinmektedir.

Daha 6nce en az bir ay tiiberkiiloz tedavisi goren, direncli tiiberkiiloz olgusu ile
temas Oykiisii bulunan, ii¢ aylik tedaviden sonra yayma ve kiiltiir pozitifligi devam eden,
yiiksek ila¢ direnci bulunan (primer INH direnci % 4’den fazla) bolgede yasayan, HIV ile
infekte olup kaviter lezyonlar1 bulunan, diisiik sosyoekonomik kosullarda yasayan TB
hastalarinin kesinlikle diren¢ varlig1 yoniinden irdelenmesi 6nerilmektedir (136).

Cok ilaca direngli TB, en az izoniazid ve rifampisine birlikte diren¢ goriilmesidir.
YID-TB ise primer ilaglardan en az izoniazid ve rifampisine direng goriilmesi ile birlikte
sekonder ilaclardan florokinolonlar ve ii¢ paranteral ilagtan (amikasin, kanamisin veya
kapreomisin) en az birine diren¢ goriilmesidir. Yaygin ilac¢ direngli TB, CID-TB’nin kontrol
altina almamamasi sonucu ortaya cikan asirn ilag direnci durumudur. YID-TB vakasi
dogrulanan 37 iilke vardir (171). Diinya Saglik Orgiitii 2008 raporuna gére, CID-TB olgu
sayismin en fazla Cin, Hindistan, Rusya’da oldugu ve CID-TB oranlar1 Merkez Avrupa’da %
2,4, Dogu Avrupa’da % 19,2, Latin Amerika’da % 3,5, Gilineydogu Asya’da % 4,3, Bati
Pasifik Bolgesinde % 7,0, Afrika’da % 4,4 olarak bildirilmistir (172). Eyigor ve ark. (173)
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Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali  Mikobakteriyoloji laboratuvarinda 2000-2007 yillar1 arasinda izole edilen 46
Mycobacterium tuberculosis complex izolatlarinin antitliberkiiloz ila¢ direnglerini BACTEC
460 TB sistemi kullanilarak saptamislardir. Incelenen 46 kdkenin 41°1 (%89.1) INH, RIF, SM
ve EMB’e hassas bulunmustur. Ug kokende (%6.5) INH, iki kokende (%4,3) RIF, ve birer
kokende (%2.2) SM ve EMB direnci saptanmistir. Kdkenlerin bir tanesi (%2.2) ¢ok ilaca
direngli (INH, RIF ve SM direnci) olarak saptanmistir. Calismamizda ise CID TB
saptanmamistir. Aydin ilinde yapilmis bu iki ¢aligma karsilastirildiginda; calismamizdaki
diisiik direng oranlar1 ve CID TB saptanmamasinin nedenleri, Aydimn ili VSD tarafindan TB
tedavisinde DGTS programinin diizeli bir seklide uygulanmasi ve TB hastalarinin hastaligi
baskalarina bulastirmadan erken tespiti ve tedavilerinin diizenli takibi ile agiklanabilir. Tablo
XXVIII’de Tirkiye’deki cesitli calismalarda antitiiberkiiloz ilaglara karsi saptanan direng
oranlar1 (%) gosterilmistir.

Toplumdaki direngli TB olgulari, gelecekte antitiiberkiiloz ilaclarina karst primer
direng sorununun daha ciddi boyutlara gelebilecegini diisiindiirmektedir. Tedavi edilmeyen
olgular ilaclara hassas basille baskalarinin infekte olmalarina neden olup sonunda oliirlerken,
yetersiz olarak tedavi edilen olgular uzun siire yasamakta, fakat kroniklesip direncli basille
cok sayida kisiyi infekte etmektedirler. Bu durum iilkemizde TB tedavisinin diizenli, yeterli
yapilmadigimin ve toplumda tedavi edilemeyen tliberkiilozlularin 6nemli bir boéliimiiniin
direngli basillerle bulastiriciliklarini siirdiirmekte olduklarinin da bir gostergesi olabilir.
Ulkemizde de CID TB olgulari tedavisi olduk¢a zor ve pahali olmasiyla TB kontroliiniin
onemli bir problemidir.

Sonug olarak, M. tuberculosis’in antitliberkiiloz ilaglara karsi artan ila¢ direnci,
tedavinin etkili bir sekilde yapilabilmesini engellemekte ve duyarlilik testlerinin yapilmasinm
gerekli hale getirmektedir. Mycobacterium tuberculosis, yavas lireyen bir bakteri oldugundan
duyarlilik testlerinin klasik kiiltlir yontemleri yerine daha kisa siirede sonug¢ veren hizh kiiltiir
yontemleri ile yapilmasi gerekmektedir. Tiiberkiilozun tedavisinde c¢ok ilaca direncli
tiiberkiiloz 6énemli bir problemdir. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz olgularinin artisi, tiiberkiiloz
ile miicadeleyi giiclestirmektedir. Bu nedenle ¢ok ilaca direncli tiiberkiilozun erken
saptanmasinda ve yayilmasmin dnlenmesinde duyarlilik testlerinin klasik kiiltiir yontemleri

yerine daha kisa siirede sonug¢ veren hizli yontemler ile yapilmasi gerekmektedir. Genotipik
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yontemler epidemiyolojik ¢alismalarda yararli olabilir. Ancak mutasyon her zaman fenotipik

dirence yansimadigi i¢in mutlaka fenotipik ve genotipik yontemler birlikte kullanilmalidir.

Tablo XXVIII. Tiirkiye’deki cesitli

direnc oranlari (%)

calismalarda antitiiberkiiloz ilaglara kars1 saptanan

. . iki Ug Dort .
Kaynak n Yil Yontem Ornek | INH | RIF | SM | EMB | ilaca ilaca | ilaca CID
] sayis1 diren¢ | diren¢ | diren¢ | TB
Talay ve ark (174) Istanbul 97-00 * 189 12,6 8,5 14,8 53 3,7 3,7 2,1 6,8
Orhan ve ark (175) Gaziantep | 98-01 | BACTEC 201 1393 | 298 | 1,99 | 348 7,95 9,44 0,99 | 12,93
Tansel ve ark (169) Edirne 99-01 | BACTEC 134 9 4,5 22 L5 * * * 3
Baylan ve ark (176) Ankara 2002 | BACTEC 63 11,1 1,6 4.8 1,6 1,6 0 1,6 1,6
Esen ve ark (177) Izmir 00-02 | Agar PP 237 6,8 9.3 5,1 42 * * * 1,7
Ozekinci ve ark(178) Diyarbakir | 01-03 | BACTEC 100 24 11 13 10 7,0 5,0 3,0 8,0
Korkmaz ve ark(179 ) | Gaziantep | 02-03 | BACTEC 104 25 | 10,58 | 2,89 | 18,27 | 5,76 3,84 0 *
Korkmaz ve ark (179) Gaziantep 02-03 Agar PP 104 24,04 | 10,58 | 2,89 | 25,96 6,72 4,81 0 *
Isitez ve ark (180) Afyon 02-03 LJ PP 26 3.8 * 3.8 7,7 19,1 * 38 *
Senol ve ark (181) fzmir 02-03 LJ PP 996 16 9,9 12,6 32 2 3,7 2,5 8,2
Dogan ve ark (182) Sivas 99-04 MGIT 385 21 52 52 29 * * * 34
Zer ve ark (183) Gaziantep | 04-06 | BACTEC 216 6,01 | 2,77 | 2,77 | 2,31 5,55 1,85 2,31 *
Yayl ve ark (184 ) Isparta * MGIT 108 9.3 0,9 0,9 0,9 2,7 1,9 0 2.8
T.C. VS Raporu (84) | Tiirkiye 2005 * 3.745 11,5 6,7 4,0 8,1 3,9 2,7 1,3 5,1
T.C. VS Raporu (84) Tiirkiye 2006 * 4.846 12,6 | 6,7 5,0 9,7 * * * 5,1
Eyigor ve ark (173) Aydin 00-07 | BACTEC 46 6,5 43 2,2 2,2 2,2 2,2 0 2,2
T.C. VS Raporu (84) Tiirkiye 2007 * 4917 144 | 7.1 3,6 82 * * * 49
T.C. VS Raporu (84) Turkiye 2008 * 4.963 13,8 6,6 43 75 44 1,9 1,5 53
Calismamizda Aydin 2010 | BACTEC 63 1,6 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

INH:Izoniazid, RIF:Rifampisin, SM:

Streptomisin, EMB: Etambutol, CID TB: Cok ilaca direngli tiiberkiiloz

PP:Proporsiyon, LJ:Lowenstein Jensen, MGIT:Mycobacteria Growth Indicator Tube, VS: Verem Savasi

*: Test edilmemis ya da ilgili makalede ve yayinda bilgiye ulagilamamustir.
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SONUCLAR

Mpycobacterium tuberculosis kokenlerinde ilag direncinin fenotipik ve genotipik
yontemlerle arastirildigi ¢alismamizda;

1. Calismaya dahil edilen toplam 63 (% 26,8) hastanin 48’1 (% 76,2) erkek, 15’1
(% 23,8) kadindir. Erkek/kadin oran1 3,2’dir.

2. Calismaya dahil edilen toplam 63 (% 26,8) hastanin yaglar1 13 ile 85 (ortalama
46,4+18,5) arasindaydi.

3. Toplam 235 olguya ait klinik 6rnegin 172°sinde (% 73,2) Mycobacterium
tuberculosis kiiltirde tiremezken, 63’tlinde (% 26,8) M. tuberculosis kiiltiirde tiremistir.

4. Tiiberkiilozdan siiphelenilen toplam 235 olgunun klinik 6rneginin mikroskopik
incelemesinde; 172 (% 73,2) ARB negatif klinik 6rnegin kiiltiirinde M. tuberculosis’in
iiremesi saptanmazken, 18 (% 7,6) ARB negatif klinik 6rnegin kiiltiiriinde M. tuberculosis
liremistir.

5. Kiiltirinde M. tuberculosis complex lreyen hastalarin ARB sonuglar
degerlendirildiginde; olgularin 19°unda (% 30,1) ARB (++) saptanirken, 18 (% 28,6) hastada
ARB negatif bulunmustur.

6. Calismamizda M. tuberculosis’in kiiltiirde liremesi altin standart olarak kabul
edildiginde; ARB’nin duyarlilign % 71,4, 6zgilliigi % 100,0, yalanci negatif oran1 % 28,6,
yalanci pozitif oran1 % 0,0, dogrulugu % 92,3, prevalans1 % 26,8, pozitif kestirim degeri %
100,0 ve negatif kestirim degeri % 90,5 olarak bulunmustur.

7. Calismaya dahil edilen toplam 63 (% 26,8) hastanin klinik Orneklerinin
kiiltiirlinde M. tuberculosis’in BACTEC 12B’de iireme siireleri 8-25 (ortalama 16,1) giin,
LJ’de tireme siireleri 21-40 (ortalama 28,7) giin olarak saptanmustir.

8. Calismada M. tuberculosis complex’in identifikasyonunda kullanilan fenotipik
yontem NAP testi ile genotipik yontem PZR 1S6110, PZR-RFLP ve TB Diren¢ Kiti
yontemlerinin dordii de M. tuberculosis complex’in identifikasyonunda % 100 uyumlu
bulunmustur. Bu dort yontem de pozitif kontrolleri ve M. tuberculosis complex’i dogru olarak
tanimlamistir.

9. Calismada BACTEC 460 TB ile 63 M. tuberculosis kokeninin 61’inde (% 96,8)
antitiiberkiiloz ilaglar (izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin) hassas bulunmus ve

ikisinde (% 3,2) antitiiberkiiloz ilaglardan birine kars1 direng saptanmustir (bir (% 1,6) hastada
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izoniazid direnci, bir hastada (% 1,6) streptomisin direnci). BACTEC 460 TB ile
antitiiberkiiloz ilaglara direng arastirilirken CID-TB saptanmamustir.

10. Calisilan 63 Ornegin 16’sinda (% 25,4) dirence neden olan mutasyon
saptanirken, 47’sinde (% 74,6) mutasyon saptanmamistir. Saptanan mutasyonlar
degerlendirildiginde: yedi (% 11,1) kinolon (gyrA 90-94) mutasyonu, bes (% 7,9) INH
mutasyonu (katG 315), dort (% 6,3) INH mutasyonu (inhA16,15,8), iki (% 3,2) RIF
mutasyonu (rpoB 516), iki (% 3,2) RIF mutasyonu (rpoB 526), bir (% 1,6) RIF mutasyonu
(rpoB 513-516) , bir (%1,6) RIF mutasyonu (rpoB 522-526), bir RIF mutasyonu (rpoB 529-
533), iki (% 3,2) SM mutasyonu (rpsL 43), bir (% 1,6) SM mutasyonu (rpsL 88) saptanmaistir.

11. Genotipik yontem TB Diren¢ Kiti ile antitliberkiiloz ilaglara karsi direng
mutasyonlar arastirildiginda, bu mutasyonlarin 16 M. tuberculosis kdkenine gore dagilimina
bakildiginda; bir kokende RIF mutasyonu (rpoB 516), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir
kokende SM mutasyonu (rpsL 43), SM mutasyonu (rpsL 88), kinolon mutasyonu (gyrA 90-
94); bir kokende INH mutasyonu (katG 315), RIF mutasyonu (rpoB 513-516), RIF mutasyonu
(rpoB 526), SM mutasyonu (rpsL 43); iki kokende INH mutasyonu (inhA 16,15,8); bir
kokende INH mutasyonu (katG 315), RIF mutasyonu (rpoB 526); iki kokende kinolon
mutasyonu (gyrA 90-94); bir kokende INH mutasyonu (inhA 16,15,8), kinolon mutasyonu
(gyrA 90-94); bir kokende INH mutasyonu (katG 315), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94); bir
kokende RIF mutasyonu (rpoB 526); bir kdokende INH mutasyonu (inhA 16,15,8), RIF
mutasyonu (rpoB 516); bir kdkende INH mutasyonu (inhA16,15,8), INH mutasyonu (katG
315); bir kokende RIF mutasyonu (rpoB 526), RIF mutasyonu (rpoB 522-526), RIF
mutasyonu (rpoB 531), RIF mutasyonu (rpoB 529-533); bir kokende INH mutasyonu (katG
315); bir kokende RIF mutasyonu (rpoB 531), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94) saptanmaistir.
Tiiberkiiloz Diren¢ Kiti ile 47 (%74,6) TB hastasinda test edilen antibiyotiklere karsi
mutasyon saptanmamuigtir.

12. BACTEC 460 TB ile INH direnci saptanan hastada; TB Direnc¢ Kiti ile INH
mutasyonu.(karG 315) saptanirken, BACTEC 460 TB ile SM direnci saptanan hastada ise SM
mutasyonu (rpsL 43), SM mutasyonu (rpsL 88), kinolon mutasyonu (gyrA 90-94)
saptanmistir.

13. BACTEC 460 TB ile iki farkli hastada antitiiberkiiloz ilag¢lardan sadece INH
(% 1,6) ve SM’de (% 1,6) direng saptanirken, TB Direng Kiti ile INH dokuz (% 14,3), RIF
yedi (% 11,1) ve kinolonda yedi (% 11,1) mutasyon en yiiksek oranda saptanmaistir.
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14. Calismamizda ise kiiltlirlinde M. tuberculosis iireyen 63 hastanin 4’i (% 6,3)
daha oOnce tedavi gormiis olgulardi. Bu 4 hasta fenotipik yontem BACTEC 460 TB ile
antitiiberkiiloz ilaglara kars1 direng arastirildiginda; 4’tinde de test edilen antibiyotiklere karsi
hassas oldugu bulunmustur. Tiberkiiloz Diren¢ Kiti ile direng genleri arastirildiginda ise
sadece bir hastada RIF’e karsi diren¢ mutasyonlar1 saptanmistir. Bu mutasyonlar, RIF
mutasyonu (rpoB 526), RIF mutasyonu (rpoB 522-526), RIF mutasyonu (rpoB 531), RIF
mutasyonu (rpoB 529-533)’dur.

Sonug¢ olarak; Mycobacterium tuberculosis’in antitiiberkiiloz ilaglara artan ilag
direnci, tedavinin etkili bir sekilde yapilabilmesini engellemekte ve duyarlilik testlerinin
yapilmasin1 gerekli hale getirmektedir. Tiiberkiilozun tedavisinde CID TB &nemli bir
problemdir. Bu nedenle CID TB’nin erken saptanmasinda ve yayilmasinin &nlenmesinde
ozellikle M. tuberculosis, yavas iireyen bir bakteri oldugundan duyarlilik testlerinin klasik
kiiltiir yontemleri yerine daha kisa silirede sonu¢ veren hizli yontemler ile yapilmasi
gerekmektedir. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz olgularinin artig1, tiiberkiiloz ile savasi
giiclestirmektedir. Hizli kiiltiir sistemleriyle duyarlilik saptanmasi bir iki haftaya inmesine
karsin, konvansiyonel yontemlerle tiiberkiiloz basilinin iiretilerek antitiiberkiiloz ilaglara
duyarliliginin belirlenmesi haftalar almaktadir. Bu nedenle 6zellikle CID TB olgularinin erken
tedavi edilmesi ve direncli kdkenlerin yayilmasmin onlenmesi zorlasmaktadir. Cok ilaca
direngli TB olgularinin belirlenmesinde hizli yontemlerin kullanilmasi ile erken tani yapilarak
tedaviye erkenden baslanmasi saglanabilecektir. Ancak bu test yontemlerinin standardize

edilerek kullanimi gerekmektedir.
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OZET

Amag ve Hipotez: Tiiberkiiloz, halen diinyada en yaygin ve 6liimciil bulasici
hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir. Tiiberkiiloz kontroliinde en 6nemli konu,
balgaminda tiiberkiiloz basili bulunan hastalar1 erken saptamak ve baskalarina
bulastirmadan etkili ilaglarla en kisa siirede tedavi etmektir. Bu ¢calismada, hastanemize ve
Aydin ili Verem Savas Dispanseri’ne bagvuran tiiberkiiloz olgularinda tiiberkiiloz hastalig1
nedeni olan Mycobacterium tuberculosis’in saptanmasi, demografik veriler, antitiiberkiiloz
ilaclara diren¢ oranlarmin ve dirence yol acan mutasyonlarin saptanmasi, bolgemizdeki
tiiberkiiloz hastalara yaklasimda yol gosterecek verilerin elde edilmesi amaglanmustir.

Yontem: Bu calisma 1 Ocak 2009-1 Haziran 2010 tarihleri arasinda Adnan
Menderes Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikobakteri Laboratuvarinda yapilmistir. Tiiberkiiloz hastasi toplam 63 kisiden 63 (% 100,0)
M. tuberculosis kokeni izole edilmistir. Calisma kapsamina alinan bu kdkenlerin
identifikasyonunda NAP, PZR 1S6110, PZR-RFLP; antitiiberkiiloz ila¢ direncinin
saptanmasinda BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, ABD) sistemi ve diren¢ genlerinin
saptanmasinda Tiiberkiilloz Diren¢ Kiti (Autoimmun Diagnostika GmbH, Almanya)

kullanilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen toplam 63 (% 26,8) hastanin 48’1 (% 76,2)
erkek, 15’1 (% 23,8) kadind1 ve hastalarin yaglar1 13 ile 85 (ortalama 46,4+18,5) arasindaydi.
Hastalarin ARB sonuglar1 degerlendirildiginde; 45 hastada (% 71,4) ARB pozitif, 18 (% 28,6)
hastada ARB negatif bulunmustur. BACTEC 460 TB ile 63 M. tuberculosis kdkeninin
61’inde (% 96,8) antitiiberkiiloz ilaglar (izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin) hassas
bulunmus ve ikisinde (% 3,2) antitiiberkiiloz ilaglardan birine kars1 direng saptanmistir (bir (%
1,6) hastada izoniazid direnci, bir hastada (% 1,6) streptomisin direnci). BACTEC 460 TB ile
cok ilaca direncgli tiiberkiiloz saptanmamistir. Tiiberkiiloz Diren¢ Kiti ile test edilen
antitliberkiiloz ilaglara karsi diren¢ mutasyonlar1 arastirildiginda, 47 (% 74,6) hastada
herhangi bir mutasyon saptanmamustir. Kalan 16 (% 25,4) hastada toplam 25 mutasyon
saptanmistir. Dort kokende sadece izoniazid mutasyonu, iki kokende sadece rifampisin
mutasyonu, iki kokende sadece kinolon mutasyonu, iki kdkende izoniazid ve rifampisin
mutasyonu, iki kokende izoniazid ve kinolon mutasyonu, iki kokende rifampisin kinolon

mutasyonu, bir kdkende streptomisin ve kinolon mutasyonu, bir kokende ise izoniazid,
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rifampisin ve streptomisin mutasyonu saptanmistir. Izoniazid mutasyonu saptanan dokuz
kokenin besinde karG 315 mutasyonu, dordiinde inhA16,15,8 mutasyonu; rifampisin
mutasyonu saptanan yedi kokenin ikisinde rpoB 516 mutasyonu, ikisinde rpoB 526
mutasyonu, birinde rpoB 513-516 mutasyonu, birinde rpoB 522-526 mutasyonu, birinde rpoB
529-533 mutasyonu; streptomisin mutasyonu saptanan iki kokenin ikisinde rpsL 43
mutasyonu, birinde rpsL 88 mutasyonu; kinolon mutasyonu saptanan yedi kdkenin yedisinde
gyrA 90-94 mutasyonu saptanmistir

Sonu¢: Mycobacterium tuberculosis’in antitiiberkiiloz ilaglara karsi artan ilag
direnci, tedavinin etkili bir sekilde yapilabilmesini engellemekte ve duyarlilik testlerinin
yaptlmasint gerekli hale getirmektedir. Tiberkiilozun tedavisinde ¢ok ilaca direncli
tiiberkiiloz 6nemli bir problemdir. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz olgularinin artisi, tiiberkiiloz
ile miicadeleyi giiclestirmektedir. Bu nedenle ¢ok ilaca direncli tiiberkiilozun erken
saptanmasinda ve yayilmasinin dnlenmesinde duyarlilik testlerinin klasik kiiltiir yontemleri
yerine daha kisa siirede sonu¢ veren hizli yontemler ile yapilmasi gerekmektedir. Genotipik
yontemler epidemiyolojik ¢aligmalarda yararli olabilir. Ancak mutasyon her zaman fenotipik
dirence yansimadigi i¢in mutlaka fenotipik ve genotipik yontemler birlikte kullanilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Tiiberkiiloz, Cok ilaca direngli

tiiberkiiloz, BACTEC 460 TB, Tiiberkiiloz Direng Kiti
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SUMMARY

Aim and hypotesis: Tuberculosis is still one of the most common and deadly
infectious diseases in the world. Early detection of bacillus in the sputum and treatment of the
patients with appropriate drugs before contamination of others are the most important factors
to control dissemination of tuberculosis. In the present study, tuberculosis cases admitted to
our hospital and Aydin Tuberculosis Dispensary are included and demographic data, as well
as rates of resistance to antituberculosis drugs and detection of mutations leading to resistance
were studied to obtain data to guide the management of patients with tuberculosis in our
region.

Method: This study was done at Mycobacteria Laboratory of Department of
Medical Microbiology, Adnan Menderes University Research Hospital, between 1th January
2009 and 1th June 2010. Sixty three (100,0 %) M. tuberculosis strains were isolated from 63
tuberculosis patients. NAP, IS6110 PCR, PCR-RFLP were used for identification of strains
included in the study; BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, USA) system was used for
detection of antituberculosis drug resistance and Tuberculosis Resistance Kit (Autoimmun
Diagnostika GmbH, Germany) was used for detection of resistance genes.

Results: Among 63 (26,8%) patients included to present study 48 (76,2%) were
male and 15 (23,8%) were female. The ages of patients were from 13 to 85 (mean 46,4 +
18,5). The AFP results of patients showed that 45 patients (71,4 %) were AFB positive, and
18 (28,6 %) patients were AFP negative. Among 63 M. tuberculosis isolates 61 (96,8 %) were
susceptible to antituberculosis drugs (isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin) with
BACTEC 460 TB and in two isolates (3,2 %), resistance to antituberculosis drugs were
detected: one isolate was resistant to isoniasid and one other strain was resistant to
streptomycin (% 1,6). Multidrug-resistant tuberculosis was not detected with the BACTEC
460 TB. Presence of mutations that cause antituberculosis drug resistance was investigated
with Tuberculosis Resistance Kit, and no mutation was detected in 47 (74,6 %) isolates. A
total of 25 mutations were detected in the remaining 16 (25,4 %) isolates. A total of four
isolates had mutation for only isoniazid resistance, two strains had mutations for only
rifampicin resistance, two isolates had only quinolone resistance mutation, two isolates had
both isoniazid and rifampicin resistance mutations two isolates had both isoniazid and

quinolone resistance mutations, two strains had rifampicin and quinolone resistance
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mutations, one isolate carried both streptomycin and quinolone resistance mutations , and one
strain had isoniazid, rifampicin and streptomycin resistance mutations. Of nine isolate with
isoniasid resistance mutation, five had katG 315 mutation and, four had inhA 16,15,8
mutation. Of seven strains with rifampicin resistance mutation, two had rpoB 526 mutations,
one had rpoB 513-516 mutation, one had rpoB 522-526 mutation, and one had rpoB 529-533
mutation. Of two strains with streptomycin resistance mutation, both had rpsL 43 mutations,
and one had rpsL 88 mutation in addition. Of seven strains quinolon resistance mutations all
had gyrA 90-94 mutations.

Conclusion: Increasing drug resistance of Mycobacterium tuberculosis to
antituberculosis drugs, the treatment can be made effective in preventing and makes it
necessary to carry out sensitivity tests. In the treatment of tuberculosis is an important
problem multidrug-resistant tuberculosis. Increase in cases of multidrug-resistant tuberculosis,
difficult struggle with tuberculosis. Therefore, early detection of multidrug-resistant
tuberculosis and the prevention of the spread of classical culture methods of susceptibility
testing methods instead of a quick conclusion to be made in less time. Genotypic methods
may be useful in epidemiological studies. However, phenotypic and genotypic methods
should be used together for the mutation is not always reflected to phenotypic resistance.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Tuberculosis, Multidrug-resistant

tuberculosis, BACTEC 460 TB, Tuberculosis Resistance Kit
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Ek-1
BILGILENDIRILMIiS OLUR METNI

¢ Bu c¢alisma bir aragtirmadir

e Arastirmanin amaci; Aydin ilindeki tiiberkiiloz hastalarinda, tiiberkiiloz
ilaglarina kars1 direng oranlarinin saptanmasidir.

e Arastirma kapsamindaki hastalarin kullandigr ilaglarin etkili olup olmadigi
arastirilip, hastalar tedavi basaris1 yoniinden takip edilecektir

e Arastirma sirasinda hastaya zarar verebilecek herhangi bir girisim
yapilmayacaktir. Sadece hastanin balgami bu ¢alismada incelenip degerlendirilecektir.

e Gondilli olarak sorumlulugunuz; arastirma siiresince gerektigi zaman sizinle
irtibata gecip, biz arastirmacilara yardime1 olmanizdir.

e Sizden alacagimiz balgam 6rnegi Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteri laboratuvarinda ¢alisilacaktir.

e Bu calisgmada sizden alacagimiz balgam Orneginin size herhangi bir zarar
vermeyecegi gibi, sizde herhangi risk olusturmamaktadir.

e Aydin ilinde antitiiberkiiloz ilag direncini saptayacak Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi’den baska bir saglik merkezi bulunmamaktadir. Bu nedenle Aydin
ilinde yapilacak ilk caligmadir. Bu c¢alisma ile hastaligin tedavi basarisinda ve takibinde
faydali olunacaktir.

e Balgam 6rnegi alma disinda herhangi bir girisim yapilmayacaktir.

e Eger bu calismada herhangi bir zarar gormeniz durumunda tiim masraflar
tarafimizca karsilanacaktir.

e Goniillii olarak bu caligmaya katilmakla sizden herhangi bir para talep
edilmeyecegi gibi size para 6denmeyecektir.

e GoOniillii olarak bu c¢aligmaya katilmakla tiim masraflar tarafimizca
karsilanacaktir.

e Bu calismayi isteginize bagl olarak herhangi bir asamada terk edebilirsiniz. Bu
durum cezaya veya goniilliinlin yararlarina engel duruma yol agmayacaktir.

e Goniillii olarak bu ¢alismaya katilmakla sizden alacagimiz balgam Grnegi ile
onemli verilere ulasilacak ve bu veriler bize bu ciddi hastaligin tedavisinde ve tedaviye yon
verilmesinde faydali olacaktir.

e Bu calisma ile kullandiginiz tiiberkiiloz ilaglarinin hastaliginizin tedavisinde
basarili olup olmadigina karar verilip, gerektigi durumlarda yani tedavi basarisizliginda
hekiminize bu konuda bilgi verilecektir.,

e izleyicilerin. yoklama yapanlarin, etik kurullarin, resmi makamlarin goniilliiye
ait tibbi bilgilere ulasabilecegi, ancak bu bilgilerin gizli tutulacagi, goniilliiniin veya yasal
temsilcinin bilgilendirilmis olur formunu imzalamakla bunu kabul etmis oluyorsunuz.

e Goniilliiniin kimligini ortaya koyacak kayitlar gizli tutulacaktir

e Arastirma sirasinda ortaya cikan, goniilliileri ilgilendirebilecek bir bilgi sz
konusu oldugunda, bu, goniilliiye veya yasal temsilcisine derhal bildirilecektir.

e Arastirma hakkinda ek bilgi alabileceginiz kisiler; Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan Dog. Dr. Mete Eyigor ve Dr.
Metin Gorenekli ve Aydin ili Verem Savas Dispanseri’nden Dr. Hayrettin Amasya’dir.

e Arastirmaya bagli bir zarar oldugu takdirde ilgili makamlara; Aydin il saglik
miidiirliigiine dilekge ile basvurabilirsiniz
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e GoOniilliiniin istegi disinda arastirmadan ¢ikarilacagir durumlar, ¢alisilan balgam
orneginde istenilen verilere ulagilamamasi durumunda ¢alismadan ¢ikarilacaksiniz.

e Gonilliiniin aragtirmada yer almasi i¢in 0dngoriilen siire 1.5 yildir
e Aragtirmada yer alacak goniillillerin sayist yaklastk 50 kisi olarak
planlanmustir.

Calismada kullanilacak ilag, testler ve diger tetkiklerin iicretleri tarafiniza ve
kurumunuza 6dettirilmeyecektir. Tiim ¢alisma boyunca tarafimizdan karsilanacaktir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
klinik Arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin katilmayr kabul

ediyorum.

Géniilliiniin Adi, imzas1, Tarih, Adresi (telefon no, varsa faks no.)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi, Imzasi, Tarih,

Adresi (telefon no varsa faks no)

Aciklamalar yapan arastirmacinin Adi, Imzasi, Tarih

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin Adi, Imzasi,
Tarih, Gorevi:

* Calismadaki goniillillere sunulan bilgilendirilmis olur metni formlarinin goniilliiler
tarafindan bizzat kendilerinin kendi adi-soyadini yazmasi ve imzalamasinin saglanmasi
ile adreslerinin eksiksiz olarak formlara yazilmasina dikkat edilmelidir.

+ Bu belgenin birer kopyasi goniilliiye ve hekime verilecek ve hasta dosyasina

eklenecektir
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Ek-2
TUBERKULOZ HASTALARINDA MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
ILAC DIRENCININ ARASTIRILMASI

ANKET FORMU
Caligsma sira no: Tarih:
Ad Soyad: Adres:
Yas:
Cinsiyet: Telefon:
Meslek: Ev halki niifusu:
Bagli bulundugunuz Saglik Ocagt:
Ogrenim durumunuz; Yasadiginiz ev tiirii
() 1) Okur-yazar degil () 1) Apartman kat1
() 2) Okur-yazar () 2) Betonarme miistakil ev
() 3) ilkokul mezunu () 3) Ahsap ev
() 4) Ortaokul mezunu () 4) Yigma (kerpig) bina
() 5) Lise mezunu () 5) Gecekondu
() 6) Yiiksekokul mezunu
Evde kullanilan su Gelir durumunuz
() 1) Sebeke suyu () 1) ¢ok yiiksek
() 2) Kuyu suyu () 2) ytiksek
() 3) Ortak kullanilan ¢esme () 3)orta
() 4) Tasima su () 4) dusik
() 5) Depo suyu () 5) ¢ok diisiik
VAR | YOK | Cevap Var ise Ek agiklama
1 | Tiberkiiloz hastast ile temas [] [ ] | Nezaman?
2 | Ailede baska tiiberkiiloz [] [] | Kimler?
hastasi
3 Tiiberkiiloz ila¢ kullanimi1 L] [ ] | Hangi ilaglar? Ne zamandan beri?
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Diizenli ila¢ kullanim1

fla¢ kullanimi sonras1 klinik

lyilesme

Ne zamandan beri?

Oksiiriik

Balgam

Niteligi?

Ates

Yorgunluk

Istahsizlik

Kilo kaybi1

Gece terlemesi

Kan tiikiirme (hemoptizi)

Gogus agrisi

Nefes darlig1

Hinltili solunum

Solukluk

Lenfadenopati

BCG asis1

PPD

Altta yatan hastalik

Sigara

Kag paket/y1l ?

AIDS

Varsa diger ozellikler

24

25

26

27

28

29

30

N I N I 0 I O

N I N I 0 I O
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