/53903

T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGU
TIP FAKULTESI MiKROBiYOLOJI VE KLINIK
MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARININ
MAJOR ANTITUBERKULOZ ILACLARA
DUYARLILIGININ BACTEC 460 TB SISTEMI ILE
TESBIT EDILMESI

YUKSEK LiSANS TEZI

Demet ATALAR (DEMIREL)
ELAZIG - 2004



ONAY SAYFASI

Prof. Dr. Necip ;ﬁ;;ﬁ

Midir

Saghk Bilimleri Enstitiisti Mudiirii

Bu tez yiiksek lisans standartlarina uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Mustafa YILMAZ
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Angbilim Dakr Baskam

o~

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam~e kalite y6niinder yiiksek lisans tezi olarak
kabul edilmistir. '

Prof. Dr.

Danigman

Yiiksek lisans simnaw jiiri tiyeleri
Prof. Dr. Mustafa YILMAZ

Dog. Dr. Ziilal ASCI TORAMAN

Dog. Dr. Adnan SEYREK

Yrd. Dog. Dr. Kutbettin DEMIRDAG (yedeld

Yrd. Dog. Dr. Ahmet KIZIRGIL (yedek)




ITHAF

Bu ¢alismami ona her baktifimda bana gii¢ veren oglum Ata ATALAR’a

ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Oncelikle her zaman degerli bilgilerinden yararlandifim hocam Prof, Dr.
Mustafa Yilmaz’a ve aydinlatici bilgileriyle bana 1gik tutan anabilim dah
hocalarim Dog. Dr. Ziilal ASCI TORAMAN’a, Dog¢. Dr. Adnan SEYREK’e, Yrd.
Dog. Dr. Aykut OZDARENDELI’ye konuyu calisirken bilimsel anlamda
imkanlar saglayan Yrd. Dog. Dr. Ahmet KIZIRGIL’e, desteklerinden dolay:
labaratuvar personeli arkadaslarim ile ARB mikroskobisinde yardmmci olan
Uzman Dr. Yusuf YAKUPOGULLARI’na ve her tiirlii fedakarliklarindan dolay:

aileme tegekkiir ederim.



ICINDEKIiLER

1. 0ZET
2. ABSTRACT
3. GIRIS
3.1. DUNYADA VE TURKIYEDE TUBERKULOZ
3.2. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS’IN HUCRE YAPISI VE
BAKTERIYOLOJI
3.2.1. Hiicre Yapisi

3.2.2. Bakteriyoloji

3.3. TUBERKULOZ TANISI
3.4. ANTITUBERKULOZ ILACLAR

3.4.1. Birincil Segenek Antitiiberkiiloz Ilaglar
3.4.1.1. Izoniazit (INH)
>.4.1.2. Rifampin (RMP, RIF)
3.4.1.3. Streptomisin (SM,STR)
3.4.1.4. Pirazinamit (PZR)
3.4.1.5. Ethambutol (EMB)

3.4.2. Ikincil Segenek Antitiiberkiiloz flaglar
3.4.2.1. Para — Aminosalisilik Asid (PAS)
3.4.2.2. Etionamit (ETH)
3.4.2.3. Protionamid
3.4.2.4. Sikloserin

3.4.2.5. Terizidon

ii

12

12

14

17

22

22

22

23

24

24

25

25

25

26

26

26

26



3.4.2.6. Tiasetazon

3.4.2.7. Kanamisin, Amikasin, Kapreomisin, Viomisin

3.4.3. Tiiberkiilozda Etkili Olduklar1 Kabul Edilen, Bir

Kismi1 Giintimiizde Kullanilan Ve Aragtirma Déneminde

Olan Ilaglar
3.4.3.1. Kinolonlar

3.4.3.2. Yeni Rifamisinler

3.5. M. TUBERCULOSIS’IN ANTITUBERKULOZ ILACLARA

DIRENG MEKANIZMALARI
3.5.1. Rifampin (RMP)

3.5.2. Izoniazid (INH)

3.5.3. Streptomisin(SM)

3.6. COK I'. ACA DIRENCLI TUBERKULOZDA TANI VE
TEDAVININ ESASLARI

3.7. M.TUBERCULOSIS’IN ANTIBIYOTIK DUYARLILIK
TESTLERI
3.7.1. Antibiyotik Duyarlilik Testleri
3.7.1.1. Geleneksel Yontemler
3.7.1.1.1. Absolii Konsantrasyon Y6ntemi

3.7.1.1.2. Direng — Oran Yontemi
3.7.1.1.3. Proporsiyon Yontemi

3.7.1.2. Yeni Yontemler
3.7.1.2.1. Kiiltiir veya bakteri varlifina dayal

yontemler

iii

27

28

28

28

29
30

31

31

32

35

36

36

36

37
37
38

38



3.7.1.2.1.1. Radyometrik Yontem (BACTEC) 38
3.7.1.2.1.2. Mikobakteri Biiyiime Indikator

Tip Yéntemi (MGIT) 40
3.7.1.2.1.3. Kolorimetrik Yéntem

(Alamar Mavisi) 40
3.7.1.2.1.4. Modifiye Agar — Diliisyon Yontemi 41
3.7.1.2.1.5. Lusiferaz Tagtyici Faj Yontemi

(LRP) 41
3.7.1.2.1.6. Flow Sitometri Yontemi 42

3.7.1.2.1.7. Biyoluminesans Yéntem

(Hiicresel ATP Olgiimii) 43
3.7.1.2.1.8. E test (Epsilometer) 43
3.7.1.2.2. Molekiiler Yontemler 44

4. GEREC VE YONTEM
4.1. Gerekli Materyaller

4.2. Caligma Prostidiirii

5. BULGULAR
6. TARTISMA

7. KAYNAKLAR

8. OZGECMIS

3.7.1.2.2.1. Tek Zincir Konformasyon
Polimorfizm (SSCP) 44
3.7.1.2.2.2. Revers Hibridizasyon 44

46
46
47

51
56

72

iv



Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil S.

Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 106.

SEKILLER LIiSTESI

Mycobacterium tuberculosis’in elektro mikroskobu

goriintiisii

a.  Mycobacterium hiicre zarfinin elektron
mikroskobik gériiniimii

b. Mycobacterium hiicre zarfinin gematik agiklamasi

Mycobacterium hiicre duvar yapisinin gematik goriintimii

Mycobacterium tuberculosis’in ARB gériintiisii (x 100)

Mycobacterium tuberculosis’in ARB (pozitif)

goriintiisii (x 100)

Mycobacterium tuberculosis’in Lowenstein

Jensen besiyerindeki kiiltiir goriintiisii

Mycobacterium tuberculosis’in Léwenstein

Jensen besiyerindeki kiiltiir gériintiisii

Calismada kullanilanin Mycobacterium tuberculosis

suslarinin direng paternlerinin grafigi

Caligmada kullanilanin Mycobacterium tuberculosis

suslarinin direng oranlarinin grafigi

Farkli aragtirmacilarin Bactec yontemiyle bildirdikleri

Sayfa

13

13

16

16

20

20

52

52

direng oranlarimn ¢aligmamizla kargilagtirilmasinin grafigi 55



TABLOLAR LISTESI

Sayfa

Tablo 1. 1995 ve 2000 yillarinda bélgelere gére tahmini tb

insidans1 ve HIV’li tiiberkiiloz (tb) olgulan 7
Tablo 2. Tiirkiye’de yillara gére tiiberkiiloz insidans1 8
Tablo 3. Tiiberkiilozlu hastalarda bakteriyel direng ve MDR

prevelansi 10
Tablo 4. Birincil segenek antitiiberkiiloz ajanlarinin dozlar

ve yan etkileri 25
Tablo 5. Ikincil segenek antitiiberkiiloz ajanlarimin dozlart

ve yan etkileri 27
Tablo 6. Mycobacterium tuberculosis’de antibiyotik direnci

ile ilgili saptanan mutasyonlar 31
Tablo 7. Cok ilaca direngli tliberkiilozlu hastalar i¢in

Onerilen tedavi rejimleri 34
Tablo 8. Besiyerindeki son konsantrasyonlara erigmek igin

yapilacak sulandirimlar 49
Tablo 9. Calismada kullanilanin Mycobacterium tuberculosis

suslarinin direng ve duyarlilik paternleri 52
Tablo 10. Bir ve birden fazla ilaca direngli suglarin dagilim 53
Tablo 11. Farkli aragtirmacilarin Bactec yontemiyle bildirdikleri

direng oranlarinin ¢alismamizla kargilagtirilmasi 54

vi



KISALTMALAR

AMS ¢ Aglik mide suyu

ARB : Aside direngli basil

ATP : Adenozin Tri fosfat

AMK : Amikasin

Bactec : Radyometrik test

BOS : Beyin omurilik s1visi

CAP : Kapreomisin

CDC : Centers for Disease Control and Prevention
CIP : Siprofloksasin

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DSO : Diinya Saglik Orglitii

E test : Epsilometer

EM : Elektron mikroskobu

EMP : Embden Mayerhoff

EMB : Ethambutol

ETH : Etionamit

EZN : Ehrlich — Ziehl — Neelsen

GI : Ureme indeksi

HIV : Insan immiin yetmezlik viriisii
INH : [zoniazit

IVATLD : Tiiberkiiloz ve Akciger Hastaliklar: Uluslar aras1 Federasyonu
LJ : Lowenstein Jensen besiyeri

LRP : Lusiferaz tagiyici faj yontemi

vii



MDR -TB : Multi Drug Resistans Tuberculosis (Cok ilaca direngli

tiiberkiiloz)
MGIT : Middlebrook Growth indikatér tiip
MIC : Minimum inhibitér konsantrasyonu
M.tbe : Mycobacterium tuberculosis
OADC : Oleik asit — albiimin dekstroz — katalaz
PABA : Para — Aminobenzoik asit
PAS : Para — Aminosalisilik Asit
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu
pH : Asitlik bazlik derecesi
PZR : Pirazinamit
RMP, RIF : Rifampin
RNA : Riboniikleik asit
SDA : Zincir ayirma
SM, STR : Streptomisin
tb. : Tiiberkiiloz
TCA : Trikarbonik asit siklusu
TMA : Transkripsiyona bagh ¢ogalma

pm : Mikrometre

viii



1. OZET

Tiiberkiiloz  iyilesme  siiresi uzun  siiren  bir  infeksiyon
hastaligidir.Geligmekte olan lilkelerde % 95 oraninda yeniden ortaya ¢gikmakta ve
diinya popiilasyonunun {i¢te birini etkilemektedir. 1995 - 2005 yillar arasinda, bu
oranlarin 8.8 milyondan 11.9 milyona yiikselisi gelecegi tehdit etmektedir.

Ozellikle son 15 yilda tiim diinyada tiiberkiiloz vakalarimn sayisinda
Onemli bir artis meydana gelmigtir. Buna paralel olarak da ¢oklu ila¢ direncine
sahip Mycobacterium tuberculosis suslarinda da belirgin bir artig oldugu
gbzlenmigstir. Bundan dolay: biitiin tiiberkiiloz hastalarinda, izl direng testleri
zorunlu olarak yapilmalidir.

Bu c¢alismada major antitiiberkiiloz ilaglardan izoniazit, rifampin
streptomisin ve ethambutoliin  akciger tiiberkiilozlu hastalarin balgam, BOS,
AMS ve idrar orneklerinden izole edilen 27 susun invitro etkinlikleri Bactec
metoduyla aragtinlmgtir.

Duyarlilik testlerinde izolatlarin % 21°i izoniazide, % 25°i rifampine,
% 37’si ethambutole ve % 17’si streptomisine direngli olarak saptanmigtir. Ayrica
27 susun 4’{inde en az rifampin ve izoniazide karg1 direng olarak adlandirilan ¢ok
ilaca direng tespit edilmigtir. Bu direng oranlari, bélgemizde ¢ok ilaca direngliligin

var oldugunu gostermigtir.

Anahtar Kelimeler : Mycobacterium tuberculosis, major antitiiberkiiloz

ilaglar, Bactec test yontemi



2. ABSTRACT

Tuberculosis is a chronic infectious disease that requires long term threapy
to recovery. It affects one third of the world’s population and 95 % of the diseases
durden is burn by developing countries. This situation is likely to deteriorate in
future with anmal disease expected to be risen from 8.8 and 11.9 million between
1995 and 2005.

There is significant increase in the number of tuberculosis cases in last 15
years, all over the world. At the same time, multidrug resistant Mycobacterium
tuberculosis strains have increased significantly. Therefore, rapid antimicrobial
susceptibility tests should be used to achieve to efficient and appropriate therapy
for all of patienis diagnosed with tuberculosis.

In this study, in vitro activities of isoniazide, rifampisin, streptomycin and
ethambutole, that are the major antituberculose agents, were investigated with
Bactec System for 27 Mycobacterium tuberculosis strains, isolated from sputum,
CSF, gastric lavage and urine samples of pulmonary tuberculosis patients.
Susceptibility tests have yielded that 21 % of the isolates were resistant to
isoniaside, 25 % were to rifampisin, 37 % were to etambutole and 17 % were to
| steptomycine. Additionally, 4 of 27 (14.81 %) isolates were found to be
multiresistant that were resistant to at least rifampisin and izoniaside. These
resistance patterns showed that Mycobacterium tuberculosis strains isolated from

the patients who are living in our region, associated with multiple drug resistance.

Key words: Mycobacterium tubeculosis, major antituberculosis agents,

Bactec test method.



3. GIiRiS

Tiiberkiiloz (tb), binlerce yildan beri insan saghligimi tehdit eden,
glinimiizde de Onemini koruyan bir hastaliktir, Hastaligin etkeni olan
Mycobacterium tuberculosis (M.tbc); 1882 yilinda Robert Koch tarafindan
bulunmustur(3.4). Tiiberkiiloz; bilinen en eski hastaliklardan birisi olmasina,
sebebinin kesin olarak bilinmesine; 50 yildir tedavisinin miimkiin olmasina ve
iistelik korunulabilir bir hastalik olmasina ragmen halen diinyada en yaygin

ve oliimcitll bulasict hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir.

Sekil i. Mycobacterium tuberculosis’in elektron mikroskobu ile goriintiisii



Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve tiiberkiiloz ile ilgili diger uluslararas
kuruluglarin verilerine gére diinyada yaklagik 1.7 milyar kisi M. tuberculosis ile
infektedir. Basil tasiyanlarin 20 milyonu aktif tiiberkiilozlu olup bunlarin yilda 3
milyondan fazlas1 6lmektedir. Her y1l 8 milyon yeni tiiberkiiloz olgusu ortaya
ciktig bilinmektedir

Ondokuzuncu ylizyithn ikinci yarisinda, etkili antitiiberkiiloz ilaglarn
bulunmastyla, gelismis iilkelerde tiiberkiiloz morbidite ve mortalitesinde bir
azalma olmugtur. Sonraki yillarda immunosupresif tedavinin yayginlagmasi ve
6zellikle HIV infeksiyonu, tiiberkiiloz olgularinda artisa yol agmig ve 1985 — 1995
yillar1 arasinda olgu sayisinda yaklagik % 12 artis oldugu bildirilmigtir (2, 5).

Son yillarda HIV ile enfekte hastalarda ¢oklu ilag direngli tiiberkiiloz (Multi
Drug Resistans Tuberculosis, MDR - TB) olgularinin hizla artmasi, bu olgularin
% 40’min 6limle sonlanmasi ve tedavinin bagarisiz olmasi, hastane kaynakli
bulaglarin g6zlenmesi, primer ve sekonder ilag direncinin artmast gibi nedenler
tiiberkiiloz kontrol ¢aligmalarini sonugsuz birakmigstir (40). Bu suglar en azindan
Onemli antitiiberkiiloz ilaglar olan rifampin ve izoniazid’e direngleri ile standart
kemoterapi rejimlerini etkisiz birakmistir (6).

Mpycobacterium tuberculosis de ilag direnci primer veya sekonder olarak
gelismektedir. Primer direng, daha 6nce tiiberkiiloz kemoterapisi almamis olan bir
tiiberkiiloz hastasinda bir veya daha fazla ajana kars1 direncin varligadir. Sekonder
direng ise verilen tedavinin seyri sirasinda bir ya da daha fazla ilaca direng
gelismesi olarak tanimlanir (7).

Son yillarda ¢oklu ilag direncine sahip M.fuberculosis suslarin artmasi

nedeniyle; etkin bir tedavi, uygun kemoterapi rejimi ve uygun kombinasyonlarin



se¢imi; icin tiiberkiiloz tedavisine baslamadan O6nce antibiyotik duyarlilik
testleriyle (izole edilen susun ) invitro duyarlilik durumu aragtiriimalidar (8, 9).
Sonug olarak Tiirkiye’de de antitiiberkiiloz ilaglara kars1 direng oranlarimi
saghikh belirleyebilmek igin ¢ok merkezli ve genig kapsamli aragtirmalara ihtiyag
vardir. Yeterli standardizasyon saglandiktan sonra bizim g¢aligmamiza benzer

calismalarin, tiiberkiilozla savasta 6nemli katkilar saglayacagi inancindayiz.

3.1. DUNYADA VE TURKIYEDE TUBERKULOZ

1882’de Robert Koch “Bir hastaliin 6neminin 6lgiisii eger kurbanlarinin
sayisl ise, 6zelikle veba ve kolera gibi g¢ok korku sagan infeksiyon hastaliklari,
tiiberkiilozun ¢ok gerisinde kalir” demistir. Tiiberkiiloz bugtin hala diinyada hayat:
tehdit eden en onemli bakteri hastaligidir. Diinya Saghk Orgiiti (DSO) ile
Tuberkiilloz ve Akciger Hastaliklar1 Uluslar arasi Federasyonu (IVATLD) nin
saptamalarina gére, diinyada yaklagik bir milyar 700 milyon kisi Mycoebacterium
tuberculosis (M. tbc) ile infektedir. Tiiberkiiloz igin bazi énemli noktalar su
sekilde sunulabilir:

e Basili tagiyanlarin 20 milyonu aktif tb’ludur.

¢ Bunlarin yilda ti¢ milyondan fazlas1 6lmektedir.

e Her yil sekiz milyon yeni tb, olgusu ortaya ¢ikmakta ve bunlarin iig
milyonunun bulastiric oldugu sanilmaktadir.

e Cografi dagilm diizensizdir. En yliksek hasta sayis1 Asya’da
bulunmaktadir (5 ).

19. yy’1n ikinci yarisinda kemoterapinin etkisiyle endiistrilesmis tilkelerde

tilberkiiloz morbidite ve mortalitesinde devamli bir diistis olmustur. Bu olay,



Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde yi1lda % 5 — 6 olarak belgelenmigtir. S6z
konusu azalma iyimserlie yol agarak ABD’nde 2010 yilina kadar tb’un yok
edilmesi amaciyla hazirlanan bir stratejik plan i¢in temel olusturmustur. Ancak
1985’ten beri bu diisiis durmus ve 1985 — 95 yillan arasindaki olgu sayisinda
yaklasik % 12°1ik bir artis goriilmiistiir (12).

Tb ve HIV in birlikte goriilmesi, bazi iilkelerde tb insidansinda belirgin bir
artiga neden olmustur. Bagisiklik sistemini bozma yeteneginden dolay:r HIV, tb
infeksiyonunun hastaliga dontismesinde belirgin bir risk faktoriidiir.

Diinyada (¢ogu Afrika’da olmak tiizere) bes milyon insanin HIV + M. tbc
ile infekte oldugu saptanmugtir (13).

Tb insidansi, diinyada biiyiik farkliliklar gostermektedir. Bugiin yilda 10°
kisi bagina yeni olgu sayis1; Giineydogu Asya’da 250, Orta Afrika’da 220, Dogu
Akdeniz’de 170, Dogu Avrupa’da 50 ve gelismis tilkelerde (Bat1 Avrupa, ABD,
Kanada, Japonya, Avustralya) 20’dir (Tablo 1). Gelismekte olan iilkelerde
insidans her zaman yiiksek olup ve artmaya devam etmektedir. Kentsel alandaki
olgularda kirsal alandan daha hizhi bir artig gozlenmektedir. Bu artigtan, HIV
epidemisi yaninda fakirlik, evsizlik, yiiksek tb prevelansi olan iilkelerden gég, ilag
ve alkol bagimlihif1, halk saghi ¢aligmalarinda bozukluk gibi sosyo — ekonomik

faktorler sorumlu tutulmaktadir (5).
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Tirkiye’de tliberkiilozun 1990 — 95 déneminde gegirdigi seyir ile
glinimiizdeki durumunu anlamada ve son 45 yildir uygulanan kontrol
programinin etkinligini degerlendirmede karsilagilan en onemli engel yeterli ve
giivenilir verilerin bulunmayisidir. Eldeki veriler var oldugu tahmin edilen tb
hastalarinin ancak % 50’sinin “Verem Savag Dispanserleri” tarafindan bilindigini
gostermektedir (14). Tiirkiye de Saghk Bakanlifi Verem Savag Daire Bagkanligi
verilerine gore, infekte olgu sayis: yaklagik 12 milyondur. Bu 12 milyon (niifusun
yaklasik % 25°1) kisi nedeniyle; Tiirkiye, biliylikk bir infeksiyon havuzu
olusturmaktadir ve bu saymm her y % 1 — 3’iiniin hasta olacag:

diigtiniildiiglinde, sorunun boyutlar1 ortaya ¢ikmaktadir (7).

Tablo 2. Tiirkiye’de yillara gore titberkiiloz (Tb) insidans: (50).

Y-1llar Yillik ortalama Bulunan yeni tb T insidans: (ylizbinde)
niifus say1s1
1980 44438000 23210 52.2
1981 45540000 25232 554
1982 46688000 26457 56.74
1983 47864000 28634 59.8
1984 49070000 27530 56.1
1985 50306000 30960 61.5
1986 51546000 31030 60.2
1987 52845000 30779 58.2
1988 54176000 27884 514
1989 55541000 26669 48.0
1990 56000000 2494 44.0
1991 58000000 25166 439
1992 60000000 25455 429




Son yillarda tb’daki yeni korku, ¢ogul direngli (MDR) M. tbc suglarinin
varhign olmustur. Bu suslarin g¢ogunlugu en 6nemli antitiiberkiiloz ilaglar olan
rifampin ve izoniazide direnglidir (6).

HIV, tb icin yeni bir rezervuar yaratmis ve MDR suglarinin ortaya
¢ikmasi standart kemoterapi rejimlerini etkisiz birakmstir. Onceden MDR — TB
yavas ilerleyici ve genellikle akcigerle sirl iken, HIV ile infekte kisilerde,
siklikla sistemik, ¢ok zor tedavi edilebilen ve erken mortalite gdsteren bir sekle
dontismiigtiir (5).

MDR ~ TB prevalansi, standardize edilmis kemoterapi rejimlerinin
kullanilmadig: tilkelerde daha yiiksektir. Oysa tb programumin iyi ve etkili
uygulandif tilkelerde yeni hastalar arasindaki MDR prevalanst % 1’in altindadir.

Tablo 3’de diinyada tb hastalar arasindaki MDR prevalans: gésterilmigtir (5).
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MDR - TB’un optimal tedavisini deferlendiren ileriye dontik klinik
caligmalar yoktur.

Diinyada tb insidansinin azaltilmasi; yeni, etkili tam1 ydntemlerinin,
asilarin ve ilaglarin bulunmasini gerektirmektedir. Hastalarin tedavi hatalan ve
direng gelisiminin engellenmesi igin, uzun siire dikkatli izlenmesi 6n kosuldur.
Duyarlilik deneyleri sonuglarinin ¢abuk bildirilmesi, buna gore tedavinin hizla
diizenlenmesi, diizenli ve devamh bir tedavi HIV pozitif olan MDR olgularinda

bile tedaviye yanit1 ve hayatta kalma oranin: artirmaktadir (16).
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3.2. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS’IN HUCRE YAPISI VE
BAKTERIYOLOJi

3.2.1. Hiicre Yapis1

Tﬁberkﬁl(;z hastalii; ¢aglar boyunca, tanrilarin 6fkesi veya kotii hava gibi
nedenlere bagli oldugu diistiniilerek; dua etmek, pismanlik duymak, kuru ve
temiz havada yasam gibi yontemler ile tedavi edilmeye galigilmig, 1882 yilinda
R. Koch’un bakteriyi tammlamas: ile adeta yeni bir ¢ag baglamis, tam ve
tedaviye yOnelik dev adimlar atilmigtir. Bakterinin, dolayisiyla hastaligin
anlagilmasinda yol gosterici c¢aligmalar1 olan Anderson (1932), tiiberkiiloz
hastahigiyla ilgili olan hipersensitivite, koruyucu bagisiklik gibi temel olaylarin

hiicre duvarnyla iligkili olduguna dikkat ¢ekmistir (17).

Mycobacterium’lar ile yapilan elektron mikroskobu (EM) calismalari,
sitoplazma i¢inde bol miktarda ribozom, polifosfat graniilleri, vakuoller, lipid
damlaciklan ve kitle seklinde fibriler bir DNA bulundugunu, ii¢ katli plasma
membraninin  {i¢ kath bir hiicre duvart ile gevrili oldugunu ortaya

koymustur(4).

Bazi aragtirmacilar M. tuberculosis’in sitoplazmik zar ve hiicre
duvarim birlikte hiicre zarfi olarak adlandirmakta ve bu yap hiicre i¢i basinca
kars1 bakteriyi korumak ve mekanik destek saglamak, hiicre i¢ine madde girig
¢ikisim ayarlamak gibi temel iglevlere sahip oldugunu kabul etmektedirler.
Yapisal olarak diger bakterilerden Onemli farkliliklarin  olmast

mycobacteria’y: diger bakterilerden ayirmaktadir (17).
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Elektron-transparan tabaka

| / Elektron-opak tabaka
—

I ¢——— Elektron-yofjun tabake

\ Sitoplazmii zar

Sekil 2. a) Mycobacterium hiicre zarfinin elektron mikroskobu ile gériiniimii

b) Sematik agiklamasi

Mycobacteriumlarin duvar yapisinda en igte elektron yogun tabaka
bulunur ve temel yapist peptidoglikandir. Bilindigi gibi peptidoglikan yapisinda
N-asetil muramik asitler, N-glikozaminler (-1,4 baglan ile baglanirlar.
Mycobacteria’da ise N — glikolil muramik asit bulunur. Glikolil yapis1 nedeniyle
bakteri lizozime direnglidir. Ortada elektron transparan tabaka bulunur ve
arabinogalaktan mikolat molekiillerinden olusan bu yapi koruyucu bariyer gérevi
gOriir. Buras1 EM de kullanilan boyalar ile boyanmadigindan elektron transparan
goriiniir. En digta da elektron opak tabaka bulunur. Bu tabakada da mikolik asitler
bulunur, Mikolik asitler degisik lipit, glikolipit ve baz1 proteinler ile

sonlanmaktadir (4,17).
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Sekil 3. Hiicre duvar yapisinin gematik gériiniim

3.2.2. Bakteriyoloji

M. tuberculosis hareketsiz, sporsuz, aside direngli, zayifca gram ( +),
comak seklinde 2-4/0.3-0.6um boyutlarinda olan bir mikroorganizmadir.
Labaratuvarlarda diger mycobocteriumlardan ayirt etmek igin; yavas ve gecikmis
katalaz aktivitesi ile pozitif niasin testinden yararlamlir. Makrofajlar tarafindan
fagosite edildigi zaman sindirilemez ve canhlifim korur. Kiiltiirlerde uzun siire
canli kalabilir, buzdolabinda yillarca yagamim siirdiiriir. Basilin toksini yokturs
fakat pargalandifi zaman, serbest kalan bazi maddeler doku iizerinde toksik etki

yapabilir (3).
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M. tuberculosis zorunlu aerop bir bakteridir. Siirekli ¢alkalanarak iyi bir
sekilde havalandirilan kiiltiirlerde, tireme seviyesi en iist diizeyde iken, ortamin
oksijen miktarindaki kii¢iik bir azalma tireme lmzim diistiriir. % 5 — 10 CO, varlif
tiremeyi artirir. Optimal 151 37°C , pH = 7 dir. Enerji gereksinimlerini basit karbon
kaynaklarindan saglarlar. Oncelikli kullamlan enerji yolu EMP dir. Gerektiginde
TCA ve pentoz fosfat yollarina da bagvurabilir. M. tuberculosis, iyi oksijenlenen
organ ve dokulara yerlesip, ¢ogalma ve hastalik olugturma egilimindedir. Bu
nedenle tiiberkiiloz en ¢ok akciger, bobrek, eklem, kemikler, lenf bezleri, larenks,

genital sistem, bagirsak ve diger organlarda goriiliir ( 4 ).
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Sekil 5. Mycobacterium tuberculosis’in ARB goriintiisii (Pozitif) goriintiisii (X 100)
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3.3. TUBERKULOZ TANISI
Tiiberkiiloz, infeksiyon kaynagi hasta insan olan bir hastaliktir. Bu nedenle
bir toplumda basarili bir tiiberkiiloz miicadelesi verilmek isteniyorsa bu hasta
insanlara bir an 6nce tani konulup, tedavilerinin yapilmast gereklidir. Bu amagla
bazi arastirmacilara gore; hastalarin en az % 70’ine tam konulabilmeli, tan
konulan hastalarin ise en az % 85’i basarili olarak tedavi edilebilmelidir (18).
Tiiberkiilozun kesin tanisi, etiyolojik ajanin izolasyon ve identifikasyanu-
na; uygun tedavi planinin tasarlanmasina ve antitiiberkiiloz duyarlihk test
sonuglarina baghdir (19).
Bir tiiberkiiloz hastasinin tamsinda yer alan parametreler sunlardir:

* Oykii (klinik semptomlar) ~ * Bakteriyoloji

* Fizik inceleme * Histolojik inceleme
* Radyoloji * Serolojik ve molekiiler tam1 yontemleri
*Tuberkdilin testi

Tuberkiiloz basili rolatif olarak yavas ¢ogalan bir mikroorganizmadr.
Tuberkiiloz basilleri insan viicuduna degisik bélgelerden (deri, solunum,
sindirim, konjuktiva) girebilir. Ancak en 6nemli bulag yolu inhalasyondur. Her ne
kadar ilk yerlestikleri organlar farkli olsa da, meydana gelen patolojik olaylar,
daima aymdir. Bulas sonrasi hastalik olusup olugsmamasi veya hastalik meydana
gelip gelmemesi konagm direnci ile bakteriyel virulans arasindaki dengeye
baghdir (5). Tiberkiiloza kars1 gelisen bagisik yamtin sonuglari oldukga karisik
olup heniiz tamamen anlagilamamigtir. Hastaligin kroniklesmesi ve eradike
edilmesiyle ilgili zorluklar basilin fagositoza direnci ile kismen agiklanabilir.

Hiicre i¢i yerlesimli mikobakterilere karst koruyucu bagisiklik; temelde hiicresel



immiin yanita (antijene 6zgii T lenfositler, aktive makrofajlar ve bunlardan salinan
lenfokinlere)- baglidir (42). Ancak bakterinin virulans faktorleri (kord faktor,
sulfatidler ve diger asidik lipidler gibi) daha agir basar ve makrofaj aktivitesi
yetersiz kalirsa basil, hiicre i¢inde ¢ogalmaya baglar. M.tuberculosis’in duvar
yapisinda toksik etkiye sahip bazi komponentler olsa da mikroorganizmanin
bilinen histolitik enzimleri ve toksinleri yoktur.Bu nedenle konakta ani cevap
meydana gelmez.

M.tuberculosis, zorunlu aerop bir bakteri oldugundan iyi oksijenlenen
organ ve dokulara yerlesip, ¢ogalma ve hastalik olusturma egilimindedir. Bu
nedenle tiiberkiiloz en ¢ok akcigerlerde daha sonra sirastyla serdz zarlar (plevra,
meninks, periton), bobrek, eklem - kemikler, lenf bezleri, larenks, genital sistem
(testis, epididim, ovaryum ve uterus), barsak ve diger organlarda goriiliir. Parsiyel
oksijen basinci diisiik olan karaciger, dalak, mide ve pankreas gibi organlarda
infeksiyona nadiren rastlamr (5).

Hastalik ilerledikge klinik bulgular ¢arpict hale gelebilirse de, semptomlar
genellikle hafiftir ve hastalar tarafindan bagka nedenlere baglanarak gegistirilebi-
lir. Bu semptomlar1; oksiiriik, ates, halsizlik, huzursuzluk, terleme gibi
siralayabiliriz (3). Fiziki muayenede gogunlukla higbir patoloji saptanmaz. Bazi
vakalarda hastaliga uygun alanlarda ince raller isitilebilir. Radyolojik goriiniim ise
tilberkiiloza 6zgii degildir ve birgok akciger hastaliginda benzer goriiniimler
olabilir bu nedenle de tanida son s6z radyolojinin degildir (18)

Bu indirekt teshis yontemleri yol gosterici olsa da kesin tami, uygun

klinik 6rneklerden basillerin izolasyonu ile olur. Hastalik gesitli organ ve dokulart
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tuttugu igin, materyal secimine ozen gosterilmeli; normal flora iiyeleri ile
kontemine 6rnekler incelenirken dikkatli olunmalidir (4).

Ornek olarak hastalardan balgam, aglik mide suyu, idrar, BOS, diski
plevral sivi, abse materyal olarak alinabilir.

Bakteriyolojik incelemenin iki agamasi vardir:

1. Direkt mikroskobik inceleme (yayma preperat)

2. Kiiltiir

Direk mikroskobi de kullanilan yontemler;

e Ehrlich — Ziehl — Neelsen(EZN) boyama yontemi

e Kinyoun boyama ydntemi

e Floresanl boyalar.

Bu yontemlerin bazi eksik yanlari vardir; yayma preperatta basilin
goriilebilmesi igin balgamin 1 ml’sin de en az 10.000 basil bulunma geregi ve
bagta atipik mikobakteriler olmak iizere bazi mikroorganizmalarin tiiberkiiloz
basili gibi boyanip bakan kisiyi aldatabilmesi her an miimkiindir.

Tiiberkiiloz tamsii teyit etmenin en kesin yolu ise kiiltiirde basili
iiretmektir. Kiiltiir i¢in kullamlan besiyerleri ise;

e Lowenstein Jensen besiyeri

e Middlebrook —H10 . — H11 besiyerleri

e Perlegnani besiyeri

e ATS besiyeri

e BACTEC

o  MGITtir (18).



Sekil 6. Mycobacterium tuberculosis’in Lowenstein jensen besiyerindeki kiiltiir
goriintiisii

Sekil 7. Mycobacterium tuberculosis’in Lowenstein jensen besiyerindeki kiiltiir
gOriintiisii
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Serolojik ve molekiiler yontemler

Antijen ve antikorlarin saptanmast

Adenozin deaminaz (ADA) deneyi

TMA (transkripsiyona bagh ¢ogaltma)

Niikleik asit problar

PCR, SDA (Zincir, ayirma ve ¢ogaltma)

Tiirkiye i¢in de ¢ok 6nemli bir saglik sorunu olan tiiberkiilozun tamsiyla
ilgili problemler, bugiin hala klinik Orneklerin alinmasi ve labaratuvara
ulagtirilmas1 agamasinda baglamaktadir. Bu nedenle tan ile ilgili problemleri;

o Uygun klinik 6rneklerin alinmasi ve labaratuvara ulagtirilmasi.

e Preperasyondaki problemler,

e Kiiltiirdeki problemler

e Polimeraz zincir Reaksiyonu (PCR)’nda karsilagilan problem olmak

tizere dort ayr b6liim olarak incelenebilir(21).
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3.4. ANTITUBERKULOZ iLACLAR

Insanlar uzun yillardir tiiberkiiloz (tb) hastaligindan haberdar olmasma
kargin etkili kemoterapétiklerin bulunmasi ¢ok daha yakin zamana rastlamaktadir.
Elimizdeki ilaglar duyarl bakterilerle infekte olan hastalarin gogunun tedavisinde
etkilidir. Bununla birlikte, antimikobakteriyel ilaglarin hatal1 kullamlmas: sonucu,
direngli mutantlar ortaya gikmustir. Bugiin gogul ilag direngli (CID veya MDR)
varyantlarin devrindeyiz ve tb’un tedavisi igin etkili, yeni ilaglara gereksinim
vardir. Bunlar i¢in en muhtemel kaynak eldeki ilaglarin modifikasyonudur ki, bu
hem ilaglarin etki mekanizmastm hem de direng geligtirme yollarmin iyi
bilinmesini gerektirmektedir.

Antittiberkiiloz ajanlar: {i¢ gruba ay1rabiliriz:
1. Birincil segenek antitiiberkiiloz ajanlar
2. Ikincil segenek antitiiberkiiloz ajanlar
3. Tiiberkiilozda etkili olduklar1 kabul edilen, bir kismi giiniimiizde kullanilan ve

aragtirma agamasinda olan ajanlar(22).

3.4.1. Birincil Secenek Antitiiberkiiloz Ilaglar

3.4.1.1. izoniazit (INH)

Biitiin diinyada tb tedavisi ve profilaksisinde kullanilan en giiglii ilaglardan
biridir. Ucuz olmasi, biyoyararliligi, milkemmel hiicre i¢i penetrasyonu ve dar etki

spektrumu ile ideal bir antimikobakteriyel ilagtir (23).

Ayrica Mycobacterium tuberculosis bu ilaca karg: yiiksek oranda spontan

direng gelistirme 6zelligine sahiptir (10° da bir).
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Akciger tb’lu hastalarda en fazla basil (10’7 — 10%) Kkavitelerde
bulunmaktadir ve direng¢ gelisiminden en ¢ok bunlar sorumludur. Hastahigin
akciger iginde yayillmasindan ve balgamda basil pozitifliginden sorumludurlar.
INH bu basillere en giiglii bakterisidal etkiyi g6steren ilagtir. Bu etki tedavinin ilk
iki glinli sirasinda bakteri 6liimiinii saglar ki, buna “erken bakterisidal etki” adi
verilir (24).

INH bir 6n ilagtir, aktivasyonu i¢in Kat G geninin {iriinii olan katalaz —
peroksidaz enzimine ihtiyag vardir. Aktif hale gecen INH, InhA geninin iriinii
olan ve doymus uzun zincirli yag asitlerinin sentezinden sorumlu olan enoyl-
ACP-rediiktaz’1 inhibe eder. Bdylece hiicre duvari sentezi i¢in Snemli olan
mikolat yapimindaki yag asit uzamasi engellenir (25). INH’a direng geligimi
% 47-58 oraninda Kat G geninin, % 21 — 28 oraninda Inh A geninde mutasyona
baglidir (26).

Oral yoldan alindiktan sonra tamama yakin absorbe olur ve 1 — 2 saatte
serumda pik duruma gelir. Yarilanma 6mrii 1 — 3 saat olup BOS, amniyotik sivi,

anne siitii dahil tiim viicut sivilarina iyi geger (22).

3.4.1.2. Rifampin (RMP, RIF)

Rifampin daha ¢ok tb tedavisinde kullanilan ansamisin grubundan genis
spektrumlu bir antibiyotiktir. Tedavi rejiminin “kalbi” olarak adlandirilir.
Hastaligin niikstinden sorumlu basillere etki ettifinden “sterilizan etki” denilen
etkiyi olugturur. Rifampin rpof geninin iiriinii olan DNA bagimli RNA polimeraz

enzimini, katalitik merkezin bulundugu beta subiinitesine baglanarak inhibe eder.
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Rifampin’e direng bu gendeki mutasyona baghdir. Rifampin direnci, MDR — tb
i¢in bir merkez olarak kabul edilmektedir.

Oral ve parenteral sekilleri vardir. Yiyecek varliinda emilimi miimkiin
olur, 1,5 — 2 saatte serumda pik diizeye ulagwr. Tim viicut sivilarina iyi

gecmektedir (22, 26).

3.4.1.3. Streptomisin (SM, STR)

Genis spektrumlu bir aminoglikozit olan streptomisin, tb tedavisinde ilk
kullanilan ilagtir. M. tuberculosis’e ekstraselliiler, alkali ortamda bakterisid
ektilidir, ancak hiicrelere penetre olamaz. Streptomisin bakteri ribozomuna
baglanarak protein sentezini inhibe eder. Streptomisin direncinden % 80 oraninda
ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsl geni ya da 16SRNA’y1 kodlayan rrs

genindeki mutasyonlar sorumludur (22).

3.4.1.4. Pirazinamit (PZR)
M. tuberculosis’e asit ortamda, akut inflamasyon alanlari ve makrofaj
icerisinde bulunan ve sayilar1 10°°den az olan yavas ¢ogalan diisiik metabolik
aktiviteye sahip basillere etkilidir. Sadece oral sekli bulunur, yarilanma 6mrii 23

saattir (24, 29).
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3.4.1.5. Ethambutol (EMB)

Bu ilacin etki mekanizmas1 heniiz tam olarak aydinlatilamamgtir.
Ethambutol’un etki mekanizmasinin hiicre duvarinin olusumunda 6nemli rol olan
arabinogalaktan sentezinin inhibisyonu oldugu ileri siiriilmiistiir (27). Dokularin
¢oguna iyi penetre olmasina ragmen meninkslere gegemez. 2 — 4 saatte serum pik

diizeye ulagir (22).

Tablo 4. Birincil segenek antitiiberkiiloz ajanlarin dozlar1 ve yan etkileri (16)

Giinliik diiz Maksimum
(mgr/kg) Giinlitk doz
Iaglar Erigkin Cocuk Yan etkileri
Izoiazit 5 10-20 300 mgr Hepatik enzim yiikselmesi, n&ropati,
hepatif, periferik norit, agir1 duyarlik
Rifompin 10 10-20 600 mgr Sekresyonlarin ve idrarin portakal rengi
boyanmasi, kusma, hepatif, nezleye benzer
reaksiyon, purpura (nadir).
Pirazinamit  15-30 15-30 2 gr. Hepatotoksisite, heperlirisemi.
Streptomisin 15 20-40 1 gr. Ototoksisite, nefrotoksisite
Etambutol 15-25 15-25 25gr Optik norit (kirmizi-yesil ayrimm iyi
yapillamamasi), gorme netlifin azalmasi,
deri dokilntiisii.

3.4.2. ikincil Secenek Antitiiberkiiloz ilaglar
Bu ilaglar, birincil segenek antitiiberkiiloz ilaglara direngli olan olgularda
kullanilmaktadir. Bu bilegikler daha biiyiik toksisite gostermekte ve buna bagh

olarak da daha az tolere edilebilmektedirler(28).

3.4.2.1. Para — Aminosalisilik Asid (PAS)
PAS, para — Aminobenzoik asidin (PABA) striiktiirel anologudur.
PABA’min folik aside doniismesini (DNA sentezi igin gereklidir) kompetetif

olarak bloke ederek M. tuberculosis e bakteriyostatik etki yapar.
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Bir iki saat i¢inde serumda pik diizeye ulagir fakat viicuttan hzh atildigindan
giinde 10 — 20 gr gibi yiiksek dozda verilir ki; bu da hastanin tedaviye uyumunu

negatif yonde etkiler (26).

3.4.2.2. Etionamit (ETH)

INH gibi izonikotinik asit derivesidir. Etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber mikolik asit senteziyle ilgilidir ve mikobakterilerin
aside direngli boyanma o&zelliklerini kaldirirlar. INH ile ¢apraz direng

saptanmigtir (22).

3.4.2.3. Protionamid
Etionamit ile etki mekanizmasi aymdir. INH ile ¢apraz direng

saptanmamugtir.

3.4.2.4. Sikloserin

Streptomyces orchidaceus kiiltiriinden elde edilmis olan genig spektrumlu
bir antibiyotiktir. D-alanin’in yapisal analogudur. D-alanil-D-alanin dipeptidi
mikobakteriyel hiicre duvarimin biyosentezi i¢in gereklidir. Bu inhibisyon sonucu,

hiicre iiremesinin durmasi ve lizis ile hiicre 6liimii olmaktadir.

3.4.2.5. Terizidon

Sikloserin’in bir 6n ilacidir. Sikloserin digindaki antitliberkiiloz ilaglarla

capraz direnci yoktur.
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3.4.2.6. Tiasetazon
Bir thio — semikarbozon’dur ve ¢ok ucuz oldugundan, 6zellikle fakir olan

tilkkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Etki mekanizmasi bilinmemektedir (22).

3.4.2.7. Kanamisin, Amikasin, Kapreomisin, Viomisin
Amikasin ve kamamisin yapisal olarak ¢ok benzemekle beraber aralarinda
capraz direng vardir. 30S ribozomal subiinitesine baglanarak protein sentezini

inhibe ederler. Viomisin ise aminoacyl-tRNA translokasyonunu bloke eder.

Tablo 5. Ikincil segenek antitiiberkiiloz ajanlarin dozlar1 ve yan etkileri (16)

Giinlitk doz Maksimum

(mgr/kg) giinltik doz
(Eriskin ve
ILACLAR Cocuk) Yan etkileri

Kapreomisin ~ 15-30 1gr Isletme ve denge bozuklugu, renal toksisite

Kanamisin 15-30 1gr Isitme bozuklugu ve renal toksisite, nadiren
denge bozuklugu

Ethionamid 15-20 1gr Hepatotoksisite, agir1 duyarlik, gastro-
intestinal bozukluklar

Para- 150 12 gr. Gastrointestinal bozukluklar, agir1 duyarlik

aminosalisilik

asid

Sikloserin 15-20 lgr Psikoz, kisilik degisiklikleri, konflizyon,
dokiintiy
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3.4.3. Tiiberkiilozda Etkili Olduklar1 Kabul Edilen, Bir Kism

Giiniimiizde Kullamlan ve Aragtirma Déneminde Olan flaclar

3.4.3.1. Kinolonlar

Florokinolonlar, invitro ve invivo M. tuberculosis’e karsi st diizeyde
etkili olup makrofaj i¢ine girme ve burada birikme 6zelligine sahiptirler. Tiim
florokinolonlar, DNA giraza baglanarak DNA sentezini inhibe ederler.

M. tuberculosis’e karst en etkili florokinolonlar1 siprofloksasin,
ofloksasin, levofloksasin ve siprofloksasin oldugu gosterilmigtir. Makrofajlarla
yapilan ¢aligmalarda spar- ve levofloksasin’in ofloksasin ve siprofloksasine gore
daha etkili oldugu gozlenmistir. Ciinkii daha diigik MIC degerine sahiptirler ve

DNA giraz’a daha kolay baglanirlar(30).

3.4.3.2. Yeni Rifamisinler

* Rifabutin

RifamisinS’nin  sentetik derivesi olup rifampinden daha iyidir.
Ustlinliikleri sunlardr:

1. Rifampin’e direngli suglarin % 30’una etkilidir.

2. Yarilanma 6mrii daha uzundur. (32 — 67 saat)

3. Invitro aktivitesi 2 — 4 kat daha fazladir.

* Rifapentin : Makrofajlarda birikim ekstraselliiler siviya gore 60 kat

daha fazladir.Rifampin i¢in bu 5 kattir.
* KNR-1648: Post antibiyotik etkisi rifampinden daha uzundur.
* Klofazomin: Mikobakterilere karsi toksik oksijen metabolitleri

olugturarak etki ettigi diistiniilmekdedir.

28



Bu ilaglarin disinda, metronidazal, klorpromozin, oksazolidanlar, poloksa-
mer surfaktanlar, gengamisin, K-130, makrolitler ve 2’2’ bipyridil analoglan

tuberculosis’in tadavisinde kullamilmak iizere halen aragtirilan ilaglardir (22).

3.5. M. TUBERCULOSIS’IN ANTITUBERKULOZ iLACLARA
DIRENC MEKANIZMALARI

Tiiberkiiloz tedavisinde modern dénem 1946 yilinda streptomisin (SM) in
tedavi programina alinmasi ile baslamig, INH ve RMP ile gelismis ve yeni
ilaglarin da eklenmesi ile tiiberkiiloza kars1 biiyiik bagar elde edilmistir (31).

19. yy.’da gelismis {ilkelerde tiiberkiiloz morbidite ve mortalitesinde bir
azalma olmus, sonraki yillarda da immunosupresif tedavinin yayginlagsmasi ve
ozellikle HIV enfeksiyonu, tiiberkiiloz olgularinda artisa yol agmugtir. 1985 —

1995 yillar arasinda olgu sayisinda yaklagik % 12 artis oldugu bildirilmisgtir.

Son yillarda tiiberkiloz ile ilgili en onemli problem, g¢ogul direngli
M. tuberculosis suslarinin ortaya ¢ikmasi olmustur. Bu suslar en azinda 6nemli
antitliberkiiloz ilaglar olan rifampin ve izoniasid’e direngli olup standart

kemoterapi rejimlerini etkisiz birakmagtir (6).

Mycobacterium tuberculosis’in tuberkilloz ilaglarina karsi gelistirdigi

direngprimer veya sekonder olabilir (7);

1. Primer (inisyal) Diren¢: Direngli hastanin basilleri ile infekte olmug ve
hi¢ tedavi gérmemis kisilerde goriilen direnctir. Bu direncin gelismesinde etkili

bazi risk faktorleri vardir.

* Direngli tiiberkiiloz olgusu ile temas.
* Direngli tiiberkiiloz prevelans: yiiksek bir bolgeden olmak,
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* Toplumda primer ilag direncinin > % 4 olmas1 (7).

2. Sekonder (Kazanmimug) Direng: Antimikrobiyal tedavi sonucu, duyarh
basillerin ortadan kalkarak, diren¢li mutat basillerin ¢ofalmasi ile gelisen
direngtir.

Rezistan mutantlar ortalama olarak; rifampin de (RMP) 10% de 1, izoniazit
(INH), ethambutol (EMB), para — aminosalisilik asit (PAS), kanamisin,
streptomisin (SM)’e 10® da 1, etionamit (ETH)’e 10° de 1 goriilmektedir. Bu
rezistans olayi, bakteriler antibiyotikle karsilagsmadan olugmaktadir (31).

Son yillarda INH ve RMP’e kars1 M. tuberculosis’in direng kazandif1 bu
durumun uygun olmayan tedavisi sonucunda gelistigi g6zlenmektedir. Iyi
oksijenlenmis kazedz lezyonlarda 10" — 10° ve makrofajlarda 10* — 10® basil
oldugu g6zéniine alimrsa ortamda bu ilaglardan birine direngli mutant sug
bulunma sans1 vardir. Antibiyotik tedavisi sonucunda duyarli basiller
oldiiriilmekte veya suprese edilmekte ve sonugta direngli basil rahathkla
¢ogalabilmektedir.

Basilde olugan mutasyon antitiiberkiiloz ilaglarin etki alamindaki birden
fazla geni etkileyebilir, sonugta primer hedef degisebilecegi gibi ilaglarin spesifik
transport sistemleride etkilenebilir.

Asagida en fazla incelenen RMP, INH ve SM’e kars1 direng

mekanizmalar agiklanmigtir:
3.5.1. Rifampin (RMP)

Aktif olarak replike olan basile bakterisidal etkisi vardir. Antibakteriyel

etkisini DNA’ya bagimli RNA polimerazin § sublinitesine baglanip RNA
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sentezini inhibe ederek goOsterir. P subiinitesi rpoB geni tarafindan
kodlanmaktadir.
RMP direncinde mutasyonlarin 6zellikle de RMP’e gegirgenligin degismesi ve

RNA polimerazin diger subiinitelerinde olabilecek mutasyonlarin etkili oldugu

bildirilmistir.

3.5.2. Izoniazid (INH)

M. tuberculosis suslarimin INH’e direnglerinin molekiiler temeli Kat G
genindeki ve InhA lokusundaki regiilatér sekans mutasyonlarma bagh
goziikmektedir, ancak INH’e direngli suglarin hepsinde bu genlerde mutasyon
saptanmamagtir. Dolayisiyla ileri biyokimyasal ve genetik c¢aligmalarla
mekanizmalarin aragtirilmasi gerekmektedir.

3.5.3. Streptomisin (SM)

M. tuberculosis’de SM direnci ile ilgili mutasyonlar iki bolgede
tamimlanmgtir.

a. r1rs (16 StRNA’y1 kodlayan gen)

b. rpsL (ribozomal S12’yi kodlayan gen) (31)

Tablo 6. M.tuberculosis’de antibiyotik direnci ile ilgili saptanan mutasyonlar (36)

Antibiyotik Gen Biytikliok (bp)  Urlin
RIF RPOb 3.534 RNA polimeraz’in b subiinitesi
INH katG 2.205 Katalaz-peroksidaz

INH-ETH  inhA lokusu 810 (inhA) envM analogu+3-ketoagil-agil tagiyici protein

reditktaz anallou
STR rpsL 372 Ribozomal protein S12
STR s 1.464 16S rRNA
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3.6. COK ILACA DIRENCLI TUBERKULOZDA TANI VE

TEDAVININ ESASLARI

Tiiberkiilozda ilag direnci, kemoterapi dénemi ile birlikte insanoglunun
ortaya ¢ikardig: bir sorundur (7). Kétii kontrol programlari, 6zellikle rifampisinin
denetimsiz kullanimi, sorunun ¢dziimiinii ¢ok zor bir noktaya tagimigtir. Bu olay
en az INH ve RMP’nin her ikisine de direng olarak tammladigimiz “Cok Ilaca
Direngli Tiiberkiiloz (MDR- TB)”durumunu ortaya ¢ikarmgtir (33).

Son 15 yilda ozellikle HIV ile enfekte hastalarda ¢oklu ilag direngli
tiiberkiiloz olgularinin hizla artmasi, bu olgularin % 40’1min 6lmesi ve tedavinin
basaristz olmasi, hastane kaynakli bulaslarin gézlenmesi, primer ve sekonder ilag
direncinin artmasi gibi nedenler tiiberkiiloz kontrol ¢ahgmalarimi sonugsuz
birakmistir.

Modern kemoterapi ile alt1 aylik bir siirede ucuz ve tolerans: kolay ilaglar
ile iyilesecek bir hastalik, yanlis ve yetersiz kemoterapi uygulamalar1 ile yerini
kotii prognozlu, tedavisi gok uzun siiren, toksik, pahah ilaglar ve cerrahi miidahele
ile tedavi yapilabilen fetal bir hastalifa birakmugtir (34). MDR - TB tedavisi 6zel
merkezlerde, hastalarin uzun siire haspitalizasyonunu saglanarak, dogrudan
gozetim altinda, bu konuda deneyimli uzmanlar tarafindan yapilmalidir (35). Bu
hastalarda tedavi bagar1 oraninin diigiikliigii, toplumda tedavi edilmeyen tiiberkii-
lozlularin 6nemli bir bSliimiiniin, direngli basillere bulagtiriciliklarim siirdiirmekte
oldugunu gosterir. Bulagmay: saglayan edinsel direngli hasta sayisimn artmasi,
artan primer diren¢ oranlar1 ve tedavi basarisizlifn kisir dongiisii, tliberkiiloz

kontrol programlarinin  yeniden gézden gegirilmesini gerektirmektedir.

32



Ciinkii bir tilkede edinsel dirence sahip hastalarin siklii ge¢miste uygulanan
tedavi programlarinin basaristyla dogrudan ilgilidir (24).

DSO’niin tiiberkiiloz kontrolii igin 6nerdigi strateji; dogrudan gozetim
altinda kisa stireli kemoteropi olarak adlandirilan DOTS tedavisidir. MDR-TB’un
varoldugu toplumlarda sadece DOTS uygulamas: yetersiz kalacaktir. Bunun igin
DOTS’a ek olarak ikinci sira ilaglarla MDR-TB  olgularinin tedavisine

baglanmalidir ki, buna da DOTS-plus denir (35).
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3.7. M. TUBERCULOSIS’IN ANTIBIYOTIK DUYARLILIK
TESTLERI

1985’lerden itibaren HIV epidemileri ile birlikte MDR-TB olgularinin ve
bu direngli basillerle infekte primer direngli olgularin artmasi, M. tuberculosis ’in
tam ve antibiyotik duyarlilik testlerinin ¢ok zaman almasi, hastalifin sagaltim ve
kontroliinde basar1 oramini diigtirmektedir. S6zii edilen sorunlar, bu konuda daha
izl ve giivenilir tam, sagaltim ve antibiyotik duyarlilik saptama yéntemleri
gelistirilmesi konusunda yogun c¢aligmalara neden olmustur (36 ).Tiiberkiiloz
sagaltminda bagari, 40 y1li agkin siiredir geligtirilen ¢esitli prensiplere dayanir. Bu
prensipler:

1. M. tuberculosis 'de spontan mutasyonlar sonucu ilaca direncli suslarin
ortaya ¢ikisim onlemek amaci ile safaltimda mutlaka en az iki ilacin birlikte
kullanilmasi zorunlulugu

2. Bagarili bir sagaltim i¢in aside direngli basil (ARB) pozitif hastalarda
tedavinin, balgamda ARB ( - ) oluncaya kadar slirdiiriilmesi,

3.Tiim hastalarda gelen ilk rneklerde bile antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmasimin gerekliligidir.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan yapilan bu
Oneride; ii¢ aylik tedavi sonrasinda hala kiiltiir pozitifligi saptananlarda antibiyotik
duyarlilik testlerinin yinelenmesi ve sonuglar gelinceye kadar dortlii ilag
tedavisine baglanmasi 6ngériilmektedir.

Tiiberkiilozun etkin sekilde sagaltimi; uygun kemoteropi modellerinin

se¢imi ve uygun kombinasyonlarin yeterli siire kullammina baghdir. Uygun
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ilaglarin se¢imi ise standardize edilmis, hizli ve dogru yorumlama kriterlerine
sahip in vitro duyarhilik yéntemlerine dayanir (9).

Tiiberkiiloz basilinin kemoterapttik ilaglara duyarhilifim saptamada
kullamlan labaratuvar testleri ti¢ amaca hizmet eder. Birincisi hastaya verilecek ilk
kemoterapédtik kombinasyonun se¢iminde yardimci olmasi, ikincisi hasta tedaviye
yeterli bir bakteriyolojik cevap vermedifinde ilag direnci olustugunun
dogrulanmasi ve buna bagli olarak farkli ila¢ tedavisi rejimlerin se¢imi ve liglincli
olarak toplumdaki primer ve edinilmis ilag direnci prevelansinin belirlenmesidir.
Bu nedenlerden dolay1 antibiyotik duyarlilik testlerini yaparken glivenilir bir

teknik kullaniminin 6nemi biiyiiktiir (9,35).

3.7.1. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Bu testleri iki bsliimde incelemek olasidir:

3.7.1.1. Geleneksel Yintemler
e Absolii konsantrasyon yontemi
e Direng — oran yontemi

e Proporsiyon yéntemi(9)

3.7.1.1.1. Absolii Konsantrasyon Yontemi

Bu yontemde 6rnek, ilaglarin belli konsantrasyonlarim igeren besiyerleri
ile ilagsiz kontrol besiyerine ekilir. Spesifik ilag konsantrasyonunda (genelde 20
koloni) belli sayida koloniden fazla Ureme saptanmasi direng olarak

degerlendirilir.



3.7.1.1.2. Diren¢ — Oran Yodntemi

Aynt genel prensipleri igerir. Farkli yani, kontrol igin standart bir sug olan
H37Rv’nin de ilagh ve ilagsiz besiyerlerine ekilmesidir. Direng; bilinmeyen susun
minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIC), kontrol susun MIC’a oram olarak

tanimlanir. Bu oran > ise sug direngli kabul edilir.

3.7.1.1.3. Proporsiyon Yontemi

Agar proporsiyon yontemi 1960°l1 yillarin baglarinda geligtirilmis olup,
glinimiizde de sik kulamlan bir y6ntemdir. Cesitli modifikasyonlar1 yapilan bu
yontem NCCLS tarafindan standart bir yontem olarak 6nerilmektedir.Besiyeri
olarak oleik asit — alblimin dekstroz —katalaz (OADC) eklenmis Middlebrook
7H10 veya 7H11 agar, antimikobakteriyel ilag¢ olarak da referans toz ilaglar veya
ilag emdirilmig diskler kullanilir. Antibiyogram i¢in yumurtali besiyerleri; gerek
pisirilme sirasinda ilaglarin potens kaybi, gerekse besiyerindeki fosfolipitler,
proteinleri ve bazi aminoasitler tarafindan etkilendikleri igin uygun degildir.
Inokulum ya ARB ( + ) hasta 6rneginden direkt olarak veya kiiltiirden indirekt
olarak hazirlanir. inokulumun belli diliisyonlan ilagh ve ilagsiz kontrol besiyerine
0,] ml miktarinda inokiile edilir. Testin gegerli olabilmesi i¢gin test susunun veya
kontrol susun ilagsiz besiyerinde en az 50 — 150 koloni olugturmas: gerekli olup

bu plaklar degerlendirilir. Ug haftada bazi besiyerinde 50°den az koloni olursa test

yenilenmelidir.
Ilach besiverindeki koloni savis1

Direng ytizdesi = x 100
Kontrol besiyerindeki koloni sayis1

olarak hesaplanir.
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Elde edilen say1 % 1’e esit ve biiyiikse, izolat test edilen konsantrasyon-
daki ilaca direngli olarak rapor edilir. Direngli kékenlerin yiizdesi, terapotik
etkinligin indikatorii olarak kullanilir,

CDC ttim ilaglar i¢in kritik proporsiyon olarak % 1°i 6nermektedir.

3.7.1.2. Yeni Yontemler
A. Kiiltlir veya bakteri varlifina dayal: yéntemler
e Radyometrik yontem (BACTEC)
e Mikobakteri biiylime indikatér tiip yontemi (MGIT)
¢ Kolorimetrik yontem (Alamar Mavisi)
e Modifiye agar — diliisyon yontemi
e Lusiferaz tagiyici faj yontemi (LRP)
e Biyoluminesans yontem (Hiicresel ATP $lgiimii)
e Flow sitometri yontemi
e E test (Epsilometer)
B. Molekiiler Yontemler
e Tek zincir konformasyon pelimorfizm (SSCP)

e Revers hibridizasyon

3.7.1.2.1. Kiiltiir veya Bakteri Varhgna Dayal Yéntemler

3.7.1.2.1.1. Radyometrik Yontem (Bactec Yontemi)
NCCLS tarafindan standart bir yéntem olarak kabul edilmektedir. Besiyeri

olarak; C14 igaretli palmitik asit iceren Bactec 12B gigeleri kullanilir.
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Ureyen mikobakteriler bu substrati primer karbon ve enerji kaynag1 olarak
kullanarak '*CO, agia ¢ikarir. Metabolik son iirlin olarak olusan *CO, stv1
besiyeri lzerindeki boglukta birikir. Bactec 460 cihaz, siselerde olusan
radyoaktiviteyi 6lger, her sisede ortaya gikan radyoaktivite 0 — 999 simrlar iginde
bir say1 olarak belirlenir. Bu sayilar tireme indeksidir (GI). Olusan '*CO, miktan
tireme ile dogru orantilidir.

Ornekler bilinen yontemlerle dekontaminasyon ve konsantrasyon
isleminden sonra tiiberkiilin enjektorii ile 0,5 ml olarak 12B siselerine ekilip 37°C
de inkiibe edilir. Ortalama tireme stiresi 7 — 12 giindiir. Sigeler 24 saatlik aralarda
en az 4 giin GI yonlinden kontrol edilir ve kontrol sigesinin GI’i 30 olana kadar
stirdirtiliir. GI > 10 ise 6rnek pozitif olarak kabul edilir. GI 30 oldugunda her sise
i¢in bir 6nceki giine gore GI farki hesaplanir ve bu fark AGI olarak degerlendirilir.

Kontrol AGI > ila¢li AGI = duyarl1

Kontrol AGI < ilagh AGI = direnglidir.

Kontrol AGI = ilagh AGI = kismi direngli
olarak degerlendirilir.

Bu yontemde oncelikle 1. kusak tiiberkiiloz ilaglarina kars1 duyarlilik test
edilir ve sonuglar 3 — 5 giinde almmir. Bu y6ntemin en 6nemli dezavantajlari,
direngli basillerin oranini belirleyememesi ve radyoaktif madde kullanlmasidir.
Ancak sonuglarin agar proporsiyon yontemiyle % 90 uyumlu olmasi yanisira hizli
ve giivenilir bir yontem olmasi nedeni ile NCCLS tarafindan standart bir yontem

olarak onerilmekte ve birgok merkezde kullamlmaktadir(3, 40).
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3.7.1.2.1.2. Mikobakteri Biiyiime indikator Tiip Yontemi (MGIT):

Klinik 6rneklerden mikobakteri izolasyonu gergeklestiren hizli ve duyarli
bir yontemdir. Her MGIT tiipti 4 ml modifiye Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri ve %
0,25 gliserol igerir. Tiipiin dip kisminda ise oksijene duyarl bir floresan indikat6r
bulunur. Klinik 6rnekler, i¢cinde belli konsantrasyonlarda ila¢ igeren tiiplerle
birlikte ilagsiz kontrol tiiplerine de inokiile edilir. Ureme olursa; iireyen bakteriler
0, kullanacagindan, 0,’ne duyarli floresan indikatér 365 nm dalga boyunda UV
15181 altinda veya Wood lambasinda parlak portakal renginde floresans verir (8, 3).

Iagh tiiplerde; duyarli bakteriler inhibe olacak, direngli bakteriler ise
tireyerek floresans vereceklerdir. Olugan floresans derecesi antibiyotiksiz negatif
kontrol ve % 0,4 lik sodyum siilfat iceren pozitif kontrol tiipleri ile
karsilagtirilarak degerlendirilir. Elle uygulanan ve non — invazif bir yontem olup

5 — 6 giin gibi kisa bir siirede liremeyi saptar (52).

3.7.1.2.1.3. Kolorimetrik Yontem (Alamar Mavisi)

Alamar mavisi, lireme indikatorii olarak kullamlan bir oksidasyon — rediik-
siyon boyasidir. Bakteriyel metobolizma ve iireme sonucu pembeye doniisiir (4)
Bu yontemde Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde iiretilen M. tuberculosis
kiiltiirinden McFarland 1’e¢ gore bir siispansiyon hazirlanir ve bunun 1 : §
diliisyonu yapilir. Test edilecek antibiyotikler de 7H9 sivi besiyerine konur.
Bunun iizerine diliie edilmis kiiltiir siispansiyonundan eklenir. Tiiplerdeki son
bakteri konsantrasyonu 6 x 105 CFU/ml’dir. Ayml sekilde ti¢ ilagsiz kontrol
tiiptine de ekim yapilir ve tiim tiipler 35°C de inkiibe edilir. Ilag igeren tiiplerin

test edilmeye hazir olup olmadifim anlamak i¢gin kontrol tiipleri 7, 10 ve 14 .
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giinlerde test edilir. Bunun igin kontrol tiipiine 0,02 ml. Alamar mavisi soliisyonu
ile 0,05 ml % 5 Tween 20 veya Tween 80 eklenir ve iki saat 50°Cde inkiibe edilir.
Bu siire sonunda eger renk maviden pembeye donerse, ilagh besiyerlerine de aym
maddeler eklenerek yine iki saat 50°C de inkiibe edilir. Renk degisimini &nleyen
ilag konsantrasyonu MIC olarak degerlendirilir. Bu y&ntem hizli, kantitatif ve
non-radyometrik bir ydntem olup, sonuglar 7 — 10 giinde alinir. Yorumlar

proporsiyon yontemiyle % 97 oraninda uyumludur (3).

3.7.1.2.1.4. Modifiye Agar -~ Diliisyon Yontemi (Mikrokoloni
Saptama):

Middlebrook 7H11 Agar ve % 10 OADC igeren Kkati1 besiyerinde
mikrokoloni olusumunun goézlenmesi ile ilaglara karg1 hizli duyarhilik saptanabilir.
Klinik orneklerde hazirlanan inokulum belli konsantrasyonlarda ilag igeren ve
kontrol i¢in ilag igermeyen ince dokiilmiis 7H11 agar besiyerlerine ekilir. Ekili
plaklar mikroskop altinda x4 — x100 biiyiitmede her iki giinde bir mikrokoloni
olusumu y&niinden kontrol edilir. Sonuglar 10 — 12 giinde elde edilir. Hizl, pratik

ve ucuz bir alternatif yéntemdir (3).

3.7.1.2.1.5. Lusiferaz Tasiyic1 Faj Yontemi (LRP):

Bu yontemde ates boceginin lusiferaz genini tagiyan bir mikobakteri faji
kullanilmaktadir. Bilindigi gibi, fajlar kendilerine 6zgii canli bakterileri infekte
ederler. Lusiferaz geni tagiyan bir faj ile infekte olan mikobakterilerde lusiferaz

geninin transkripsiyonu ve faj ¢ogalmasi ile bol miktarda lusiferaz eksprese edilir.
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Ortama lusiferaz enziminin substrati olan lusiferin eklendiginde, mikobakteri
hiicre duvar ve membramm hizla gegen reaksiyon sonucunda oksilusiferine
doniigiir ve 151k olugur. Olusan 151k bir luminometre veya fotometre ile Slgiilebilir.
Olusan 15181n miktan faj infeksiyonu ve hiicresel ATP miktarina yani ortamdaki
canli mikobakteri sayisina baglidir. Antitiiberkiiloz ilaglara duyarh bakteriler 151k
olusturmaz iken; direngli olanlar 151k olugturmaya devam ederler. Hizli bir yontem
olup fajla infeksiyondan birka¢ dakika sonra 1s1k tiretimi saptanabilir ve iki saat
icinde 100 kat artig gozlenir. Ozellikle yeni ilaglarin geligtirilmesinde bilyiik

umutlar vaat eden bir yontemdir (52, 3).

3.7.1.2.1.6. Flow Sitometri Yontemi

Flow sitometri, bir s1v1 akimi i¢inde tek tek gegmekte olan hiicreler veya
biyolojik partikiillerin, fizik ve kimyasal 6zelliklerini sensorler araciligiyla 6lgebi-
len bir islemdir. Bu yontemin esasi, M. tuberculosis’in floresan diasetat (FDA) 1
serbest floreseine hidrolize etmesi ve boylece olugan florosam1 mikobakterilerin
flow sitometrik analiz ile saptanmasina dayanur.

Antimikobakteriyel ajanlara karsi duyarlilik tesbiti i¢in, ilagsiz kontrol
besiyerleri ve ¢esitli ilag konsantrasyonlar: igeren siispansiyonlar da 24 — 48
saatlik inkiibasyonlardan sonra, yagayan mikobakteri sayis1 tespit edilerek
yapilmaktadir Bakteri {iremesi gerekmedigi igin 24 saat gibi kisa bir siirede sonug

alinir (30).
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3.7.1.2.1.7. Biyoluminesans Yintem (ATP &l¢iimii)

Yagayan tiim canlilarda ATP varlifina dayanan bir yéntem olup, bakteriyel
kiiltirlerde ATP ekstraksiyonu ve olgiilmesi ile yapilir. Duyarlik tayini i¢in anti-
mikrobiyal ajanlar uygun konsatrasyonlarda 2,5 ml Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri
icinde konur. Mikobakteri kolonileri 0,5 Mc Farland bulaniklik olacak sekilde
slispansiyon haline getirilir. Bu silispansiyondan 0,5 ml ilag igeren tiiplere eklenir.
Ilag icermeyen kontrol tiipleri ile birlikte 35°C°de 10 giin inkiibe edilir (9,11).
Daha sonra bu kiiltiirden alman bir miktar sivi, 0,1pl TRIS tamponu ve EDTA
iceren cam tiiplerde 5 dakika kaynatilarak hiicreler parcalamir ve oda isisinda
sogutulur. Uzerine ATP monit6rize edici madde eklenerek 151k iiretimi yoniinden
luminometre ile incelenir. Olugan 151k miktar1 hiicresel ATP ile dogru orantilidir.
Duyarli olanlar 151k tiretimi yapmaz. ATP aktivitesinin, kontrol susuna gére % 40
veya daha altina inmesi, o ilaca karg1 duyarlihi1 gosterir. Sonuglar ortalama bir

haftada alnir. (3)

3.7.1.2.1.8. E — test (Epsilometer)

Daha ¢ok hizli iireyen mikrobakteriler igin kullamilmakta ise de son
zamanlarda M. tuberculosis ve M. avium — intracellulare i¢inde kullanilabilecegi
bildirilmistir. Bu yéntemde besiyerinde tiremig ve Mc Farland 3’e gére bulanikli:
ayarlanmig bakteri siispansiyonu agar yiizeyine yayilir. Uzerine degisen oranlarda
antimikobakteriyel ilag iceren E test geritleri konur. Plaklar 5 — 7 giin siire ile
37°C de inkiibe edilir. Uremenin kuvvetle inhibe oldugu ¢izginin E-test seridini
kestigi nokta MIC degerini verir. Uygulamas1 kolay, ucuz ve iimit veren bir
yontemdir. Yapilan ¢aligmalarda E test ile agar diliisyon yontemleri arasinda iyi

bir paralellik saptamigtir.

AN



3.7.1.2.2. Molekiiler Yontemler
M. tuberculosis suglaninda gesitli antimikobakteriyel ajanlara direng, o
ilaglarm baglandif1 hedef bolgeleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarla iliskilidir.

Molekiiler tekniklerle bu mutasyonlarin gosterilmesi amaglanmaktadir.

3.7.1.2.2.1. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizm (SSCP)

Bu yontemin esas1 tek zincirli bir DNA’nin sekonder yapisinin herhangi
bir baz degisikligi sonucu degismesinin, non — denatiire jel elektroforezi ile
saptanmasina dayamr. Normal ve mutant zincirlerin jeldeki hareketi farkli

olmaktadir.

Cift sarmall1 DNA denatiire edilerek ve tek sarmal halde non — denatiire
poliakrilamid jelde yiirtitiiliir. SSDNA’nmin hareketi uzunluguna, molekiil agirligina
ve konformasyonuna baglidir. Konformasyon, zincir i¢i baz ¢iftlesmeleri ve diger
kuvvetlerle stabilizasyonu sagladigi sekonder bir yapidir. Birbirine komplamenter
olan tek zincirler jelde farkli bantlar olarak goriiliir. SSCP fragmanlar1 100 — 500

baz ¢ifti ile sinarlidir (3).

3.7.1.2.2.2. Revers Hibridizasyon

Isaretlenmis hedef bolgenin PCR teknigiyle amplifiye edilmesinden sonra,
Onceden spesifik oligoniikleotit problarin emdirildigi nitroselliloz membran
striplerde hibridizasyon yapilir. Eger isaretli amplifiye iirlin, bilinen spesifik
oligoniikleotidler problarla hibridize olmugsa ortama konan substrat ve konjugat
sonucu striplerde renk degisimi gozlenir. Hedef boélgede mutasyon varsa

hibridizasyon ger¢eklesmez. (50).
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Tuberkiilozun etkin gekilde kontrolii ile bagarili sagaltim igin erken tam
yontemleri ile hizli duyarlilik testlerine gereksinim duyulmaktadir. Gerek kiiltiire
veya bakteri varlifina dayanan gerekse her gegen giin yenileri eklenen molekiiler
teknikler, bu gereksinimleri kargilamaya ¢aligmaktadir. Ancak s6zii edilen tiim
yontemlerin bazi avantajlar1 bulunmakta olup en hizli ve en glivenilir olana

ulagmak amaci ile halen yogun ¢aligmalar yapilmaktadir.
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4. GEREC VE YONTEM

Cahigmada 1999 - 2004 yillari arasinda Firat Universitesi Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Ve Klinik Mikrobiyoloji Labaratuvarina tiiberkiiloz
kiiltlirs yapilmak {izere basvuran 202 hastadan izole edilen Mycobacterium cinsi
bakteri incelemeye alinmugtir. Bu hastalarin 137 ‘inde kiiltlir ve ARB testleri
negatif bulundu. Kiiltiirde Mycobacterium izole edilen 65 sugsun 1°i M.specium,
64 ‘lintin ise lireme siireleri, koloni morfolojileri, pigment yapilari, semikantitatif
katalaz testleri, niasin toplanmasi ve nitrat rediiksiyonu testleri ile M.fuberculosis
olduklan kanitlanmigtir. 64 M.tuberculosis susunun 45 tanesi miinferit hasta olup,
bunlardan yapilan kiiltiirlerden hazirlanan yayma preperatlarin incelenmesi
sonucu kiiltiiriinde  M.tuberculosis iireyen 38(%85) hastanin ARB
degerlendirmesi de pozitif , kiiltlirde M.tuberculosis tireyen 3 (%7) hastanin
Orneginde ise ARB goriilememigtir. Ayrica 4 hastada (%9) konteminasyon tespit
edildiginden galiyma kapsamina alinmamaigstr.

Bu aragtirma indirekt duyarlihk yoéntemiyle ve Bactec ¢alisma

talimatlarina gére yapilmistir.

4.1. Gerekli materyaller:

A.Besiyerleri ve miyarlar(saklama isilarysirket adi)

1. Bactec 12B besiyeri(20ml)’lik cam viyalde 4ml siv1 besiyeri) (22-25 °C
, Becton Dickonson ,USA)

2. Bactec diliisyon stvisi(DF) (22-25 °C , Becton Dickonson ,USA)

3.Antibiyotikler (ethambutol izoniazit, rifampin ve streptomisini liyofilize
formda igeren Bactec SIRE kiti) (2-8 °C , Becton Dickonson , USA)

4XKanl agarplagn  (2-8 °C)
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B.Rutin Labaratuvar Malzemeleri

1. Bakterisidal ve mikobakterisidal dezanfenktan
2. Alkol

3. Pamuk veya gazl pedler

4. Mc Farland 0.5 vel.0 bulaniklik standard:

5. Farkl hacimde steril serolojik pipetler

6. Disposabl tiiberkiilin enjektorii ve 5ml lik enjektor

C. Cihazlar

1. Bactec 460
2. Vorteks karistiric
3.37 + 1°C etiiv

4. Giivenlik kabini

4.2. Cahsma Prosiidiirii

Klinik orneklerin biitlin tipleri (AMS, BOS, idrar) klasik izolasyon
prosediirlerine benzer tarzda isleme tabi tutuldu. Balgam &rnekleri ise 6nce
N-acetyl -L-cysteine(NALC) ile beraber % 4°’liik NaOH 6rnek miktarina esit
hacimde 50ml’lik santrifiij tiiplerine birakilarak vortekslendi ve 15-20 dakika
beklendi. Bu sekilde eritme ve dekonteminasyon iglemleri yapildiktan sonra
pH=6.8 fosfat buffer’: tiiplin 50 ml ¢izgisine kadar ilave edildi ve karigtirildi.
15 - 20 dakika stireyle 2000 - 3000 devirde hizla santrifiij edilerek 6rnek yogun-
lagtirildi. Santrifijiden sonra tistteki sivi1 dikkatlice dokiilerek, daha sonra lizerine
1-2 ml fosfat buffer ilave edilerek sediment yayildi. Ekim yapmadan ¢nce pH

degerinin nétral pH’a yakin olmasina dikkat edildi.
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BOS, plevra sivis1 sinovyal sivi ve diger kontemine bakterilere sahip
olmamas: beklenen viicut sivilar1 ise dekontemine edilmeden ekildiler. Ekim
yapmadan once her 6rnekten yayma preperat hazirlandi. Yaymalar tamamen
havada kurutulduktan sonra birkag defa alevden gegirilerek fikse edildi. Orneklere
CARBOL FUCHSIN boyas1 dokiildii ve 5 dakika beklendi. Musluk suyunda
nazik¢e yikandiktan sonra 2 dakika asit alkol ile muamele edildi. Tekrar musluk
suyuyla yikandi ve 1 dakika METILEN MAVISI ile boyandi. Musluk suyuyla
yikamip havada kurumaya birakildi ve daha sonra mikroskobik olarak ARB
taramas1 (x100) yapildi. Kiltiirleri igin de iki adet LJ ,iki adette Middlebrook
TH12(B12) besiyerlerine ekim yapildi. B12 siselerine ekim yapmadan &nce
PANTA antibiyotik karigimindan (polimiksin B, nalidiksik asit, trimethoprim,
amfoterisin B, azlosilin) 0.1ml ilave edildi. 37 + 1 °C de inkiibe edildi ve giinliik
olarak Bactecte tireme indeksleri kontrol edildi. M.tuberculosis, 1. J de 2.-3.
haftalarda kabarik piirtiiklii, deve tiiyii renginde, sarims1 beyaz koloniler olugturur.
(Sekil 7) Niasin testinin pozitif, katalaz aktivitesinin negatif olmasi
M.tuberculosis’i diger mikobakterilerden ayirir. M.bovis ise TZH (tiofen-2-
karboksilik asit hidrazit)’e duyarhidir. Calismamizda kullamilabilir 6zellikte olan
38 sus majér antitiiberkiiloz ilaglara duyarlilik durumlarinmin incelenmesi igin
Bactec duyarlilik test ydntemine uygun olarak hazirlanarak antibiyograma alindi.
Oncelikle Bactec SIRE kitinden SM, EMB, RMP ve INH’in stok soliisyonlar

asagidaki tabloda gosterilen konsantrasyonlarda hazirlandi.
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Tablo 8.Besiyerindeki son konsantrasyonlara erigmek igin yapilacak sulandirimlar

) Stok solusyon B12 deki son
lag¢ Flakon Sulandirim Final

Konsantrasyonu konsantrasyon
Streptomisin | 1.2 ug 240 png/ml Sml, sonra 1:3dilisyon| 80 pg 2ug
Izoniazit 0.02 pg 4 ug/ml 5ml ' - 0,1 pg
Rifampin 04 pug 80 pg/ml S5ml - 2ug
Ethambutol | 1,5 ug 300 pg/ml 5ml,sonra 1:3 dilisyon| 100 pg 2,5 ug

Ilaglan hazirladiktan sonra her bir duyarlilik testi igin bes adet 12B sise ve
bir adet diliisyon sivisi sigesi hazirlandi, {izerlerine hasta kiiltiir numaralar
yazilarak biri kontrol, diger dérdii ise ¢alisilacak antibiyotikler igin kullanildi.

Dort antibiyotigin her birinden 0,1 ml alinarak kendi sigelerine birakildi.
GI degeri > 800 ise, siispansiyon 1:1 diliie edilerek, inokulum olarak kullanildi.
Kontrol olarak antitiiberkiiloz ajan igermeyen besiyerleri kullanildi. ilag iceren
siselerin her birine 0,1 ml diliie edilmemis siispansiyondan birakildi, birkag damla
inokulum siispansiyonu bir adet kanli agar plagina ekilerek konteminasyon
kontrolii saglind1. Siseler 37 °C de karanhkta inkiibe edildi.

Antimikobakteriyel inhibisyon olmadifinda mikobakteriler iirer ve
besiyerindeki '*C igaretli substrat: kullanir. Bylece substrat dekarboksile olarak
10 , olugur ve Bactec’te kantitatif olarak 6lgiiliir. Duyarhlik sonuglan kontrol
ve ilag siselerinin giinlik programa gére; her giin aym saatte yorumlandi ve
diizenli olarak Ek-1°deki tabloya islendi. GI degeri > 30 oldugunda bir dnceki

giine goére biiylime indeksindeki fark hesaplamir. Ortalama iireme siiresi 7-12

giindiir.
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Kontrol AGI > ilagh AGI = duyarh
Kontrol AGI < ilagh AGI = direnglidir.
Kontrol AGI = ilagli AGI =kismi direngli

olarak degerlendirilmistir. (40)
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5. BULGULAR

Firat Universitesi Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Ve Klinik
Mikrobiyoloji Labaratuvarina (1999 - 2004) yillar1 arasinda bagvuran 202
hastadan izole edilen Mycobacterium cinsi bakteri incelemeye alinmigtir. Bu
hastalarm 137 ‘inde kiiltlir ve ARB testleri negatif bulundu. Kiiltiirde
Mycobacterium izole edilen 65 susun 1’i M.specium, 64 ‘U ise
M.tuberculosis’ti. 64 M.tuberculosis sugunun 45 tanesi miinferit hasta olup,
bunlardan yapilan kiltlirlerden hazirlanan yayma preperatlarin incelenmesi
sonucu kiiltiiriinde M.tuberculosis ireyen 38(%85) hastanin ARB
degerlendirmesi de pozitif, kiiltiirde M.tuberculosis iireyen 3 (%7) hastanin
6rneginde ise ARB goriilememistir.Ayrica 4 hastada (%9) konteminasyon tespit
edildiginden ¢aligma kapsamina alinmamustir.

M.tuberculosis lireyen ve yayma preperatlarinda ARB goriilen 38 hasta
caligma kapsamina alinmus olup; bu hastalarin 21 ‘i (%55.3) kadin ,17’si (%44.7)
erkektir.

Caligmaya uygun olan 38 hasta 6rnegi duyarlilik tespiti i¢in;Bactec
prosediirlerine uygun olarak hazirlanarak antibiyogram islemlerine tabi
tutulmugtur.38 hastamin 27’sinde (%71.1) iireme indeksi (GI) ortalama 7-12
giinde>30’u gegmis oldugundan degerlendirmeye alinmgtir.

Degerlendirmeye alman 27 M.tuberculosis susundan 17’si (%63) tim
antitiiberkiiloz ilaglara duyarli bulunmugtur. Diger 10 susun direng¢ paternleri ve
direng oranlan sirasiyla soyledir: Ethambutole karsi 9 (%37) izolat direngli,
18 (% 63) izolat duyarli; izoniazite kars1 5 (% 21) izolat direncli, 22 (%79) izolat
duyarl; rifampisine kars1 6 (% 25) izolat direngli, 21 (% 75) izolat duyarl1 ve
streptomisine karst 4 (% 17) izolat direngli, 23 (% 83) izolat duyarli olarak

bulunmugtur. (Tablo 9 ve Sekil 8-9 )
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Tablo 9.Calismada kullanilan suglann direng paternleri ve oranlan

. Direncli Duyarl1 sug
Ilag Yiizde(%s) Yiizde(%)
Sug sayisl say1st
Ethambutol 9 37 18 63
Izoniazit 5 21 22 79
Rifampisin 6 25 21 75
Streptomisin 4 17 23 83
sus saysl

etmbutol zoniazit rifampisin  streptomisin

Sekil 8. Caligmada kullanilan suglarin direng oranlan

direngli sug sayis1%

Eetmbuto!
Clizonigzit
Qrifampisin
Ostreptomisin

21%




Izole edilen suslarin 4 (% 14.81) i yalmz bir ilaca direngli olup bunlarin
3 (% 75)’ti ethambutole, 1 (% 25)’i izoniazide direnglidir.Izole edilen suglarin
6’s1 (% 22.2) birden fazla ilaca direngli oldugu saptanmigtir. Birli, ikili, @iglii ve
dortlii ilaca direng oranlan ve sus sayilari Tablo10 ve Sekil 5°te gésterilmistir.
EMB+INH’ye 4(%14.81), EMB+RMP’ye 6 (%22.2), EMB+SM’ye 4 ( %14.81)
INH+RMP ye 4 (%14.81), INH+SM’ye 4 (%14.81), RMP+SM’ye 4 (%14.81)
seklindedir. Uglii ilag direngleri ise EMB + INH + RMP’ye 4 (%14.81)
EMB+INH+SM’ye 4 (%14.81) INH+SM+RMP’ye 4(%14.81),
RMP+SM+EMB’ye 4 (14.81) olup dort ilaca direng oram 4 (%14.81) olarak

saptanmugtir.

Tablo 10.Bir ve birden fazla ilaca direngli suglarin dagilimi

antitliberkiiloz ilag | direngli sus sayis1 | 100 sugdaki dagilim%
tek ilag
MB . 3 75
i 1 25
SM - -
4 % 14,81
6 % 22,22
4 % 14,81
4 % 14,81
4 % 14,81
4 % 14,81
i ilag
EMB-+INH+RMP 4 % 14,81
hE'MB+iNH+SM 4 % 14,81
INH+RMP+SM 4 % 14,81
+SM+EMB 4 % 14,81
ort ilag
|:MB+RMP+INH+SM 4 % 14,81
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6. TARTISMA

Tuberkiiloz insanligin en eski sorunlarindan bir olup tedavi
yontemlerindeki ilerlemelere kargin, bugiin biitiin diinyada 6zellikle de az geligmis
iilkelerde yaygin olarak bulunan bir enfeksiyondur. 1950-1960°l1 yillarda
kullamlan etkili tedavi yontemleri hastaliin kisa siirede kontrol edilerek elimine
edilebilecegi konusundaki umutlar1 artirmugtir. Ancak endiistrilesmis iilkelerde
insidansta azalma basarilirken, M.tuberculosis diinyada enfeksiy6z oliimlerin en
biiylik medeni olarak kalmugtir. (14, 46)

Son 15 yilda &zellikle HIV ile enfekte hastalarda ¢oklu ilag direngli
tiiberkiilloz olgularmin hizla artmasi, hastane kaynakli bulaglarin gozlenmesi,
primer ve sekonder ilag direncinin artmasi gibi nedenler tiiberkiiloz kontrol
¢aligmalarim1 sonugsuz birakmustir. [laglara duyarli mikobakteriler ile olusan
hastaliklarda uygun ilag kombinasyonu ile olgularin  %88-98’inin
saZaltilabilmesine karsin, MDR-TB olgularinin sagaltimi bugiin biiyiik sorun
yaratmaktadir (14).

Diren¢ sorunu, yeni saptanan hastanin yeterli siire ile diizenli ilag
kullanmasim saglayamayan tiiberkiiloz kontrol program: ve saglik alt yapisindan
kaynaklanmaktadir. Cogul ila¢ direncli kékenlerde infekte hastalar daha uzun stire
yayma pozitif kaldiklarindan, daha fazla kisiyi infekte edebilirler. Bu durum
primer ilag direnci oranlanmin yiikselmesine ve uzun vadede tiiberkiiloz
tedavisinin olanaksizlagmasina yol agmaktadir (32).

Tiirkiye tiiberkiiloz yoniinden hiperendemik iilkeler grubuna girmektedir.
Son yillarda tiiberkiiloz siklifimin artig1 yaninda ¢oklu ilag direncide Gnemli bir

sorun olusturmaktadir. Ancak tiiberkiiloz duyarlilik testlerinin standardizasyonun-
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daki gicliikler tlkemizdeki gergek ilag direng oranlam konusunda kugskular
yaratmaktadir.

Farkli laboratuarlarda farkli yontemlerle direng testleri yapilmaktadir ve
bu sonuglarin da giivenilirligi bugiin tartigma konusudur (32). Direng oranlari
tilkeden tilkeye ve aym iilke iginde sosyo-ekonomik diizey ile yakindan iliski
gostermektedir (14). Ayrica gelismekte olan iilkelerde tiiberkiilozun giderek
artmasinda farkl {ilkelerden gogiin etkili oldugu ve bundan dolay: da gégmenlerin
gelismig, izl tarama testleriyle takip edilmelerinin gerekliligi ortaya gikmustir.
Ulkemizde de farkli yéntemler kullanilarak direng galismalar1 yapilmaktadir (49).

Kog¢ ve ark’m B12 ve LJ besiyerlerinin her ikisinde iireyen 102 M.
tuberculosis susunu kullanarak gergeklestirdikleri ¢alismada M.tuberculosis’in
izolasyonu i¢in Bactec TB sistemi ile aligilmis yontemleri karsilastirmislardir.
M.tuberculosis’in izolasyonu igin gerekli ortalama zamam, LJ de 21.7 giin,
Bactec TB sistemi ile 11,6 giin olarak bulmuglardir. Aymi ¢alismada Bactec TB
sisteminde konteminasyon (% 80), LJ kiiltiir sisteminden (% 4,3) daha ¢ok
goriilmiigtiir ve sonug olarak Bactec TB sistemi konteminasyon oranimn yiiksek
olmas: diginda, daha duyarli, daha pratik ve izolasyon igin daha az zamana
gereksinim gosteren bir sistem olarak bulunmustur. (28).

Bizim ¢aligmamizda da LJ’da ve B12°de iireyen M.tuberculosis izolatlart
kullanmilmi§ olup B12’de ki ortalama iireme siireleri 7 — 11 giindiir.

Oztiirkeri, M.tuberculosis’in antitiiberkiilloz ~ilaglara duyarliligim
saptamada LJ besiyeri ile Middlebrook 7H10 besiyerlerinin etkinliklerini,
modifiye proporsiyon yoéntemi ile karsilagtirdifi g¢aligmasinda; rifampin,

izoniazidin iki farkli konsantrasyonu ve ethambutoliin yiiksek konsatrasyonunda
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LJ ile M7H10 arasinda miikemmel bir uyum tespit etmis, Streptomisin duyarlihk
testinde, iki ve ethambutoliin diisiik konsantrasyon testinde ise bir sus M7H10
besiyerinde duyarli, LJ besiyeri ile direngli bulmugtur. M7H10’da direngli olup,
LJ’da duyarh olan herhangi bir sus goriilmediginden; her iki besiyeri arasindaki
uyumu % 98,9 olarak saptamigtir (33).

Duyarlilik ¢aligmalarinda diliisyonlarin hazirlanmasmin giic olmas: ve
ozellikle LJ besiyerinin duyarlihk testi i¢in bazi dezavantajlanimin (isitilarak
katilagtinlmas: ve ¢ok fazla protein icermesi) olmasi sonuglan etkiliyor olabilir
(14). Ancak Bactec sistemi disindaki direng orami verilerini yadsimak biiyiik
Olgtide veri kaybr anlamina gelecektir. Bu nedenle iki yontemi karsilagtiracak ¢ift
kor ¢alismalarin diizenlenmesi ve rutine sokulmasi énemli bir saglik problemi
olan tiiberkiilozun etkin tedavisinde yardimci olacag bildirilmigtir (32).

Coban ve ark. 50 M.tuberculosis susunun antitiiberkiiloz ilaglara
duyarliliklarim1 proporsiyon (orant1) yéntemiyle aragtirmiglar ve suglarin 45 ’ini
(% 90) tim antitiiberkiiloz ilaglara duyarl: bulmugslardir. Buna karsin direngli
oldugu saptanan 5 susun her biri farkli bir direng paterni gostermigtir(yalmz INH,
yalmz EMB, RMP+ EMB, INH+RMP+EMB ve INH+SM+EMB).Ilaglara direng
oranlarint ethambutole %8, izoniazide %6, rifampisine %4 ve streptomisine %2
olarak saptamuglardir (14).

Otkun ve ark. 1996 da Trakya Universitesi Hastanesine basvuran
tiiberkiilozlu olgulardaki diren¢ sorununu proporsiyon yontemiyle aragtirmiglar;
¢alisilan 70 susun 39°u en az bir ilaca direngli bulunmus olup bunlarin 21°i

INH’e, 5°’i INH+RMP ye direnglidir. Ailesinde tiiberkiiloz bulunan 27 hastanin 20
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sinde; ailesinde tiiberkiiloz bulunmayan 43 hastanin 19’unda en az bir ilaca kars:
direng saptamiglardir.

Aragtiricilar kendi galigmalarini degerlendirirken; Ozcan ve Kibaroglu ile
Biberoglu ve Uc¢an’in ¢aligmalarindan yararlanmis. Bu caligmalardaki direng
oranlarin1; Ozcan ve Kibaroglu icin; en az bir ilaca direnci % 47,5, INH direncini
% 30, INH+RMP direncini % 17,5 olarak; Biberoglu i¢in INH direncini % 14 -
35, RMP direncini % 7 — 25 olarak; U¢an’m 67 Tiirkge kaynafin istatistik
degerlendirmesini yaptif1 ¢aligmasimin sonuglarim1 da INH direncini % 35.9 ve
RMP direncinin % 28,6 olarak aktarmiglardir (32).

Oztiirkeri ve ark.nin 206 M.tuberculosis susunu kullanarak yaptiklari ve
Bactec yontemini kullandiklar1 ¢aligmada ;izolatlarin %33.9°u izoniazide, %20.3
rifampine ,%19.9’u ethambutole ve %13.5°i streptomisine direngli bulmuglardar.
Bu izolatlarin 102’si (%49.6), antitiiberkiilozlardan bir ile dért arasinda degismek
lizere ,en az birine direngli bulunmugtur.Bunlarin 50°si (%24.3) sadece tek bir
ilaca ,29’u (%14) iki ilaca, 19’u(%9.2) ti¢ ilaca , 4’ti (%1.9) dort ilaca birden
direnglidir. Olgularin 36 s1 ise (%17.4) rifampin ve izonizazidin en az ikisine
birden direnglidir.

Oztiirkeri ve arkadaslariin galismalanni  kargilagtirdiklan  duyarlihk
testlerinin sonuglarin;

Aydin ve ark’nm doért farklh maj6ér antitliberkiiloz ilaca karsa
duyarlilifinin indirekt duyarhilik test yéntemiyle g¢alistiklar aragtirmada ;suglarin
%74.9 unu tiim antitiiberkiiloz ilaglara duyarl1 %25.1°1ni ise bir ya da birden fazla
ilaca direngli bulmuslardir.Yazarlar izoniazidi %22.2 ile direng oram en yiiksek

ilag olarak saptarken, bunu %7.4 liik oranla rifampin, % 4.5’luk oranla
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streptomisin ve %4°liik oranla ethambutol izlemistir. Ozcan ve arkadaslarmmn
¢aliymasinda ise, izoniazit i¢in % 7.3°liik bir diren¢ orani bildirirken, diren¢ oram
en yliksek antibiyotigin % 22.1°lik oranla rifampin oldugu bildirilmigtir (34).

Yiice ve ark. lan 63 sus tlizerinde yaptiklari incelemede proporsiyon
yontemi kullanilarak toplam % 41 oraninda primer ila¢ direnci bulunurken bunun
ilaglara gore dagilimi ise; izoniazide %9 ,ethambutole %3,streptomisine
%32, rifampisine %27 olarak verilmigtir (51).

Oguz ve ark. edinsel ¢ok ilaca direngli ,(RMP)40 ve INH 1 pg/ml’ye
direngli 32 M.tuberculosis susun majér ve mindr antitiiberkiiloz ilaglara
duyarliligini proporsiyon ydntemiyle aragtirmiglar ve suglarin 22(%68.7)’sinde
SM4 ve 16(%50)’sinda SM8 pg/ml ‘ye ,15(%46.8)’inde EMB2 ve EMB3
pg/ml’ye , 13(%40.6)’tnde PZR100 pg/ml’ye , 21(%65.6) ETH20 ve
18(%56.2)’inde  ETH40 pg/ml’ye ,3(%9.3)’linde K20 ve K30 pg/ml’ye
6(%18.7)’1nda SKL30 ve 5(%15.6)’inde SKL.40 pg/ml’ye ,4(%2.5)’tinde CAP20
ve 2(%6.2)’inde CAP40 pg/ml’ye kars1 direng saptanmagtir (31).

Siiriiciioglu ve ark. 52 izolatin ikinci segenek bir florokinolon olan
levofloksasine kars1 duyarliliklarim aragtirdiklan ¢alismada, levofloksasini tiim
izolatlara etkili olarak saptamiglardir.Bu da bize direngli ya da yan etkiler
nedeniyle birincil segenek ilag kullamlamayan hastalarda rahatlikla
kullamlabilecegini ortaya koymustur (41).

Seyfikli ve ark. 200 M.tbc susunun ofloksasin ve siprofloksasin’e
duyarhliklarim1 proporsiyon yontemiyle test etmisler ve sonu¢ olarak 1 ve 2

pg/ml’de ofloksasine suslarin tiimii duyarh iken, siprofloksasine aym
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konsantrasyonda %13 diren¢ oldugu, 4 pg/ml’de ise direngli susun olamadig
saptanmigtir (39).

Akgah ve ark.nin ise M.tuberculosis suslarinin fusidik aside duyarhlifini
standart proporsiyon yoOntemiyle inceledikleri ¢aligmalarinda 100 susun
tamamimin ilaca duyarhh oldugunu ve tedavide etkili bir ilag olabilecegini
saptamiglardir (1).

Saydam ve ark’in L] besiyerinde izole ettikleri M.tuberculosis suslarinin
amoksilin-klavulanik asit ve klaritromisine invitro duyarlihiklarimin E test
yontemini kullanarak yaptiklari ¢alismada; 71 M.tuberculosis izolatimn 12’si (%
17) klaritromisine direngli, amoksisilin ve klavulanata karsi 27(% 38) si ise
direngli bulunmugtur (38).

Yurt disindaki iilkelerde de yapilan duyarlilik ¢aligmalarinda
M.tuberculosis suglarin antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng oranlarmin farkl
oldugu gbze garpmaktadir.

Oztiirkeri’nin yayminda da yer alan 1994°te ABD’de Weltman ve ark’in
172 M.tubercﬂlosis susunun Bactec sistemiyle antibiyotik duyarliliFim
aragtirdiklan ¢aligmalarinda; Izoniazide % 28,5 , rifampine % 20,9, ethambutole
% 15,7 ve streptomisine % 18,6 oraninda direng saptamuslar. Aragtinicilar tek ilag
direnci olarak izoniazide direnci % 8,1, rifampine drenci % 2,3 olarak bulmuslar.
Ayrica goklu ilag direnci igin bir kriter olan rifampin ve izoniazidin en az ikisine
birden diren¢ oranim % 17,4 olarak tespit etmislerdir (34).

Bemer ve ark’mm 2002 yilinda Bactec ve MIGIT 960 sistemini
kullanarak yaptiklann ¢alisgmada 100 M.tuberculosis susunu degerlendirmeye

almiglar ve bu suslarin 7 (% 6,4)’ni Bactec MIGIT 960 sistemiyle izoniazite
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direngli; Bactec 460 TB ile duyarli — 1 (% % 0,9)’inin Bactec MIGIT 960 ile
rifampisine direngli; Bactec 460 TB sistemiyle duyarh; 7 (% 6,4)’nin 6’sim
Ethambutole Bactec MIGIT 960 ile direngli ve Bactec 460 TB ile duyarli 1’ni ise
Bactec MIGIT 960 ile duyarli; Bactec 460 TB ile direncli ve 19(% 17,3)’nu da
Bactec MIGIT 960 ile direngli Bactec 460 TB sistemiyle duyarli olarak tespit
etmiglerdir.

Calismanin sonucunda Bactec MIGIT 960 sisteminin o6zellikle
streptomisin i¢in % 89,8 ve rifampisin i¢in de % 100 ve ilaglarin 4’1 igin de %
100 daha hassas oldugunu belirlemisler. Yine her iki sistemi kargilagtirdiklarinda
ortalama duyarlilik tespit siiresinin Bactec MIGIT 960 i¢in 6,5 giin ve Bactec 460
TB sistemi igin de 7 giin oldufunu saptamiglar. Biitiin bu verilere dayanarak
M.tbc suslarina hizli duyarhilik caligmalar yapabilmek igin tam otomatik ve
nonradyometrik bir sistem olan Bactec MIGIT 960 sistemi kullamlmaldir
kanisina varmiglardir (8).

Bartfal ve ark.’nin Macaristan’in ii¢ bolgesinden topladiklan proporsiyon
yontemiyle test edilmis 29 rifampin direngli susun 27’sinde 81-bp (26 sus)
bolgesinde ya da N-terminal bolgesinde (1 sus) bir mutasyon varken, iki susta
mutasyon saptamamiglar. Daha sonra bu 29 susun proporsiyon yontemiyle
duyarliiklari1 aragtirmiglar. Caligmada 29 susun sadece ikisi (% 6,9) yalmzca
rifampine direngli, 26 (% 62,1) si aym zamanda izoniazid de direngli, 18(%
62,1)’i ethambutole ve 9’uda (%31) streptomisine direngli ¢ikmis 29 susun 20°si
(% 70.0) 4 ilagtan en az 3’iine direngli olarak saptanmis. Sonugta DNA sekans
analizleriyle direngli bélgeleri ortaya ¢ikarmak icin rutin taramalarda molekiiler

yontemlerin 6nemi ortaya ¢ikmigtir (6)
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Hanan ve ark’nin yaptiklan ¢alisgmada M. tbc kompleks suglarinda
Pirazinamit monoresistans1 Bactec yontemiyle 1436 izolat DNA analizleri
yapilarak incelenmig; 24°iin PZA direngli oldugunu, bunlarin da 10°un en azindan
PZA igeren 2 ilaca direngli ve 14’{iniin de PZA’ya monoresistant oldugunu
belirlemisler. 11°inde yapilan standart duyarlilik testleri ile 6 PZA duyarh, 5 PZA
monoresistant sug tespit edilmis (20).

Caligmamizda tek ilaca direngli 4 sus saptanmig olup ,bu say1 ¢aligilan 27
izolatin %14.81’ini olugturmaktadir. Tek ilaca direngte streptomisin ve
rifampisine karsi direng bulunmazken, ethambutol %75’lik oramyla direng oram
en yiiksek ila¢ olarak saptanmistir. Calijmamizda iki ilaca direng oram %7.4,ii¢
ilaca diren¢ oram %14.81,d6rt ilaca direng oram ise %14.81 dir. Rifampin ve
izoniazidin en az ikisine birden toplam 4 ¢oklu antibiyotik direngli sus
(%14.81)saptanmig olup; bunlarin 4’4 (% 14.81) rifampin + izonizaide 4’
rifampin + izoniazit + ethambutole ,4’i (% 14.81) rifampin + izoniazit +
streptomisine ve yine 4’i (% 14.81). ¢aligilan ilaglarin tiimfine birden direngli
bulunmugtur.

Bu ¢alisma Dogu Anadolu Bolgesinde ki ilag paternlerini tammlamak igin
ilk girisimdir. Ancak galigmanin diizenlenmesindeki bazi siirlamalar nedeniyle
sonuglarin yorumlanmasinda dikkatli olunmalidir.Caligma grubunu olugturan
hastalar yalmizca hastanemize bagvuran hastalar olduklan igin bolgesel ilag direnci
paternlerini tam olarak yansitmayabilir.

Saptanan yiiksek diren¢ oranlarinin nedenleri tliberkiiloz ajanlarinin
serbestge satiliyor olmasi,yeterli kayit,ihbar ve denetleme sisteminin kurulmamaig
olmas1 ,tiiberkiilozlu hastalarin takip ve tedavilerinin yetersizligi ,tliberkiiloz
kontrol galigmalarnin birinci basamak saglik orgiitlenmesi ile bltiinlesmesinin

gerceklesmemis olmasidir (32).
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Bu durum basil {iiretebilen tiim olgularda direncin aragtirnlmasi ve
tedavinin alinacak sonuca gore yoOnlendirilmesi gerektifi ortaya koymaktadir,
Ayrica bu direng sorunlar, iilkemizde tliberkiiloz izolatlarinda yiiksek siklikta
coklu ilag¢ direnci oldugunu gostermigtir.

Bu c¢aligma sonucunda saptanan yiiksek direng oranlari Dogu Anadolu
bolgesinin tiimiinii kapsayacak bir ¢alisma gereksinimini ortaya koymustur. Yine
M.tuberculosis’te antitiiberkiiloz ilaglara diren¢ aktarilabilir nitelikte olmayip
kromozomal mutasyonlara baghdir. Bu durumda yiiksek diren¢ oranlarinin
bolgemizde bazi klonlarin yayilmas: ile ilgili olabilecegi diistiniilebilir. Sonug
olarak M.tuberculosis izolatlarn arasindaki genetik baglantiyr ayurt edecek
caligmalarin ve antitiiberkiiloid ilaglara direncin daha genis g¢apli uygulamalarla

yapilmasi gerektigi kanaatine varilmigtr.
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Ek-1: Bactec radyometrik proporsiyon testi kayit formu

Hasta ad1 soyadi
Hasta No

Ornek
Inokulasyon tarihi
Inokulum kaynag
Inok. Gl degeri
Parop tarihi

Test yontemi

Okuma programi

Gl

11234567 (8|9 (10]|11]|12|13{ 14| AGl | Sonug

Kontrol

Izoniazid

Rifampin

Streptomisin

Ethambutol
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