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I. GIRIS ve AMAG

Tarihte mahserin 4. atlisi olarak adlandinlan infeksiyon hastaliklari
arasinda herhalde en uzun soluklu olan tiiberkillozdur. Ozellikle Asya
Ulkelerinde 14 yas altindaki cocuklarin % 60-80’ini infekte etmis (1) bu
mikroorganizmanin yapmis oldugu hastalik icin John Bunyon , “6lumun butin
adamlarinin kaptani” adini vermistir ve bir asir sonra Oliver Wendell Holmes (2)
bu hastaligi beyaz veba olarak adlandirmigtir.

Insanlik tarihi boyunca her zaman sorun olagelen bu hastalik bilhassa
yasam kosullarimin iyi olmadigi savas, kithk gibi durumlarda insanhga musallat
olmusg ve ¢ok sayida insanin hayatina mal olmustur.

Ilk kez Koch 1882'de bakteriyi mikroskopta gérmis, ancak tiiberkiiloz
basillerini, 6zgiin yapilarindan dolayi tretmek ve yaptdi hastaligi tedavi etmek
her zaman zor olmustur.

Dinya Uzerinde tedavi ve tanidaki gelismelere ragmen tuberkiloz
gelismis bélgelerde de énemli bir toplumsal problem olmayi siirdiirmis, AiDS’in

yaygin oldugu yerlerde 1990’dan sonra énemli digiide artmigtir.

Yurdumuzda 1980’de 38.718
1990°da 24.488
1995'te 22.981
1999'da 22.088 yeni olgu bildirilmistir (3).

1995-1999 yillan arasinda 171 tlkeden 3.689.822 yeni olgu bildirilmis,
bunlar arasinda balgam yaymasi pozitif olanlanin 1.485.785 kisi (%40) oldugu
saptanmistir (3).

Bu rapora goére 1997°de 8 milyon yeni olgu, yine tim diinyada 1999'da
8.4 milyon yeni olgu bildiriimistir. Boyle devam ettigi takdirde 2005 yilinda 10.2

milyon yeni olgunun bu rakamlara eklenecegi hesaplanmaktadir (3).



Her zaman oldugu gibi giinimiizde de tibekiilozla ilgili problemlerin

icinde en basta gelenleri tani ve tedavi olmustur.

Kronik seyirli bu hastalikta erken tani gok dnemli olmustur, 6zellikle son

yillarda bazi yontemilerin gelistiriimesi tanida gézle gértlur bir hiz saglamigtir.

Bakteri ¢cok yavas urediginden kuiltiir sonuglan ortalama 4-6 haftada
alinmaktadir, bu nedenle bakteriyi hizli Gretmek birgok arastirmanin konusu

olmustur ve olmaya devam etmektedir.

Biz de bu calismamizda bdyle bir amacgtan yola ¢ikarak ve M.
tuberculosis’e 6zgil bir bakteriyofaj kullanmak suretiyle pahali ekipmaniar
gerektirmeyen ve 48 saat gibi kisa bir stirede sonug¢ veren yeni, hizh bir tani
yontemi kullandik.iki bélimden olusan calismamizin birinci kismini  klinik
orneklerden M.tuberculosis’in  bakteriyofajlarin  kullanimiyla hizh  tanisi
olusturmaktadir. Ikinci kisimda tiiberkiiloz tedavisinde baslica antibiyotiklerden
birisi olan ve bu antibiyotie karsi gelismis bir direncin tiberkiloz tedavisinde
kullamlan diger konvansiyonel antibiyotiklere karsi gelisebilecek bir direncin
habercisi olmasi aglsindan 6zel bir 6nem arzeden rifampisin igin duyarlilik
calismasi yapilmigtir.Sonuglar kiltiir ve Bactec ydntemleri ile alinan sonuglarla

karsilastinlmis, ayrica ayni yontemle rifampisin duyarliig) da arastinimistir.



il. GENEL BILGILER

1) Tarihge

insanhk tarihindeki gelismelerle beraber tuberkilloz hakkindaki bilgiler
de neredeyse buna kosut bir gelisme gdstermigtir.

Cinli Hsong Ti Nei-Ching 1.0. 3. yizylda Uzerinde cahstd insan
kemiklerinde tiberkilozu géstermistir (4).

1908'de G.E. Smith ve M.A. Ruffer Yukari Misirda 3000 yillik bir
mumya omurgasinda tuberkiiloz bulgularina rastlamiglardir (4). Ayni kanitlar
i.0. 3500’lere ait bagka bir mumyadan da elde edilmistir (5). Daha sonra iki
anatomist bu kemiklerde Pott hastaigini géstermislerdir. Insanlk tarihi kadar
eski bu hastalik 6zellikle kithk ve savas dénemlerinde etkisini iyice artirmigtir.
Hekimlerin bu dénem boyunca iyi beslenme ve hava degisikligi tavsiye etme

disinda yaptiklan fazlaca birgey olmamigtir.

17. vylzyilla kadar hastalk hakkinda ayirici bir tanimlama
yapilamamistir, kimi tarihgiler hastaligin sigirlardan evcillestiriimeyle birlikte
insana bulastigini 6ne strmuslerdir (6) Yine ayni ylizyilda Fransiz hekim S.
Deleboe bir otopsi sirasinda kesfettigi nodiler yapilara ttiberkiiloz adini vermis,

bunlari barsaklarda da saptamistir (4).

1882'de Robert Koch anilin boyalan ve immersiyon mikroskobu
kullanarak insan ve hayvanlardaki her lezyonda tiiberkiiloz basillerini gérmis ,
boylece hastahdin kahtimsal degil infeksiy6z oldugunu gdstermistir ve 1905'te
bu bulusuyla Nobel kazanmigtir.

Bu yillarda tedavi metodlarina ingiliz hemsire F.. Nightingale tarafindan
Onerilen yiiksek rakimli ve havasi temiz yerlerde bakim eklenmis, bdylece ilk

sanatoryum 1859’da Brehmer tarafindan Almanya’da agiimistir (7).

1896'da Rontgen X isinini kesfetmis; bu kesif zamanla tiberkiiloz

tanisinda da yerini almigtir.




19. ylzyilda sanayii devrimiyle birlikte artan ig¢i ihtiyacini kargilamak
icin tagradan biiylik kentlere go¢ eden insanlar orada yagadiklar k&t kogullarla

birlikte tiiberkiiloz insidansini da artirmislardir.

1924’te Pastor Enstitisii’'nde Calmette tiberkiiloz basilini atenue etmeyi
basarmis ve bunu takiben Fransa’da birgok ¢ocuga BCG asisi uygulanmaya

baslanmistir (8).

Bu gelismeler saglanirken, pnémotoraksla akcigerin kollabe edilmesi,
lobektomi, frenik sinirin kesilmesi gibi ybntemler de cerrahi tedavide

kullaniimigtir (8).

Kemoterapide kreosot gibi antiseptikler, tripan kirmizist ve mavisi, altin
ve bakir bilesikleri inhalasyon yoluyla kullahllm|§t|r.

1935'te Domagk sulfanilamidin bir 6nciisi olan, prontosil ve 10 yil sonra
da bir izoniazid 6nciusi olan contebeni kesfederek (9) tuberkiiloz tedavisinde
yeni bir dénemi baslatmigtir.

1944’te Waksman Amerika’da streptomisini kesfetmis, bu ddénemde
Lehmann Isve¢'te Paraamino salisilik asitin bakteriyostatik aktivitesini tespit
etmistir. 1952°de Robitsek ve Salikoff New York’ta izoniyazidi kesfetmisler,
1954’te pirazinamid, 1962’de etambutol, 1969’da rifampisin kegfedilmistir (10).

1980’lere kadar disik insidansta seyreden tuberkiiloz, bu yillarda
ortaya gikan AIDS vakalarn ile birlikte firsatgi enfeksiyonlardan biri olarak tekrar
gindeme gelmis ve bunun yanisira AIDS hastalarinda gérilen tuberkiilozun
yasami daha da kisalttigi, ve bu hastalarda milier tiberkilozun daha sik .

g6zlendigi bildirilmistir (11)

Voltarie, Bronte kardegler, D.H. Lawrence, Cehov, Dostoyevski gibi Unli
kurbanlar listesine bizim {lkemizden de Il. Mahmut, |. Abdlilmecit gibi

padisahlarin da arasinda oldugu birgok isim eklenmistir (12).



1890°'da Koch'un tedavide, tiiberkiilini basanyla kullandigini acgiklamasi
Glkemizde de ilgiyle karsilanmig, Alman Hastanesi'nde denenen thberkilin

basarnl sonug vermemistir (12).

Ulkemizde ik sanatoryum 1924'te Heybeliada’da agiimistir.
Yurdumuzda tuberkilin yapimi Dr. Osman Bey tarafindan 1910-13 yillan
arasinda gerceklestirilmistir (13).

Yurdumuzda 1900’lerden itibaren tuberkiloz tanisina radyolojik

muayenenin de girdigi yolunda bilgiler mevcuttur (13).

Bizde, hastaligin daha cok halk arasinda kullanildigi sekli olan verem

bitme, tikenme anlamina gelmektedir (14).

2) Bakteri ve Hastalik :

Mikobakteriler ince, uzun, hareketsiz bakterilerdir. Spor olusturmazlar.
Hiicre duvarlan oldukga farkhdir, yaklasik %60’1 lipidden olusmustur. Uzun
zincirli (75-90 karbonlu), B-hidroksilize mikolik asit olarak adlandirilan yag

asitleri icerirler, kapsulleri yoktur (15).

Gram boyalar ile gii¢ boyanirlar fakat gram olumlu &ézellik gosterirler.
Bazi turleri pigment yapabilir, genellikle patojen olan tirler asit ve alkole daha
direnglidir. DNA’'da bulunan G+C (guanin-sitozin) orani %62-70 tir (16).

Tuberklloz hastahgini olusturan bakteriler, M. tuberculosis complex
bagh@! altinda; M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, BCG, M. microti ve M.

ulcerans’i igermektedir (17).

Tuberklloz vakalarnin ¢ojunu M. tuberculosis meydana getirir.
Epidemiyolojik g¢aligmalar disinda M. bovis ile M. tuberculosis aynmi



yapiimamaktadir. M. africanum, M. tuberculosisin varyant olarak
dustintimektedir (17). M. microti insanlarda hastallk yapmaz, kemirici

patojenidir (18).

M. bovis sigirlar icin dnemlidir. Infekte sitlerle insanlara gegebilir.
Ulkemizde hayli azdir (17). Dogal olarak pirazinamide direnglidir.

M. africanum Bati Afrika'da nadiren hastalik yapar, tiasetazona

direnglidir.

M. tuberculosis insanda enfeksiyon yapar.

Ayirdedici o6zellikleri aerob olmalari, yavas Uremeleri ve aside direngli
olmalandir. Aside direngli olmalan Ehrlich Ziehl-Neelsen ismiyle anilan boyama
yonteminin gelismesine yol acmistir. Ayrica Auramin-Rodamin gibi florasan

boyalar da kullaniimaktadir.

Bakterinin boyanma 6zelligi ve virilansi ile ilgisi olan bir hiicre duvan

komponenti de cord faktor denilen bir trehaloz dimikolattir.

Lipidler hicre kuru aghginin %4011 olustururlar. Aynca hiicre
duvarinda bulunan polianyonik glikolipidler (fosfo ve sulfolipidler) ve peptido-
glikolipidler (Vax-D) bulunur (16).

Cord faktorinin granillom olusumunda, fosfatidlerin, epiteloid ve
langerhans dev hiicre olusumunda, polisakkaritlerin anafilakside rol oynadiklari
saniimaktadir. Proteinler hiicre kuru agihginin %50’sini olustururlar. Bu

maddeler tiiberkilin tarzinda duyarhlk tepkimelerinden sorumiudur (16).

Mikobakteriler her 18 ila 24 saatte bir bolinmek suretiyle ¢cok yavas
urerler. En iyi laboratuvar kosullarinda tuberkiloz basilinin ¢ogalmaya

baslamasi yaklasik 13 saat sirmektedir (16).



Tiberkilloz basili ekzotoksin ya da endotoksin Uretmez. Harabiyet
kontrol edilemeyen, ilerleyici, kronik inflamasyona baglidir. Makrofajlar icinde
yasayan bakteri bir sahsi ilk defa enfekte ettiginde primer form adim alir. EGer
immun cevap yetersiz kalirsa genellikle hafif ve asemptomatik seyreden bu
form, menenjit ve miliyer thberkillozun da gorildugu sistemik forma

déniisebilmektedir.

inhalasyonla viicuda giren bakteri alveolar makrofajlar tarafindan
alinmakta ve orada cogalmaktadir. Enfekte olan makrofajlar, daha sonra
lenfatiklerle hiler lenf dagimlerine gé¢ etmekte, orada , T hicre agirhkh bir
immiin yanit gelismektedir (17). Inflamasyon gelisimi 30 giinii bulmaktadir. Bu
evrede tlberkilin deri testi genellikle pozitiftir ve gégus grafisinde akcigerde
opasiteler goriilmektedir. Immiin sistem basillerin dagilimini engellemekte ise
de, bir kisim basil vicuda yayilmaktadir. Dokularda, o&zellikle hiler lenf
daguomleri Ozerinde, tiiberkiller gelismektedir. Kugik grantlomlarn epiteloid

hucreler, RES hucreleri ve lenfositler olugturmaktadir.

Primer tuberkiilozda lezyonlar kendiliginden fibroz ve kalsifikasyonla
iyilesebilmekte, bu lezyonlar genellikle yasam boyu kalmakta ve goégus

grafilerinde goérilebilmektedir.

HIV ile infekte hastalarda oldugu gibi, imminkompromize bireylerde
mikroorganizma dolagsima gegebilmekte ve miliyer tliberkiiloz olarak bilinen

tabloyu olugturmaktadir.

Humoral bagisiklik tuberkiloza kargi savunmada o©nemli bir rol
oynamamakta, makrofajlar, CD4 pozitif T hicreleri tarafindan salinan

sitokinlerle aktive olarak bakterinin hiicre i¢i cogalmasini durdurmaktadirlar.



intraselliler basiller uzun dénem kontrol altinda tutulabilmekte, bazi
makrofajlar basilleri oldiriicken bazilant denatiire olarak igerdikleri bakterileri

ortama salmaktadirlar.

Sonug olarak bakteri alveollere ulasip, ¢ogalip, trakeobronsial lenf
dugumierine gelmekte, Ghon kompleksi olusturmaktadir. Olgularin %91’'inde
hastalik olusmamakta, %6’s1 klinik tiiberkiiloz géstermekte, %7’si ekstratorasik
ve/veya akciger formu gostermekte, %3'0 ilerleyici seyirle 6lime gitmektedir
(18).

Sekonder tiberkilloz primer hastaliktan yaklasik 1-2 yil sonra
olmaktadir. Bu tablo, ya disandan yeni basillerin alinimiyla ya da primer

lezyonlarda canli kalmis basillerin yayiimasi ile olusmaktadir (16).

Primer enfeksiyonda yerlesim alt loblarda olmasina karsin,
reenfeksiyonda yerlesim (st loblarda akciger apeksinde olmaktadir.
Reenfekisyonda lenf bezleri olaya katiimazlar. Burada siiregen granilomatéz
bir yangi s6z konusudur. Buradaki lezyonlar tiberkel adini almaktadir.
Tuberkelin gevresinde fibroz doku geliserek ortasi kalsifiye olmakta ve bu
sekilde birlesen tuberkeller bir bronsa fistilize olarak, yerlerinde bir kavern

birakmaktadirlar.

Endojen kaynakli reenfeksiyonlarda bakterilerin yayilmasi ¢ogunlukla

lenf bezlerinden ya da diger lezyonlardan olmaktadir.

Reenfeksiyonlarda yayilma komsuluk yoluyla bronglara, 6ksurikle de
diger brons ve akciger dokularina, yutulduklarninda gastrointestinal kanala ya da

kan veya lenf yoluyla tim organizmaya olabilmektedir.

Bu hastalikta tani, hastaligin seyri, sonuglan ve halk saghg: agisindan
¢ok Ozel bir 6nem tasimaktadir. Tanida ilkk yapilan iglem orneklerin direkt

incelenmesidir. Incelenecek ornekler aside direnglilije dayanan yéntemle



boyanmakta ya da floresan esasl boyama yéntemileri uygulanmaktadir. Bunlar
Ziehl-Neelsen, Auromine-Rhodamine Fluorochrome ve Kinyoun boyama
yontemleridir. Atilan basil sayisi ile orantili olarak o©rnekten hazirlanan
preparatlarda gorilen basil sayisi da degismekte, burada alinan &6rnegin
dogruluu ve kalitesi, hastaligin siddeti, ahnan o6rnegin zamani 6nem

tagimaktadir.

Hastallk durumu ve siddeti her zaman bu o&rnek degerlendirme
yénteminde preparatlara yansiyamamaktadir. 1995-1999 yillan arasinda 171
tlkeden bildirilen 3.689.822 vakanin 1.485.783 ’Uniin (%40) balgam yaymasi
pozitiftir (3).

Tanida kullanilan bir diger yéntem gériintileme teknikleridir. Ozellikle
BT ve MRI yontemleri tani agisindan bulylk kolaylik saglamaktadir. Tabii ki

diger laboratuvar yontemleriyle desteklenmeye ihtiyag géstermektedir.

Halen 6nemini koruyan bir diger yontem PPD’dir. Bu test intradermal
yolla verilen tuberklloproteinlere kargi hiicre aracili geciken tipte asin
duyarliiga dayanmaktadir. Bu yéntemde Heaf, Tine ve Mantoux adini alan
testlerle intradermal verilen saflagtinlmig proteine karsi 48-72 saat sonra

endirasyon ve eritemle ortaya ¢ikan bir duyarhlk arastiriimaktadir.

Yaklagik olarak aktif tiberkiilozlu bireylerin %80’inde PPD testi pozitif
reaksiyona yolagmaktadir. Teknik hata, 6lgim yanlishklar, hiicresel imminite
defekti, hipoalbiiminemi (<2 g/dL), ileri yas (>70), anemi, ates, azotemi, tedavi
gorayor olma, immunosupresif ilag kullanimi, radyasyon alma, canh viral asi ile
asilanmis  olma, sarkoidoz, neoplazmalar, I&kositosiz (>15.000/mm?)
durumlarinda yalanci negatiflik olugabilmektedir (19).

Ayrica tekrarlanan PPD testlerinde reaksiyon buyukligia 5-9 mm’den 10
mm’nin Uzerine g¢ikabilmekte, ¢ocuklugunda BCG yapilan erigkinlerdeyse >10

mm’lik bir 6lgtim enfeksiyon lehine diistintiimektedir (19).



Tamda kullanilan vazgecilmez ydntemierden biri kaltir yontemleridir.
Bunlarin baginda Lowenstein besiyeri gelmektedir. Léwenstein’in hazirladigi bu
besiyeri, Jensen’in modifikasyonu ile icerdigi patates unu, yumurta, gliserol,
malagit yesili, magnezyum sitrat gibi maddelerle basil icin uygun bir ortam

saglamaktadir.

Ayrica albumin ve kazein iceren Middlebrook 7H10 broth - agar da
basariyla kullaniimaktadir. 1950’lerde John ve Middlebrook’un gelistirdikleri bu
besiyerinde gorunir bir ireme 3-4 haftay bulmaktadir. Daha sonra bu besiyeri

de rutin kullanima girmistir (20).

Son yillarda gelisen teknolojiyle birlikte yeni yoéntemler tuberkiloz
tanisinda yer almigtir. Bunlardan biri radyometrik 6lgiime dayanir. Bu yontemde,
Middlebrook bazli besiyeri iceren siselerde, karbon kaynagi olarak, '*C ile
isaretli palmitik asit bulunmaktadir. Ornekte M. tuberculosis varhginda, Greyen
bakteri ortama "CO, vermektedir. Her bir besiyeri sisesindeki '“CO, miktari
Olctiimekte ve bu 6i¢iilen deger gcogalma indeksi olarak kaydedilmektedir. Bu da
treme zamanint 10 giine kadar indirebilmektedir. 1969’da Deland ve Wagner'in
geligtirdikleri bu yéntem 1975te rutin kullanima girmistir (21). Daha sonra ayni
firma nonradyometrik bir yontem gelistirmigtir; burada oksijen bagh floresan
indikatér  kullanarak  Gremeyi takip edebilmektedir. Bu y®ntemde
kontaminasyonun digerine nazaran daha az oldugu (%1,4'e %2); pozitiflik
oraninin, eskisinde %91.9 iken yenisinde %95.1 bulunmustur (22).

Ayrica gaz-likid veya yiiksek performansl likid kromatografisi yéntemi
de kullamima girmistir. Bu yontem karakteristik yag asitlerini 6lgmek suretiyle
tani koymakta ve mikobakterilerin %90"in1 identifiye edebilmektedir (23).

Yine son donemlerde gelistirilen molekiler teknikler de mikobakteri

tanisinda kullanim alani bulmustur. Bunlardan biri niikleik asit amplifikasyon

yéntemidir. Bu metotda 16S ribozomal RNA'nin kopyalan g¢ikartihp ¢ogaltiimak
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suretiyle tantya gidilmektedir. Bu yontemde duyarlilk %75-100 arasinda,
6zgulliik ise %95-100 arasinda degismektedir (24).

Diger bir teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) adiyla anilan
yéntemdir. Bu ydntemde énceden belirlemis bir DNA pargasi kullanilarak 8 saat
icinde sonuca gidilmektedir. Ayrica bu yoéntemle spesifik suslarin DNA

tiplendirmesini kolaylastirmaktadir (24).

3) Bakteriyofajlar

Mikrobiyolojide  kullamlan  yontemlerde  bakteriyofajlardan  da
yararlanimaktadir. 1915 yilinda Ingiltere’de Twort gicek asili danalarin lenfinden
elde ettidi mikrokok kolonilerinin bazilarinin kenarlarinin yenik oldugunu ya da
harap oldugunu gérmustir. 1917 yiinda Fransa’da d’Herelle, Twort'tan habersiz
olarak bu fenomeni kesfetmistir. Bakteriyofaj isminin babasi da odur.
Bakteriyofajlar zaman igerisinde epidemiyoloji, tedavi, tani ve profilakside
basanyla kullaniimistir (25).

1947 yihnda mikobakterileri infekte eden fajlarin farkina varnilmstir.
Halen 250°nin Gzerinde mikobakteriyofaj bilinmektedir. Bugiine kadar M.

tuberculosis’te spesifik bir faj reseptorii gosterilememistir.

M. tuberculosis suslarindan izole edilen fajlar dért grup iginde (A,B, C ve
I) toplanmigtir. Hong Kong, Japonya, Uganda, Orta ve Bati Afrika’da tip A,
Kuzey Amerika’da ve Avrupa’da tip A ve B, ABD’de tip C predominanttir. Lipid
icerigi, virilans 6zelligi ve antibakteriyel duyarlihig yénunden farkhifik gosteren
tip | ise tip A ile birlikte Hindistan’da daha yaygindir (26).

Taberkiloz kronik seyretmekte ve bakterinin degisik yerlere (kaviter
lezyonlar, makrofajlar) yoéneliminden dolayr tedaviye hayli gug¢ karsilik
vermektedir. Hastalidin tedavisi hayli uzun sirmekte ve birden fazla ilacin
birlikte kullanimini gerektirmektedir.




Tedavide kullanilan baslica ilaglar izoniyazid, rifampisin, streptomisin,
pirazinamid ve etambutofdur. Ayrica para-aminosalisilik asit, etionamid,
morfozinamid, sikloserin, viomisin, kapreomisin, tiasetazon, kinoloniar,
amikasin, protionamid, klaritromisin de sekonder ilaglar olarak antitiberkiloz

etki gostermektedirler (27).

Tuberkiloz basilleri mutasyona ¢ok yatkindir. Dolayisi ile ilaglara hizla
direng kazamrlar. Mutasyonlar ilag kullanimi esnasinda olabilecegi gibi spontan
olarak da ortaya c¢ikabilmektedir. Tedaviye direngteki en 6nemli neden bu

mutasyonlardir (28).

Tedavide 2 asama vardir. Birincisi, baslangic asamasi olup 2 ay
slirmekte, birinci grupta yer alan ilaglar veriimektedir. ikinci asama idame
donemi olarak devam etmekte, rifampisin ve izoniyazid verilmektedir. 1.

dénemde eklenen pirazinamid, etambutol gibi ilaglar kesilmektedir (28 ).

Yaklagik %5 hasta yan etkilerinden dolay: rifampisin + izoniyazidi

kesmektedir.

4) Rifampisin Hakkinda Genel Bilgiler

Rifampisin toprakta yasayan bir bakteri olan Streptomyces
mediterrenaei'den 1969 yilinda elde edilmigtir. Bakteride, DNA'ya bagh RNA
polimerazin beta altbirimleriyle etkilesime girerek transkripsiyonunu bloke eder.
Cogu gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalar Gizerine etkilidir. Ayrica H.
influenzae ve meningokok menenijitinde profilaktik amacla kullanilabilmektedir.
Mikobakteriyel enfeksiyonlarda da kullanilan gok énemli bir ilagtir. [zoniyazidden
daha genig bir antimikrobiyal etkisi vardir. Bakterisidal etki géstermektedir. Hizh
direng gelisiminden dolay: tek basina genellikle kullaniimamaktadir. Oral
alinimdan sonra yeterli olarak emilime ugramakta ve santral sinir sistemine bile
rahathkla gegmektedir. Karaciger tarafindan alinmakta ve enterohepatik siklusa
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girmektedir. Karaciger enzimlerini indlkleyebilmektedir. Ayrica idrar, digki,
konjonktiva turuncu bir renkle boyanabilmektedir (29). Bu ilaca kars) direng
‘bakteriyel RNA polimerazin beta alt birimindeki kromozomal mutasyonla
olmaktadir. Bu durum ilacin etkisiz baglanmasina yol agmaktadir (30). Kan
beyin bariyerini kolayca gectiginden tiiberkiiloz menenjitinde de basan ile

kullaniimaktadir.

Bu ilaglara giinimiizde degisen oranlarda direng s6z konusudur. Direng
3 tipte gorilmektedir. Daha 6nce tedavi gérmemis hastalardaki direng primer
direng, tedavi sirasinda gelisen direng sekonder direng, tedavi altindaki
hastalarda kultirde az sayida direngli organizmalarin saptanmasiyla olusan

direng, gegici direng adini almaktadir.
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lil. GEREC ve YONTEM

1) GERECLER

A) M. tuberculosis Kékenleri ve Ornekler

Cahsmada 2001 yih (Subat 2001-Aralik 2001) icerisinde Marmara
Universitesi Hastanesi’nin gesitli servislerinden ve polikliniklerinden Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarina tiberkiiloz tanisi igin gonderilen cesitli solunum
yolu érneklerinden 100 adedi kullaniimistir. Bunlar balgam, bronkoalveoler lavaj
(BAL), derin trakeal aspirat (DTA) ve endotrakeal aspirat (ETA)'tir.

Rifampisin duyariiginin arastinlmasi i¢cin Marmara Universitesi
Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda M. tuberculosis olarak tanimlanmig
Léwenstein-Jennsen besiyerindeki 30 kultir ve SSK Sireyyapasa Gogus
Hastaliklari Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarinda LJ besiyerinde tremis 20

kéken kullamimistir.

B) Besiyerleri

- Léwenstein-Jennsen besiyeri

- Bactec 12B siseleri

C) Tampon, Cozelti ve Antiseptikler

NaOH-Trisodyum Sitrat (NaOH-TSS) Karisimi (1000 ml)

%4’luk NaOH (IN)
%2.94’luk Trisodyum Sitrat (TSS) (O.1.M)
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N-Asetil-L-sistein

NaOH-Trisodyum sitrat karigiminin 100 ml’sine 300 mg
Fosfat Tamponu 0.676 (1/15) M
A Cozeltisi:Sodyum monohidrojen fosfat (Na;HPOy) 947¢

Distile su 1000 ml
B Cozeltisi: Potasyum dihidrojenfosfat (KH2PO,) 9.07¢g
Distile su 1000 ml

D) Boyalar

Ehrlich-Ziehl-Neelsen Boyasi
Asit fenikli fuksin

Bazik fuksin 19
Fenol kristalize 59
%95'lik etil alkol 10 ml
Distile su 100 mi

Dekolorizasyon ¢ozeltisi
Hidroklorik asit 5ml
%95’lik etil alkol 95 mi

Metilen Mavisi

Metilen mavisi 15g
Kristalize asit fenik 59
%95'lik etil alkol 10 ml
Distile su 100 mi
E) Kitler

FAST PLAQUE TB (BIOTEC LABORATORIES)
FAST PLAQUE TB-RIF (BIOTEC LABORATORIES)



F) Bactec 460 TB Sisteminde Kullanilan Gerecler

Bactec 12B (Middlebrook 7H12) Besiyeri
PANTA supplement

Bactec NAP test

S.I.LR.E ilaglan (liyofilize)

Streptomisin

Izoniyazid

Rifampin

Etambutol

Dilisyon sivisi
G) Rifampisin Diskleri
H) Cihaz ve Diger Araglar

Etiv (B5042 Hereaus)

Terazi (Sartorius)

Otoklav (Hirayama)

Santrifiij (Hettich Universal)

Vorteks (IKA-MSI minister)

Su banyosu (Stedfischt)

Buzdolabi (Arcelik)

Isik mikroskobu (Olympus)

Otomatik pipetler

Cam pipetler

Pastor pipetleri

Petri kutulan (90 mm)

30 ve 60 ml tasiyabilen otoklavlanabilen tasiyicilar
Atik kabt

Derécelendirilmig. steril plastik kablar
Bio-guvenlik kabini (Sinif II)
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Steril, 50 m{'lik vidal kapakli polipropilen tiipler
Maske ve eldivenler

Steril tek kullanimlik él¢hli 6zeler

Steril plastik tiberkulin stringasi ve 10 ml sinngalar
Bactec 460 TB seti

37°C inktbator

3 mm’den buyik ¢apli cam boncuklar

McCartney/universal/Dijos siseleri
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2) YONTEMLER

2001 yih igerisinde Marmara Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarn’na tiiberkiiloz tanisi igin génderilen 100 solunum yolu &6rnegi,
rifampisin hassasiyet testi icin ayni laboratuvardan kati besiyerinde (Léwenstein
Jensen) dremis 30 koken ve SSK Sireyyapasa Gogius Hastalklan
Hastanesi’'nin Mikrobiyoloji Laboratuvar’ndan kati besiyerinde tremis 20 M.

tuberculosis kékeni bu galigmaya alinmistir.

A) M. tuberculosis Tani Testleri

Orneklerin islenmesi: NaOH-NALC Yéntemi

— %4’lik NaOH ve %2.9'luk sodyum sitrat ¢ozeltisinin 1:1 karigimi
hazirlanmistir. Dekontaminasyon reaktifi igin ¢dzeltinin her 50 ml'sine 0.25 g
NALC eklenmistir.

— Toplanan balgam, ETA, DTA, BAL 50 ml'lik plastik santrifijj tiplerine
konmus, Uzerine esit miktarda sodyum hidroksit, sodyum sitrat N-asetil-L-sistein

cozeltisi eklenmistir.

— Vorteksle 30 saniyeden fazla olmamak kaydiyla karigtinimigtir ve her

tlip oda i1sisinda 15 dakika bekletilmistir.

— Santriftj tipt Ozerindeki 45 ml isaretine kadar fosfat tamponu

eklenmigtir.

— 3000 g’'de 20 dakika santrifij edilmigtir.

— Ust sivi atilarak g¢okelti 1-2 ml hacime ulasincaya kadar fosfat

tamponu ile siispanse edilmistir.
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— Hazirlanan numuneden bir damla preparat hazirlamada, geri kalan

kisim besiyerine (Léwenstein-Jensen) ekimde kullaniimistir.

— Ayni numuneden 0.1 ml 12B sisesine inokile edilmistir.

— Ayni 12B sisesine 0.1 ml PANTA ilave edilmigtir.

Kit Igerigi ve Hazirlanigi (Fast Plagque TB)

— Reaktif A (FPTB Medium): Medyumu igeren saget cam tasiyiciya
aktanlimig, 270 ml distile su ilave edilmis, 10 dakika beklenmis, hafifce
kanstinimistir. 121°C’de 10 dk otoklavlanmigtir. Oda i1sisinda sogutulmustur.

— Reaktif B (FPTB Growth Medium): Bu reaktif A’'ya eklenmistir.

— Reaktif C (FPTB Medium Plus): Reaktif A ile B’nin kansimidir.

— Reaktif D (Bakteriyofaj): Reaktif C’den 1.1 ml, reaktif D'ye aklenerek,

reaktif D (bakteriofaj) ¢bztindutriGimustir.

— Reaktif E (Sensoér Hicreler): Reaktif C'den 11 ml reaktif E iceren

siseye eklenerek reaktif E (sensoér hiicreler) ¢ézunduraimustar.

— Reaktif F (Virlsol Tablet): 5 ml distile su ile ¢dztndUrtimustir.

— Reaktif G (FPTB Agar): 60 ml distile suda ¢éziinduralmis, 10 dk
bekletilmis, 121°C’de 10 dakika otoklavianmigtir. Kullaniimadan énce 55°C’de

su banyosunda sogutulmustur.

— Ornekler NaOH-NALC yéntemiyle hazirlanmigtir.
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— Elde edilen c¢okelti 1 ml reaktif C icinde sispanse edilmigtir. Bu
stispansiyondan 1 ml reaksiyon kabina aktanimis ve 37°C’de 1 gece inkiibe

edilmigtir.

— Pozitif ve negatif kontroller hazirlanmisgtir.

~ Her numune ve kontrole 0.1 ml reaktif D eklenmis, 37°C’de 1 saat
inkiibe edilmigtir.

— Inkibasyondan sonra kontrol ve numunelere 0.1 ml reaktif F
eklenmistir. Oda 1si1sinda 5 dk bekletilmigtir.

— Her tiibe 5 ml reaktif C eklenmis, bir defa gevrilerek karistinimigtir.

— Her tibe 1 ml reaktif E eklenmistir.

— Eritilerek 55°C’ye getiriimis agardan 5 ml alinarak bos bir petri
kutusuna konmus ve (izerine tip icerigi aktanimis, yavasca hareket ettirilerek

iyice karismasi ve ylzeyin kaplanmasi saglanmigtir.

— Donmasi igin oda isisinda birakiimis, donduktan sonra 37°C’de 1

gece inkiibe edilmigtir.

Kontrollerin Hazirlanmasi: Kontroller test sirasinda hazirlanmistir. On

inklibasyon yapiimamistir.

Negatif Kontrol: 1 ml reaktif C igeren tip.

Pozitif Kontrol: 3 tibe 10’ar ml reaktif C konmus, birinci tipe 0.1 mi
reaktif E eklenmis, kanistirlmis, bundan 0.1 ml ahnarak, ikinci tipe konmus, bu

dilisyondan da 0.1 mi alinarak tglinci tiipe konmus, bu tiginc tipten de 1 mi
alinarak pozitif kontrol olarak isaretlenmigtir.
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