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1. GIRIS

Mycobacterium ismi mikroorganizmanin sivi besiyerinde kiiflere benzemesinden
dolay1 Yunanca “fungus (myces)” ve “kiiciik cubuk (bakterion)” kelimelerinden
tiiretilmistir. Ik olarak literatiire Bergey's Manuel of Determinative Bacteriology-
1896°da giren Mycobacterium cinsi i¢inde bugiin seksenden fazla tiir tanimlanmistir
(Yayli ve ark., 2003; Glimiisli, 2006; Glimisli ve ark., 2007).

Enfeksiyona neden olan M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti ve
M. canetti ’nin genetik yakinliklart temel alinarak bu tiirler “M. tuberculosis
complex” adi altinda toplanmiglardir. Kazanilmis immiin yetmezlik sendromunun
(Acquired Immune Deficiency Syndrome- AIDS) ortaya ¢ikisiyla birlikte diger bazi
mikobakteri tiirlerinin de (M. fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis ve M. avium
complex) klinik ©6nemi anlagilarak, diger mikobakteri tiirlerine ilgi artmistir
(Metchock ve ark., 1999; Celik ve Eyiiboglu, 2000; Alpaslan, 2003; Miller, 2000).

Runyon gruplandirmasinda I, II, III ve IV. gruplar “atipik mikobakteriler”
olarak adlandirilmissa da son yillarda bu tiirlerin atipik olmadiklar1 kabul edilmis ve
bu grup i¢in “MOTT (Mycobacteria other than tuberculosis)” veya tiiberkiiloza (TB)
neden olmayan Mycobacteria ‘“non-tuberculosis mycobacteria” terimlerinin
kullanilmasimin uygun oldugu bildirilmis. Ancak zamanla mikobakteri tiirlerinin
tanimlamasinda bu terimlerin de yetersiz kaldig1 goriilmiistiir. Klinik agidan 6nemli
mikobakteri tiirlerinin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavileri farkli oldugu igin tiim
mikobakterilerin tiir adlar1 ile belirtilmeleri gerekmektedir (Tortoli, 2003; Drennan
ve Guidera, 2002).

Calisma, daha Onceki yillarda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvar stoklarinda bulunan ve
rifampisin(RIF) direngli oldugu bilinen M. tuberculosis suslarinin rifabutin(RBT) in

vitro etkinligi agar proporsiyon yontemiyle arastirilmasi amaciyla yapilmistir.



1.1. Morfoloji

Mikobakteriler hafif¢e diiz yahut kivrik comak seklinde, 0,2—0,8 um eninde, 1-4 um
boyunda, kapsiilsiiz, sporsuz, hareketsiz ve aerop ortamda ireyebilen
mikroorganizmalardir. Genel olarak mikobakterilerin hiicre yapisi diger bakterilerin
hiicre yapisina benzemektedir. Onemli farklar hiicre kimyasal yapisi ile bu

bakterilerin geperinin yapisindan kaynaklanmaktadir (Gupte, 2006).

Mikobakterilerin hiicre duvari, lipitce zengin olan dallanmis ve uzun zincirli
mikolik asitlerinden olusmaktadir. Diger bakterilerden farkli olarak lipitce zengin
hiicre duvarlar1 anilin boyalarin gegisine izin vermediginden Gram yontemi ile
boyanmazlar. Hiicre duvarinin boyanmasinda yogun lipit tabakasindan anilin
boyalarin gecebilmesi icin 1s1 ile birlikte fenol uygulanir. Is1 ile birlikte hiicre
duvarina iyice temas eden boyanin uzaklastirilmasinda sadece alkol kullanimi
yetersiz olup asit-alkol seklinde uygulanir, ilk boya asit kullanimimna karsin hiicre
duvarinda kalir. Bu giiclii aside direnclilik ozellikleri nedeniyle aside direngli
bakteriler (ARB) olarak da adlandirilirlar (Mandell ve ark., 2005; Pfyffer ve ark.,
2003; Maza ve ark., 2004; Murray ve ark., 1994).

Mikobakterilerde bulunan kalin lipit hiicre duvar1 3 makro molekiilden olusur:
peptidoglikan, arabinogalaktan ve mikolik asit (Gedikoglu, 1997, Maza ve ark.,
2004). Ayrica mikobakteriler, beta (B) laktamaz ve diger ilag modifiye enzimleri
salgilamaktadirlar. Bu o6zelliklerinden dolayi, bakterilere kars1 kullanilan ilaglarin

biiyiik bir cogunluguna dogal olarak direnglidir (Jarlier ve Nikaido, 1994).

1.2. Viriilans ve Patojenite

M. tuberculosis viriilansina neden olan net bir yap: heniiz gosterilmemistir. Fakat
yapilan g¢alismalar kord faktor ve siilfatidler gibi bazi immiinreaktif bilesenlerin
virlilanstan sorumlu olabilecegini ortaya koymustur. Viriilans ve patojeniteden

sorumlu bazi bilesenler sunlardir;



1.2.1. Lipitler

Mikobakteriler normal bakterilerin igerdikleri lipitlerden farkli daha 6zel ve karmasik
yapili lipitler igermektedirler. Baslicalar1 mikolik asit, wax D, trehaloz-6,6’-
dimikolat (kord faktor), fosfolipitler, glikolipitler, lipoglikan, lipoprotein ve
stlfolipitlerdir.

1.2.1.1. Trehaloz-6,6’-dimikolat (Kord Faktor)

Viriilan olan TB suslarinda rastlanmaktadir. Basile kiime olusturma kabiliyeti
kazandiran kord faktor, mikolik asitlerin trehaloz gibi sekerlere baglanmasi ile
olusmaktadir. Kord faktorii konak hiicrenin mitokondri membranina tutunarak
solunum ve oksidatif fosforilasyon mekanizmasinda hasara neden olurlar. Makrofaj
uyarimini, savunma sistemini harekete gecirme ve graniillom olusturma yetenegine
sahiptirler. Antitimor o6zelligi vardir. Alternatif kompleman yolunu aktive eder,

polimorfoniikleer 16kosit go¢iinii engeller (Kiyan, 1999).

1.2.1.2. Siilfatidler (Siilfolipitler)

Silfiir iceren glikolipitlerdir. Kord faktoriiniin toksisitesini arttirmanin yaninda
lizozom fagazom birlesmesini engelleyerek basilin konak tarafindan parcalanip yok

edilmesini Onlerler.

1.2.1.3. WaxD

Pepdidoglikan yapisindadir. M. tuberculosis’ten elde edilip verilmesi halinde
yapisinda bulunan N-asetil muramildipeptid nedeni ile hiicresel immiin yanit
olusumu, antikor yapiminda ve interferon yapimini indiikleyen adjuvan etki gosteren

bir maddedir (Kiyan, 1999).



1.2.1.4. Proteinler

En 6nemli islevleri duvar polimerlerinin sentezinde rol almak, atik maddelerin hiicre
duvarindan ge¢mesini saglamak, porlar1 olusturmak ve basile antijenik Ozellik
kazandirmaktir. Proteinler bulunduklar yer, gorevleri, kimyasal ve fiziksel
ozelliklerine gore baslica 6 grupta siniflandirilir (Yayli ve ark., 2003; Gandhi ve ark.,
2006). Bunlar; membran ile iliskili proteinler, peptidoglikan ile iliskili proteinler, dis
hiicre duvar proteinleri, sitoplazmik proteinler ve 1s1 sok proteinleri (hsp) olarak

Ozetlenebilir.

1.3. Antijenik Yapi

M. tuberculosis’in yapisinda yer alan protein, polisakkarit ile lipitlerin tamami
immiinojeniktir. Bu bilesenler immiinsiipresyon, makrofaj aktivasyonu, graniillom
olusturma, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi olduk¢a farkli
etkilere sahiptir. Mikobakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarda temel olarak
hiicresel immiin sistem rol oynadigindan proteinler, anahtar immiinojen olarak kabul

edilirler (Dail ve ark., 2008).

TB immiinolojik tanmisinda kullanilan ilk yontem tiiberkiilin deri testidir.
Tiiberkiilin deri testi zengin bir antijen karigimindan olusur (Huebner ve ark., 1993;
Andersen ve ark., 2000).

Daha 6nceden tiiberkiiloz basili ile karsilasan kisilerin, ilk defa TB basili ile
karsilasan kisilere gore daha hizli ve belirgin reaksiyon olusturdugunu belirtildikten
sonra TB enfeksiyonu tanisinda intradermal olarak old tiiberkiilin kullanilmaya
baslanmustir (Pfyffer ve ark., 2003). Old tiiberkiilin, TB basilinin sentetik besiyerinde
tiretilmis kaba bir ekstratidir ve kontaminasyona neden olan komponentleri igermesi
nedeniyle saflagtirllmasina gerek duyularak PPD (Purified Protein Derivative-PPD)

gelistirilmistir.



PPD ilk defa Seibert ve Glenn tarafindan sentetik besiyerinde iiretilmis basilin
(Old tiiberkiilin) oldiiriilerek saflagtirilip steril hale getirilmesi ile elde edilmistir.
PPD, Old tiiberkiiline nispeten daha saf bir antijen karisim olmasina ragmen tam
anlamda saflastirrlamamas1 ve c¢apraz reaksiyonlarla karsilasilmasina ragmen

immiinodiagnostik dnemini hala korumaktadir.

PPD bireylerin aktif TB durumunu gostermemekte, bireyin daha 6nce TB
etkeni bakteriler ile enfekte olup olmadigimi gostermektedir (Pfyffer ve ark., 2003;
Cengiz, 1999).

1.4. Mikobakterilerin Boyanma Ozellikleri

Mikroskobik inceleme maliyeti en diislik, en pratik, en yaygin olarak kullanilan ve
tanisal degeri oldukga yiiksek bir yontemdir. Duyarliligi diisiik olmamasina karsin
hizli sonu¢ alinmasi nedeniyle laboratuvarlarda yogun sekilde uygulanmakta olup;

tan1 degeri oldukga yiiksektir (Ceyhan, 2011).

Klinik 6rnekten bulunan diger bakteriler boyama islemin asamalarindan biri
olan asit alkolle muamele sirasinda ilk almis olduklart boyayr geri verirler.
Mikobakteriler ise ilk aldiklar1 boyay: aside direncli olduklar i¢in geri vermezler ve
aside direngli bakteriler (ARB) olarak isimlendirilirler. Boyama islemi sonunda
hazirlanan preparatlarda ARB saptanmasi, klinik oOrnekte mikobakteri varligina
iliskin ilk bakteriyolojik kanittir (Mandell ve ark., 2005; Pfyffer ve ark., 2003). ARB
saptanmasi igin 6rnekte 5000-10000 basil/ml bulunmasi inceleme esnasinda pozitif

bulgu elde etmek i¢in gereklidir (Ceyhan, 2011; Koksal 2000; Maza ve ark.,2004).

Ikincil bir boyama yontemi olan Fluorokrom da (Auromine O, Rhodamine B)
mikobakteri hiicre duvari mikolik asitlerine floresan baglanma ve izotiyosiyonat
filtreli mavi 1s1kta, koyu zemin iizerinde parlak sar1 veya turuncu-kirmizi bakteriler
goriiliir (Mandell ve ark., 2005; Pfyffer ve ark., 2003; Maza ve ark., 2004; Murray ve
ark., 1994).



1.5. Orneklerin Islenmesi

Klinik 6rneklerde mikobakterilerin varligini tespit etmek ayrica patojen olan ve
patojen olmayan tiirleri ayirt etmek TB tani laboratuvarnin amacidir. Uygun klinik
orneklerden mikobakterilerin izole edilmesi TB’un kesin tanisi saglar. Klinik
ornekler ne kadar uygunsa TB laboratuvarin tanidaki basarisi 0 kadar artar.
Enfeksiyon ¢ok farki organ ve dokulari tutabildiginden ornek se¢imine dikkat
edilmelidir. Pulmoner oOrnekler ve ekstrapulmoner ornekler gibi farkli klinik
materyallerden mikobakteriler tespit edilebilir (Maza ve ark., 2004, Baylan ve ark.,
2003).

Normal flora igermeyen Ornekler alinmalari veya taginmalari esnasinda
kontaminasyon oldugu diisliniilen klinik 6rneklere; organik kalintilarin
uzaklagtirilmasi, kontaminasyona neden olan bakteri ve mantarlari elimine etmek
amaciyla dekontaminasyon islemi uygulanir. Normal flora icerdigi bilinen klinik
orneklere de ayni islem uygulanir. Giinimiize kadar ¢ok sayida homojenizasyon-

dekontaminasyon yontemleri tanimlanmustir. Bunlar;

e N-asetil-L-sistein (NALC)-NaOH yontemi,

e  %4’lik NaOH yontemi,

e  Zefiran-trisodyum-fosfat yontemi,

e  Oksalik asit yontemi,

e  Setilpridinyum klorid-sodyum klorid yontemi,

e  Siilfirik asit yontemi olarak siralanabilir.

Bu yontemler arasinda en yaygin kullanilan NALC-NaOH ve %4’liik NaOH
yontemleridir (Babacan ve Over, 2002; Pfyffer ve ark., 2003; Maza ve ark., 2004;
Forbes ve ark., 2007; Korkmaz ve ark., 2006).



1.6. Kiiltiir

Mikobakteri tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin mikrobiyolojik tanisinda direkt
mikroskobiden daha duyarl1 ve tiir tespiti ile antimikrobiyal duyarlilik testlerine de

olanak saglamas ile standart ydntem olarak kiiltiir kabul edilir (Uzun ve Unal, 2002).

M. tuberculosis zorunlu aerop olmasi nedeniyle anaerop ortamda
irememektedir. Ancak %5-10 CO; igeren ortamlar ise iiremeyi arttiric1 6zelliktedir.
Optimal iiremesi i¢in pH 7 ve sicakligi 35-37°C, olmasi yeterlidir. M. tuberculosis
tirlinlin  bir ireme siklusu igin 18 saate ihtiyag duyar. Bu nedenle tek bir
mikobakterinin kati besiyerinde goriinebilir koloni olusturabilmesi i¢in en az iki

haftalik bir siireye gereksim vardir.

Kat1 besiyerlerinde kuru, kirli beyaz renkte, yiizeyi ve ¢evresi girintili ¢ikintili
koloniler olustururlar. Gliserin bulunan yar1 kati ve sivi besiyerlerinde zorunlu aerop
olmalarindan dolay1 yiizeyde zar olusturarak iirerler (Cengiz, 1999; Hall ve Howard,
1994). Mikobakteriler zengin igerikli yapida sivi, yar1 kati, kat1 besiyerlerinde tireme
gosterirler (Uzun ve Unal, 2002).

1.6.1 Kati Besiyerleri

Genellikle mikobakterilerin izolasyonu amaciyla gliserol ve asparajin (veya
glutamat) iceren yumurta veya agar temelli kat1 besiyerleri kullanilir. Bunlar; selektif

ve nonselektif besiyerleri olarak adlandirilir.

e Selektif Besiyerleri: Lowenstein Jensen (LJ) Gruft (penisilin, nalidiksik asit),
Mycobactosel LJ (siklohekzimid, linkomisin, nalidiksik asit), Mycobactosel
Middlebrook 7H10, Mitchison 7H11 (karbenisilin, polimiksin B, trimetoprim laktat,
amfoterisin B) olarak siralanabilir.

e Nonselektif Besiyerleri: LJ, Petragnani, American Thoracic Society,
Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H11 olarak siralanabilir.



1.6.2. Bifazik Besiyerleri

Bifazik besiyerleri genellikle CO; olusumu ve oksijen kullanimi gibi gaz
basincindaki degisiklikleri, fluorometrik veya kolorimetrik olarak 6l¢en sistemlerle
kullanilir. Bunlara ornek olarak; Septi-Check (BD Biosciences) verilebilir. Bu

besiyeri siv1 ve kat1 fazlardan olusur.

1.6.3. Siv1 Besiyerleri

Mikobakterin  kiiltiiri amaciyla ticari olarak saglanabilen sivi besiyerleri
mikobakterileri daha kisa siirede ve daha yiiksek duyarlilikta tanimlanmasini saglar

(Uzun, 2003). Bunlar;

e MGIT (Becton Dickinson, Biosciences)

e MB Redox (Heipha Diagnostica Biotest)

e BACTEC 460TB (Becton Dickinson, Biosciences)

e BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, Biosciences)
e BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson, Biosciences)
e ESP Il (Trek Diagnostics)

e MB/BacT ALERT 3D (BioMerieux)

1.7. Molekiiler Tam

Bakterilerin tanimlanmasinda altin standart olarak kabul edilen kiiltiir yonteminin
sonuclanmasi uzun siirmesi nedeniyle daha hizli, is yiikiinii azaltan, duyarl ve 6zgiil
testlere olan ihtiya¢ artmaktadir. Konvansiyonel niikleik asit testleri zaman kaybina,
is ylikliniin artmasina ve bazen de gereksiz harcamalara neden olmaktadir.
Giliniimiizde tiiberkiiloz basillerinin tant ve direncini belirlemede kullanilan
molekiiler testler i¢in dnemli gelismeler sz konusudur. Ozellikle “Xpert MTB/RIF”
(Cepheid, USA) i¢in; yar1 kantitatif nested gercek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) yontemiyle, M. tuberculosis kompleks ve RIF direncini dogrudan



hasta materyalinden, bir tek ¢aligma ile 2 saatten kisa siirede saptayabildigi ifade

edilmektedir (Durmaz, 2010; Ciftci, 2011).

Ek olarak oOrneklerden direkt olarak M. tuberculosis kompleks varligini
arastirmak i¢in farkli ticari molekiiler tani sistemleri gelistirilmis olup bunlar;
Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (AMTD, Gen-Probe) ve Cobas
AMPLICOR MTB Assay (Roche Diagnostic System)’olarak ifade edilmektedir.
(Durmaz, 2010; Winn ve ark., 2006).

1.8. Identifikasyon

Dogru antimikobakteriyel tedavi ve veri tabanlari olusturabilmek igin farkli metotlar
kullanilarak mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in
cesitli tanimlama yontemleri gelistirilmistir. Bunlar; konvansiyonel biyokimyasal
yontemler, BACTEC NAP (p-nitro-asetilamino-hidroksi propiyofenon) testi,
BACTEC MGIT PNB (p-nitro benzoik asit), molekiiler yontemler veya
kromatografik analiz yontemleri ile yapilabilir. Giiniimiizde en sik kullanilan NAP ve
BACTEC MGIT PNB testleridir.

1.8.1. BACTEC NAP Testi

M. tuberculosis kompleks suslarini inhibe eden, ancak MOTT tiirlerini inhibe
etmeyen, boylelikle simirli bir identifikasyon saglayan bazi kimyasal maddeler
kullanilmaktadir; p-nitrobenzoat, hidroksilamin hidrokloriir, 8-azaguanin, nitroksolin
ve NAP bunlardan bazilaridir. NAP, kloramfenikol sentezinde bir ara trindir ve
kloramfenikole gore M. tuberculosis kdkenine dort kat daha etkilidir (Winn ve ark.,
2006). BACTEC 460TB sisteminde kullanilan bu yontem ile identifikasyon 3-5 giin
icinde saglanmaktadir (Uzun ve Unal, 2002; Hall ve Howard, 1994; Della-Latta,
2004).
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1.8.2. BACTEC MGIT PNB (P-Nitro Benzoik Asit) Testi

M. tuberculosis’in PNB’i kullanmasmna dayanan bir testtir, BACTEC MGIT 960
sisteminde kullanilan bu yontem ile identifikasyon 2-3 giin i¢inde saglanmaktadir.
Ikinci giiniin sonunda PNB iceren tiipte floresan saptanmas iireyen mikobakterinin
MOTT, floresan saptanmamast ile M. tuberculosis kompleks olarak
degerlendirilmesine yardimci olur (Dickinson ve Mitchison, 1987; Burman ve ark.,
1999; Giampaglia ve ark., 2007; Giampaglia ve ark., 2005).

1.9. Duyarhlik Testleri

TB kontrol programlarinin 6nceliklerinden birini de hizli ve giivenilir sekilde ilag
direncinin belirlenmesini olusturmaktadir. Ila¢c direncinin belirlenmesi ile birlikte
hastalara daha dogru olan tedavinin baglatilmasin1 ve bodylece tedavi siiresinin
kisaltilmasi saglanmaktadir. Son zamanlarda is giiclinli azaltan ve ilag direncinin
belirlenmesinde daha hizli olan temelinde fenotipik ve genotipik yontemlere dayanan
farkli teknolojiler ve yaklasimlar 6nerilmektedir. Genotipik yontemlerin énemli bir
diger avantaji ise mikobakterilerin liremesine gereksinim olmamasi, hatta klinik

orneklerden direk galisilabilmesidir (Murray ve ark., 1994).

1.9.1. Kilasik Fenotipik Yontemler

Antibiyotiklere duyarli ve diren¢li suglar fenotipik yontemle ayirt etmek igin
antibiyotik iceren yumurta ve agar igeren besiyerinde inkiibasyona birakilir.
Fenotipik yontemler direkt veya indirekt uygulamalar icerir. Direkt yontemde
rutinde gelen klinik 6rnekler homojenizasyon ve dekontamisyon islemlerinden sonra
veya direkt besiyerinde {iretilen kolonilerden ilagli ve kontrol i¢in ilagsiz

besiyerlerine ekilmektedir (Murray ve ark., 1994).
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1.9.1.1. Mutlak Konsantrasyon Yontemi

Antibakteriyel ilaglara kars1 bir ilacin Minimal Inhibitér Konsantrasyonunu (MIK)
saptama amaciyla bu yontemde, 2x10° veya 2x10* koloni olusturan birim/mililitre
(kob/ml) mikobakteri soliisyonu i¢eren, hem belirli diliisyonlarda ilag iceren hem de
ilag igermeyen kontrol besiyerlerine ekilir. Inkiibasyon sonunda besiyerleri diliisyon
sirasina gore siralanarak mikrobiyal lireme olmayan besiyerindeki ilag diliisyonu o

susun MIK degeri olarak kabul edilir (CLSI, 2011).

1.9.1.2. Diren¢ Oran Yontemi

Bu yontemde mutlak konsantrasyon yonteminde oldugu gibi  farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan antibiyotik dillisyonlar1 ile mutlak konsantrasyondan
farkl1 olarak standart susunun MIK degerine béliinmesi ile direng belirlenir. Bu
yontemle direnci bilinmeyen bir susun standart sus ile degerlendirilmesi prensibine
dayanir. Kisaca bu yontem test edilen ilacin iki kat diliisyonunu igeren tiiplere test
susu ve standart susun standardize edilen inokiilumlar1 eklenerek 4 hafta 37°C’de

inkiibe edilir (Giimiisli ve ark., 2007).

e Proporsiyon Yontemi: Proporsiyon yontemi daha Onceden standart bir ilag
dilisyonu hazirlanan  (Krittk Konsantrasyon) ilaca karst duyarli olan
mikroorganizmalarin oraninin belirlenmesini saglar. Klinik ve Laboratuvar Standart
Enstitiisti (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI) tarafinca proporsiyon
yontemi kabul edilmekle birlikte diinya genelinde en ¢ok kollanilan yontemlerden
biridir. CLSI’in kabul ettigi yontemde BACTEC 460TB ile BACTEC MGIT 960
gibi otomatize cihazlara yonelik kullanilan Middlebrook 7H10 besiyerine ekim
yapilmaktadir (CLSI, 2011). Middlebrook 7H10 disinda oleik asit, albumin, dekstroz
ile katalaz ilaveli Middlebrook 7H10 veya 7H11 agar, antibiyotik diskleri bu
yontemde kullanilir. ARB pozitif hasta numunesinden direkt ya da kiiltiir de iremis

mikobakterilerden indirekt olarak yapilabilir. Genel olarak simdiye kadar yapilan
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calismalarda anti-TB ilaglara direng gosteren bakteri oraninin da %1 diizeyi kriter

alinarak ayarlanmigtir (Tansel, 2006).

1.9.1.3. Hizh Duyarhlik Testleri

Bu yontemler ticari otomatize veya yari otomatize kiiltiir sistemlerinden

olusmaktadir. Bunlar;

e Radyometrik Kiiltiir Sistemi (BACTEC 460 TB, Becton-Dickinson, Sparks, MD)
e Floresan Kiiltiir Sistemi (BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube
[MGIT] System 960, Becton-Dickinson, Sparks, MD; BACTEC 9000 MB Becton-
Dickinson, Sparks, MD)

e Kolorimetrik Kiiltiir Sistemleri (BacT/Alert 3D, bioMerieux, Durham, NC, USA,;
TK Kiiltiir Sistemi, Salubris, MA, USA)

e Gaz Basing Degisimini Saptayan Kiiltiir Sistemi (VersaTREK, AccuMed,
Chicago, 1ll.)

1.9.1.4. Yeni Fenotipik Yontemler

TB varliginin tespiti icin klasik yontemler ve molekiiler yontemlerin dezavantajlarin
ortadan kaldiracak daha hizli, giivenilir, is glicii az gerektiren faja dayali yontemler
(Faj Cogaltma Yontemi, Lusiferaz Genli Faj Yontemi), Kolorimetrik Yontemler
(Alamar Blue, Tetrazolium Tuzlari, Nitrat Rediiktaz Yontemi) gibi yeni yontemler
bulunmustur. Bu yeni gelistirilen yontemlerde direkt numuneden veya kiiltiirden
izole edilen mikobakterilerden calisilabilmesi ayrica avantaj olusturmaktadir (Ulger,
2007).
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1.9.1.5. Genotipik Yontemler

Ilag direnclerinin saptanmasinda molekiiler yontemlerin hizl1 sonug¢ vermesi, kiiltiir
gereksiniminin minimal olmasi veya direk numuneden calisilabilirligi ile avantajh
yontemlerdir. Molekiiler yontemlerle, direncin kanitlanmasinda direngten sorumlu
mutasyonlarin gosterilmesi yeterli iken, direngten sorumlu mutasyon goriilmez ise;
direngli oldugu saptanan mikroorganizmalar i¢in direngten sorumlu bagka gen
bolgesi mutasyonlar1 ya da baska mekanizmalar olabilecegini akla getirmektedir

(Goloubeva ve ark., 2001).

Direncin belirlenmesinde; Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP),
Heterodupleks Analiz (HDF), Kati Faz Hibridizasyon Yontemi, Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET) 6rnek olarak verilebilir. Bu yontemlerin temeli
dirence neden olan mutasyonlarin ¢ogunun tespit edilmis olmasindan
kaynaklanmaktadir. Fakat bu yontemlerin hizli olmasinin yaninda, pahali olmalari,
direncli organizma proporsiyonunu belirleyememesi ve sessiz mutasyonlar1 (klinikte
dirence neden olmayan) belirlemesi biiyiik dezavantajlarindandir (Durmaz, 2010;
Goloubeva ve ark., 2001; Wanger ve Mills, 1996).

1.10. Tedavi

TB basilleri de diger mikroorganizmalar gibi dogal siirecte anti-TB ilaglarina karsi
direng gelistirmislerdir. Ozellikle hiicre yapisi nedeniyle birgok antibiyotige
direnclidir. Ornek olarak beta-laktamlar verilebilir. Zira bakteri dogal olarak beta-
laktamaz enzimi bunlarin basinda basilleri dogal olarak beta-laktamaz enzimi
tiretmektedir. Ayrica 6zel hiicre duvari yapilar nedeni ile de pek ¢ok antibiyotigi
hiicre i¢ine gegirmezler. Mikobakteriler dogal antibiyotik direncinin yaninda duyarl
olduklar1 anti-TB ilaglara karsi genellikle belirli lokuslarda olusan spontan
mutasyonlar ile direng gelistirirler. Mikobakterileri diger bakterilerden farkli kilan
onemli bir diger 6zelligi ise plazmid ya da transpozon ile diren¢ genlerinin transfer

edilememesidir (Yayl ve ark., 2003; Pfyffer ve ark., 2003; Hall ve Howard, 1994)..
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Anti-TB tedavide doniim noktast 1944’te streptomisinin (SM) Selman
Waksman tarafindan kesfi ile yasanmis ve bu ilacin kesfi, arastirmacilarina Nobel

odiilii kazandirmistir. Fakat SM ye karsi ilk ilag¢ direnci 1946 yilinda rapor edilmistir
(Otkun, 2001; Okamoto ve ark., 2007).

Kombine tedavinin 6nemi 1947°de zayif etkili bir tliberkiilostatik olan
Pirazinamid’in (PAS) tedaviye eklenmesi ile SM direncinin en ¢ok %9’a kadar
cikabildigi gosterilince anlasilmistir. Fakat PAS alan hastalarin yarisindan fazlasinda
goriilen gastrointestinal yan etkiler 6nemli bir sorun olusturmustur; hastalarin

yaklagik 1/3’linde ilag kesilmek zorunda kalinmistir (Otkun, 2001).

Giiniimiizde TB tedavisinde birinci segenek Izoniazid (INH), RIF, Etambutol
(EMB) ve SM’dir. EMB disindaki birinci segenek ilaglar bakterisittir(CLSI, 2011).
Sikloserin etionamid, tiasetazon, kanamisin, kapreomisin ve PAS gibi ilaglar ise
ikinci segenek ilaglardir. Bu ilaglar birinci segenek ilaglara gore daha toksik ve daha
az tolere edilebilen ilaclardir. Hastanelerde ve deneyimli hekimlerce kullanilmalar
uygundur. Ayrica TB tedavisinde amikasin, RBT, klofazimin, beta-laktamaz

inhibitorleri, kinolonlar gibi kullanimi deneme asamasinda olan ilaglar mevcuttur

(Otkun, 2001).

1.11. Direng
1.11.1. Streptomisin Direnci

SM diger aminoglikozid grubu antibiyotikler gibi bakteri ribozomuna baglanarak
protein sentezini inhibe ederek bakterisidal etkilidir. Diger bakterilerde
aminoglikozidlere direng asetilasyon ile ilacin inaktive edilmesi yoluyla olurken, M.
tuberculosis tiiriinde bu direng sekline rastlanmamistir. SM’ e karsi olusan direncin
%80’ninde iki tiir mutasyon saptanmustir: Ribozomal S12 proteinini kodlayan rpsL
geninde genellikle Lys 43 Arg mutasyonu olup daha nadiren Lys 43 Thr de olusan
nokta mutasyon(% 60) ve 16S rRNA’y1 kodlayan rrs geninde olusan mutasyon
(<%10) SM direncinden sorumludur (Rattanve ark., 1998). Ribozomlardaki bu
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degisiklikler ilacin bakteriye baglanmasini azaltarak dirence katkida bulunur

(Mandell ve ark., 2005; Pfyffer ve ark., 2003).

1.11.2. izoniazid Direnci

Sentetik yapida ve ¢ogalan mikobakteriler iizerine bakterisid etkili 6n bir ilagtir.
Aktivite gosterebilmesi icin katalazperoksidaz enzimi gerekmektedir. Aktif hale
gectikten sonra hiicre i¢inde farkli biyolojik siiregler {izerine etki ederek
mikobakterilerin hiicre duvar yapisinda bulunan mikolik asidin sentezini inhibe
etmektedir. Katalaz-peroksidaz genini kodlayan katG geninde mutasyonlar
sonucunda inaktive enzim ortaya ¢ikmasi ile bu inaktif enzim INH aktif hale
gelmesini engellemis olur. Bu da %60-70 oraninda direncin ortaya ¢ikmasina neden

olur (Rattan ve ark., 1998).

Diger bir diren¢ mekanizmast InhA geninin promotor bdlgesindeki
mutasyonlardir. Mikolik asidin biyosentezinde aktivite gosteren “enoyl-Acyl carrier
protein reduktaz” enzimini kodlayan inhA geni (< %10) ve yag asidi uzamasinda
onemli olan “beta-ketoacil Acyl carrier protein sentetaz” enzimini kodlayan kasA
geninde mutasyonlar da izoniazid direncinden sorumlu tutulmaktadir (Rattanve ark.,
1998; Somoskovi ve ark., 2001). Fakat kasA geninde mutasyon saptanan izolatlarda
ayni zamanda katG veya inhA genlerinde de mutasyon bulundugundan bu genin
izoniazid direnciyle iliskisi stiphelidir (Somoskovi ve ark., 2001). INH direncinde
son olarak direngten%10-15 sorumlu olan aphC geninde mutasyondur. Bakterilerde
katG geni yoklugunda, oksidatif strese neden aktif INH iiriinlerini detoksifiye eden
alkil hidroperoksidaz enzimi, aphC geni tarafindan kodlanmaktadir (Oztiirk, 2003;
Piersimoni ve ark., 1998; Kocabas, 1996).

1.11.3. Rifampisin Direnci

Streptomyces mediterranei‘nin kiiltiir filtratindan temin edilen RIF yar1 sentetik
bakterisidal etkili anti-TB ilacidir (Wallace, 2000). RIF hidrofobik hiicre zarindan
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hizla gegerek mikobakterilerin DNA’ya bagimli RNA polimerazt rpoB geninin
tarafindan kodlanan beta alt iinitesine baglanarak inhibe eder. RIF direncinde RNA
polimerazin rpoB geninin 81 bp’lik bolgesinde (27 kodon, 507- 533) mutasyonlar
sorumludur (Mandell ve ark., 2005; Pfyffer ve ark., 2003; Uzun, 1996). RIF bazi

tirevleri; RBT, rifapentin, rifamisin ve florokinolondir.

1.11.4. Etambutol Direnci

EMB sentetik yapida mikobakteri duvarini olusturan arabinogalaktan ve
lipoarabinomannan sentezinde rol alan arabinol transferaz enzimiyle etkileserek
hiicre duvari sentezini inhibe eden bakteriyostatik bir ilagtir (Yiiksel, 2005). EMB
direncinin  %70’1 suglarin embABC genetik lokusunda ortaya ¢ikan nokta
mutasyonlar1 sorumludur. Ozellikle en sik goriilen mutasyonlar % 60 oraninda embB
geninin 306. kodonundaki Met aminoasidindeki degisiklige baglidir (Ramaswamy ve
Musser, 1998). Yiiksek MIK degerli etambutol direnciyle Met 306 ile
mutasyonundan ziyade Met 306 Leu, Met 306 Val mutasyonlari iligkili bulunmustur
(Rattan ve ark., 1998).

1.11.5. Pirazinamid Direnci

Nikotinamidin sentetik analogu olup giiclii tiiberkiilosid etki gostermektedir. Ajan
monosit ve makrofaj i¢indeki yavas cogalan mikobakteriler iizerinde en etkili
tiiberkiilosid olarak bilinmektedir. ila¢ hiicre ici bakterisidal etki gostermektedir.
llacin aktif formu pirazinamid mikobakteri hiicre duvarindan gectikten sonra
pirazonoik aside ¢evirmesi ile olusur. Direngli suslarda pirazinamidaz aktivitesinde
kayip belirlenmistir. Direngli suslarin %72-94’tinde bu enzimi kodlayan pncA gen

bolgesinde mutasyonlar saptanmistir (Mandell ve ark., 2005; Oztiirk, 2003).
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1.12. Yeni Antitiiberkiiloz ila¢c Arastirmalari

Yeni anti-TB ilag gelistirilmesinin temel nedenleri olarak kullanilmakta olan anti-TB
ilaglarin1 gelistirerek tedavi siiresini kisaltmak, coklu ilaca direncli TB (CIDTB)
enfeksiyonlarinin tedavisini saglamak ayrica latent TB olgularinin tedavi basarisini
artirmaktir. Anti-TB ilag tedavisi ticari firmalar agisindan incelendiginde yeni ilag
gelistirmeye yonelik fazla ilgi gosterdikleri sOylenemez. Yeni ilaglar RIF, yeni
florokinolonlar, oksazolidinonlar ve nitroimidazopiranlar olarak sayilabilir (Kiraz,
2003).

1.13. Gelistirilme Asamasindaki Yeni Tiiberkiiloz ilaclari

Diinya Saglik Orgiitiiniin hastaligi ortadan kaldirmak icin uyguladigi “Stop TB”
politikasinin temelinde halen kullanimda olan anti-TB ilaglarinin basarili etkisi, kisa
stireli tedavi saglamasi, diisiik fiyat gibi avantajlarinin yaninda hastalarin fazla sayida
ilacin ayn1 anda kullanmak zorunda kalmasi gibi dezavantajlarini degerlendirerek
mevcut ilaglardaki verimi artirmaya yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (O’brien ve

Spigelman, 2005).

1.13.1. Rifabutin

RBT, rifamisinin S’nin spiro-piperidil tiirevidir (Uzun, 2002). RBT’in yapist ve
antibakterial etki mekanizmasi diger bir RIF tiirevi olan rifamisin gibi mikobakterial

RNA polimeraz enzimini inhibe ederek tiiberkiilostatik etki yapar.

RBT’in kimyasal adr; 1',4-didehydro-1-deoxy-1,4-dihydro-5'-(2-
methylpropyl)-1-oxorifamycin XIV, molekiiler agirligi; 847 ve bununla beraber
polaritesi Log P 4.218°dir. Piyasadaki ismi: Ansamycin, Alfacid, Ansatipin,
Ansatipine, Antibiotic LM 427, Mycobutin ve RBT olarak tanimlanmaktadir. RBT
‘in tirevleri ise KRM-1648 (ayrica Rifalazil ve ABI-1648 denilebilir) ve

rifapentindir (Tuberculosis Journal, 2010).
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RBT’in kapali kimyasal formiilii; C46Hs2N4O1;1 Ve agik formiilii ise Sekil 2.1°
de gosterildi (Tuberculosis Journal, 2010).

Sekil 2.1. Rifabutinin agik kimyasal formiilii (Tuberculosis Journal, 2010).

RIF ve RBT arasinda ¢apraz direng oranmi Yiiksektir (Uzun, 2002; Yuen,
1999). Bununla birlikte c¢apraz direncin, RpoB geninin 511, 516 ve 531

kodonlarindaki mutasyonlarin neden oldugu diisiiniilmektedir(Bodmer, 1995).

RBT, antiretroviral ilaglarla etkilesinin az olmasi1 nedeniyle RIF kullanilmayan
HIV(+) hastalarda kullanimi 6nerilmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde HIV (+)
kisilerde M. avium complex tedavisi i¢in kullanimi onaylanmistir. Bununla birlikte
RIF direngli M. tuberculosis suslarmim neden oldugu hastaligin tedavisinde de
etkilidir (Mwinga, 2004).

RIF gore, RBT‘in 6nemli bir avantaji da sitokrom p450 sistemini daha az

indiiklemesidir.

RIF, sitokrom p450 aktivitesini indiiklediginden dolay1 proteaz inhibitorleri
(PI) ve nonniikleozid revers transkriptaz inhibitorleri (NNRTI) ile birlikte, Pl ve
NNRTT’larin konsantrasyonlar1 terapotik diizeyin altina diismektedir. Bu da yetersiz
viral siipresyona ve ilag direncinin gelismesine neden olmaktadir. RBT ise, daha

zaylf bir sitokrom p450 indiikleyicisi oldugundan, PI ile birlikte kullanilabilir;
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NNRTI ile de dikkatli kullanilmalidir. Ciinkii RBT, bir NNRTI olan Delavirdinin
konsantrasyonunu %80 azaltmaktadir. Bazi PI ve NNRTI’lar RBT ile birlikte
kullanildiginda, RBT‘in serum konsantrasyonunu artirmaktadir. Yan etkilerin
azaltilmasi ve etkin tedavi ig¢in, Pl ve NNRTI ile RBT birlikte kullanildiginda

mutlaka ilaglarin serum konsantrasyonlari kontrol edilmelidir (Aeron, 2004).

RIF’nn HIV 1 proteaz inhibitdrlerinin metabolizmasini indiiklemektedir ve 35

yasina kadar %92 oraninda tedaviyi zorlastirir (Burham, 1999).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerine (Centers for Disease Control and
Prevention-CDC) gore RIF’nin proteaz inhibitorleri ile birlikte kullanilmamasini ve
RIF yerine tiirevi olan RBT diisiik dozda kullanilmasi 6nerilmektedir (CDC,2000).

RIF ve RBT analizi i¢in Deutsches Institut fiir Normung( DIN) 58943-3, DIN
58959-4, DIN 58959-1, DIN 58959-5, DIN 58959-7, DIN 58959-32 und DIN 58959-
17 metodu veya cihazlarin referanslart kullanilabilir (DIN, 2011).

Bunlarla birlikte RIF‘e karsi gelisen direnci tespit etmek amaciyla direngli
mutantlarin tespit analizleri hedef alinarak yapilabilir. Ornegin V176F mutantinin
rpoB geninin 365-bp fragmentinde meydana gelen degisiklikleri tespit etmek igin
uygun olan TB-176-F (59-CTTCTCCGGGTCGATGTCGTTG-39) ve TB-176-R
(59-CGCGCTTGTCGACGTCAAACTC-39) primerleri kullanilmigtir  (Hwang,
2003; Bartfai, 2001).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Calismaya; Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikobakteri Laboratuvar: stoklarinda bulunan RIF direngli oldugu bilinen 20 sus ve
bir standart M. tuberculosis susu olmak iizere toplam 21 M. tuberculosis susu dahil

edilmistir.

2.2. Kullanilan Boyalarin Hazirlanmasi
2.2.1.Karbolfuksin Hazirlanmasi

Bazik fuksinden 0,3 gr tartilarak 10 ml %95’lik etil alkol igerisinde ¢Oziilmiistiir.
Fenol kristallerinden 5 gr tartilarak 100 ml distile su igerisinde ¢ozlilmistiir.
Hazirlanan bu soliisyonlar 1/1 oraninda karistirilmig, homojenizasyon saglandiktan
sonra ¢ozelti daha sonra kullanilmak iizere koyu renkli bir siseye aktarilmustir.
Icerisinde karbolfuksin bulunana sisenin iizeri uygun sekilde etiketlenerek daha sonra

kullanilmak tizere kaldirilmistir.

2.2.2. Metilen Mavisi Hazirlanmasi

Metilen mavisinden 0,3 gr tartilarak 100 ml distile suda ¢oziildii ve daha sonra
kullanilmak tizere koyu renkli bir siseye aktarilmistir. Sisenin iizeri uygun sekilde

etiketlenerek daha sonra kullanilmak {izere kaldirilmistir.
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2.2.3. Asit Alkol (%3) Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan %3 asit alkol hazirlanmasinda; 3 ml hidroklorik asit 97
ml %95°lik etil alkol igerisinde ¢oziildii ve daha sonra kullanilmak tizere koyu renkli

bir siseye aktarilmistir. Sisenin tizeri uygun sekilde etiketlenerek depolanmustir.

2.3. Kullanmilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.3.1. Sodyum Hipoklorid (%10) Hazirlanisi

Ticari olarak satilan %90 sodyum hipoklorid hazirlamak istedigimiz
konsantrasyon i¢in gerekli su ilavesi yaparak hazirlanmistir. Burada Pearson

karesi kullanilarak hesaplama yapilmistir.

90 —— 10 birim hacim % 90’ lik ana stoktan |0-10|= 10 brim hacim

NS
/'\

0 ~—— 80 birim hacim Saf sudan 190-101 = 80 brim hacim

Toplam 100 ml bir meziir igerisini % 90’lik sodyum hipokloridden 10 ml
konup tizerine 80 ml saf su eklenmistir. Hazirlanan c¢ozelti daha sonra
kullanilacak koyu renkli sisenin iizerine, soliisyonun adi, hazirlanma ve son

kullanma tarihleri yazilmistir ve ¢ozelti sisenin igerisine aktarilmistir.

2.3.2. Tlagh Besiyeri Hazirlamasinda Kullamilan Rifabutinin Konsantrasyonun
Hesaplanmasi

Suda RBT iyi ¢oziinmedigi bilinmektedir ve dimetil siilfoksit (DMSO) diger
coziiciiler gibi bakterilerin liremesi lizerine olumsuz etki yapmadigi i¢in ticari olarak
satin alinan RBT, DMSO igerisinde ¢6ziilmiis halde bulunmaktadir (Rastogi, 2000).
Ticari olarak satin alinan sivi RBT’in (Sigma-Aldrich, GmbH, Seelze-Germany) 1
ml DMSO igerisinde >5 mg/mL olarak bulunmaktadir(Sigma-Aldrich, 2011).
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RBT igin 1000 pul DMSO igerisinde 5000 ug etken madde varligindan yola
cikilarak 2 pg ilag konsantrasyonu igceren besiyeri elde edebilmek i¢in oran oranti
yontemi kullanilarak hesaplama su sekilde yapildi;

1000 pl stok igerisinde X 5000 pg ilag varsa

X ul igerisinde 2 g ilag ilag elde etmek i¢in

Her 1 ml besiyeri i¢in 0.4 ul stok ¢6zeltiden alarak besiyeri igerisinde 2 pg/ml
ilag konsantrasyonu elde etmis oluruz. Calismada kullanilacak besiyerlerinin

hazirlanmasinda her bir ilag konsantrasyonu i¢in 250 ml besiyeri hazirlanacaktir.

1 ml besiyeri i¢in 0.4 ul stok ¢ozeltiden alinmali ise

250 ml besiyeri i¢in X x ul stok ¢ozeltiden alinmalidir

250 ml 2 pg/ml RBT igeren besiyeri i¢in ticari olarak alinan stoktan 100 pl,

250 ml 1 pg/ml RBT igeren besiyeri i¢in ticari olarak alinan stoktan 50 pl,

250 ml 0,5 pg/ml RBT igeren besiyeri i¢in ticari olarak alinan stoktan 25 pl,

250 ml 0,25 pg/ml RBT igeren besiyeri i¢in ticari olarak alinan stoktan 12,5 pl,

250 ml 0,125 pg/ml RBT iceren besiyeri i¢in ticari olarak alinan stoktan 6,25 pl,

kullanilmistir.

2.4.  Kullanilan Besiyerleri

2.4.1. LJ Besiyerinin Hazirlanmasi

Terazinin denge ayar1 kontrol edildikten sonra tartim kagidi terazi iizerine
yerlestirilerek daras1 alinmis, toz LJ (Merck, Germany) besiyeri 37,5 gr tartilarak
erlene aktarilmistir. Besiyerinin iizerine 600 ml distile su ile 12 ml gliserol
eklendikten sonra homojenize olana kadar karistirilarak otoklava yerlestirilmistir.
121°C’de 15 dakika 1 atmosfer basingta otoklavda steril edilen besiyeri benmaride

50°C’ye kadar sogutulmustur. Yumurtalar 6nce %?2’lik iyotla daha sonra alkol
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(%70’lik etil alkol) ile silinmistir. Steril edilmis uygun biiyiikliikkte bir erlen
icerisinde steril boncuklar konmus, Steril pens ile yumurtalar u¢ tarafindan kirilan
yumurta erlen igerisine aktarilip homojenize edilmistir. Son hacim 1000 ml olacak
sekilde homojenize ve filtre edilen yumurtalar, otoklavlanan besiyerine ilave edilerek
iyice karigtirllmistir. Hazirlanan besiyeri dnceden hazirlanan steril tliplere 5’er ml
dagitilmistir. Tiipler koagiilatorde, 80°C’de 45 derece ag¢1 olusturacak sekilde egik
olarak yerlestirilerek 45 dakika koagiile edilmistir. Besiyerlerinin sterilite kontrolii
icin hazirlanan LJ besiyerlerinden oOrneklem yontemiyle %S5 oraninda ekim
yapilmadan 37°C’de inkiibatorde 5 giin bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda
kontaminasyon olmadigi anlasilmistir. Ayrica hazirlanan besiyerinin kalite kontrolii
acisindan standart suslarla [M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M. fortuitum
(ATCC 6841), M. kansasii (ATCC12478)] denetlenmistir. Hazirlanan besiyerlerinin

uygunlugu goriildiikten sonra kullanima kadar bekletilmek iizere +4°C saklanmustir.

2.4.2. Middlebrook 7H10 Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Middlebrook 7H10 (Difco- Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA)
agar toz haldeki besiyerinden 19 gr tartilarak bir balon jojeye aktarilmig ve lizerine 5
ml gliserol ve 900 ml distile su eklenmisti (CDC, 2010). Otoklavda 121°C de 15
dakika 1 atmosfer basingta tutularak steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri
benmaride 50-55°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine 100 ml OADC
eklenmistir (BD, 2011 ). Ilagsiz besiyeri steril vida kapakli tiiplere 3’er ml olacak
sekilde dagitilmis ve egik bir sekilde katilagmasi i¢in bekletilmistir.

Ilagsiz besiyerinde oldugu gibi ilagli besiyeri de ayni sekilde hazirlanmistir,
sadece ilagsiz besiyerinden farkli olarak calisilacak olan her bir bakteri diliisyonu
icin OADC eklendikten sonra 100 ml olacak sekilde besiyeri hazirlanarak igerisine
daha 6nceden son konsantrasyonu 0.12 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2
png/ml olacak sekilde stok ¢ozeltiden kullanilacak miktar daha dnceden hesaplandigi
gibi son ila¢ konsantrasyonu degismeyecek sekilde hesaplanan RBT, yine son
kosantrasyonu degismeyecek sekilde 4 kat diliie edilerek eklenmistir. Steril vida

kapakli tiiplere 3’er ml olacak sekilde dagitilarak yine egik bir sekilde katilagmasi
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birakilmistir. Hazirlanan besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza

edilmistir.

2.4.3. Cahsmada kullanilan kontrol parametreleri

Calisanin giivenilirligini saglamak i¢in tiim ¢aligmalar kontrollerle birlikte paralel

yiirtitiilmistiir. Caligmamizda kullanilan kontroller sirast ile:

e (Cikolata/kanli agar: Calismaya dahil edilen suslarin disinda kontaminant baska
bir  bakterinin  olup olmadigin1 belirlemek amaciyla ekimler yapilidi.
Degerlendirmede ¢alisamaya dahil edilen suslar LJ besiyerine es zamanli olarak
cikolata/kanli agar besiyerine ekildikten sonra inkiibassyona birakildi. Ilk iki giin

Cikolata/kanl agar plaklar1 kontaminasyon kontrolii amactyla degerlendirildi.

e  Sterilite kontrol: Kullanilan her ilag konsansantrasyonu igin ekim yapilmamis
Middlebrook 7H10 besiyerinde hazirlamasi sirasinda kontaminasyon olup olmadigini
kontrol etmek amaciyla hazirlanan besiyerlerinin %5’i segilerek bakteri ekilmemis
besiyerleri, ekim yapilan besiyerleri ile benzer sartlarda inkiibe edilip besiyeri

uygunlugu denetlenmistir.

e Ureme kontol: Calismaya dahil edilen tiim suslar 10° cfu/ml ve 10® cfu/ml
bakteri yogunlugunda lireme kabiliyetlerinin incelenmesi bakimmdan Middlebrook
7H10 besiyerine ekim yapilmistir. Boylece besiyerlerinden yada bakteriden

kaynaklanan lireme giicliiklerinin olup olmadig1 denetlenmistir.

e H37Rv: RIF direncinden sorumlu oldugu bilinen rpoB geninde mutasyon
bulunan standart sustur (Williams, 1998).
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2.5.  Yontemler

2.5.1. Agar Proporsiyon Hazirhg

Laboratuvar caligmalar1 baglamadan 6nce tiim yiizeyler %10’luk sodyum hidroksitle
temizlenmigtir. Steril bir atik kabi igerisine 15- 20 ml kadar %10’luk sodyum
hidroksit ilave edilerek biyogiivenlik kabinin igerisine birakilmistir. Calisma

oncesinde biyogiivenlik kabini 2 saat ultraviole (UV) 1s18a maruz birakilmistir.

Mikrobiyoloji laboratuvar: stoklarinda bulunan 20 klinik ve bir standart sus
calisma esnasinda kullanilmak iizere siraya dizilmis ve numaralandirilmistir. Stok
kiiltiirlerden kabin igerisinde LJ besiyerlerine 6ze yardimi ile ¢izgi ekim seklinde
pasajlanmigtir. Besiyerleri 37°C de inkiibasyona birakilmigtir. Ekim islemleri
sonrasinda biyogiivenlik kabininin igerisi ve temas edilen tim yiizeyler %10’luk
sodyum hipoklorid ile steril edilmistir. Atik kabi otoklanmak iizere kaldirilmistir.

Ureme kontrolleri i¢in giin asir1 kez LJ besiyeri incelenmistir.

Erlich Ziehl Neelsen (EZN) boyama yontemi; LJ besiyerinde 3 haftalik
inkiibasyonu sonrasinda iireyen bakterilerin uygunlugunun ve safliginin denetlenmesi
icin boyama ve mikroskopik inceleme yapilmistir. EZN boyama ile hazirlanmisg
preparatlarda tipik pembe Dbasiller gozlenmesi koloninin saf oldugunu

gostermektedir.

EZN boyama yontemi su sekilde yapilmistir; lamin bir ucuna sus adi veya
protokol numarasi yazilmistir ve lamin ortasina bir damla saf su damlatilmistir. Daha
sonra bir 6ze dolusu koloni alinarak, lamdaki saf su iizerinde 1-2x2-3 cm capindaki
hayali bir oval alana, siirekli dairesel hareketler ile yayilmistir. Havada kurutulduktan
sonra 3-4 kez alevden gecirilerek tespit edilmistir. Tespit edilen lam iizerine
oncelikle filtreden gegirilen karbol fuksin ¢ozeltisinden dokiilmiistiir. Tespit edilen
preparatlarin {izerine eklenen karbol fuksin boya ile birlikte 5 dakika boyunca buhar

cikacak ancak kaynamayacak sekilde alttan isitilmistir. Isitma sirasinda preparat
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tizerinde buharlasmadan dolay1 boya azalmasi olursa, lam yiizeyini tamamen Grtecek

sekilde karbol fuksin eklenmis ve 1sitma islemine devam edilmistir.

Bes dakikanin sonunda fazla boyay:1 preparat {izerinden atmak i¢in lamlar
egilmistir ve daha sonra normal akim saf su ile lamlar yikanmistir. Bu islemin
ardindan preparat iizerinden saf suyun kalant aym sekilde lamlar egilerek
stiziildiikten sonra lamlarin {izerine %3’liik asit alkol ¢Ozeltisi tamamen lami
kaplayacak sekilde dokiilmustiir. Preparat en fazla 3 dakika (ilk rengini kaybedinceye
kadar) bekletilmis, siire sonunda lamlar egilerek asit alkoliin fazla kism1 atilmis ve
saf su ile lamlar yikanmistir. Yikama islemini sirasinda asit alkoliin preparat
tizerinden tamamen gitmis olmasina dikkat edilmistir. Ardindan preparatlarin tizerine
metilen mavisi akitilmig, 3 dakika bitiminde saf su ile lamlarin {izerindeki fazla
boyalar yikandiktan sonra lamlar dik olarak kurumaya birakilmistir. Preparatlarin
materyal olmayan boyali kismi temiz bir bez ile iyice temizlenerek preparatlarin
materyal olan kismina bir damla immersiyon yagi damlatilarak 1000 kat biiyiitme

altinda taranmustir.

2.5.2. Agar Proporsiyon inokulum Hazirhg

Ekim islemleri daima UV ile steril edilen gilivenlik kabini igerisine
gerceklestirilmistir. Daha Onceden ekimleri yapilip pozitif lireme gozlenen LJ
besiyeri ve her bir sus i¢in 10 ml’lik steril bir tiip sirasiyla tiip tasiyiciya
yerlestirilmistir. Deneyde kullanilacak 10 ml’lik steril tiiplerin tizerine tarih, analiz
yapan Kkisi ve sira numarasi yazilmis ve daha sonra her bir tiip igerisine 5 ml steril

9%0,85’lik serum fizyolojik (SF) ve cam boncuk konulmustur.

Her bir sus icin LJ besiyerinde saf olarak iiremis olan koloniler, 6ze ile alinarak
icerisinde 5 ml steril SF ve cam boncuk bulunan 10 ml’lik steril tiip igerisinde
siispanse edilmistir. Daha sonra tiiplerin agz1 kapatilip 1 dakika boyunca vorteks
yardimiyla iyice karistirilarak siispansiyon sirasinda besiyeri ile birlikte alinan

koloninin besiyerinden ayrilmast ve koloninin kiicliik parcalar halinde ayrilmasi
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saglanmistir. Bu islemden sonra vortekslenen tiipler hareket ettirilmeden 30 dakika
bekletilerek biiylik partikiillerin ve besiyeri kalintilarinin dip kisma ¢okmesi
saglanmistir. Bekleme siliresinin sonunda hazirlanan siispansiyonun iist kismindan
steril pipet ile 1 ml yeni bir temiz tlipe alinarak iizerine SF eklenerek 1.0 McFarland
bulaniklik  degerinde  siispansiyon elde edilmistir.  Calismalarda  kritik
konsantrasyonun belirlenmesi i¢in besiyerine ekilen bakteri sayisini belirleyebilmek
icin bakteri 1.0 McFarland standart bulanik kullanilmistir (1.0 McFarland standart
bulaniklik 10® cfu/ml) (BD, 2011 ).

1.0 McFarland standart bulanik ayarlandiktan sonra icerisinde 10"ve 10° cfu/ml
bakteri olusturacak sekilde sirast ile 10™ ve 107 diliisyonlar hazirlanmasi igin spor
iizerine tiipler dizilmistir ve iizerine diliisyon faktérlerini gosteren 107 ve 1072
yazilmistir ve her bir tipe 9 ml SF eklenmistir. Bakteri siispansiyonlart 1.0
McFarland standart bulanikliga getirildikten sonra bu siispansiyondan 1 ml alinarak
10 yazan tiipe pipetaj yapilmistir iyice vortekslenmistir. Bdylece 10 cfu/ml standart
bulanikta sus elde edilmistir. Daha sonra 10" cfu/ml standart susundan 1 ml alinarak
diltisyon faktorii 10 olan tiipe aktarilmistir ve iyice vortekslenmistir. Bu sekilde 10°
standart bulanikta sus elde edilmistir. Klasik antibiyotik duyarlilik testlerinde oldugu
gibi agar proporsiyon ydnteminde de 10° basilden daha az ekilmemesi gerekmedigi
icin en son 107 diliisyon faktorii yazan basil konsantrasyonu farkli ilag

konsantrasyonu igeren besiyeri ve ilagsiz besiyerine ekilmistir (Tansel, 2006).

Antitiiberkiiloz ilaglara direngli basil orani giris kisminda belirtildigi gibi
yapilan ¢alismalar sonucunda genel olarak % 1 diizeyi kriter alinarak ayarlanmastir.
Direncin % 1 oranini tayin etmek ic¢in kontrol besiyerinde kullanilan sus miktari
ilagh besiyerindekinden 100 defa daha azdir. Ilagh besiyerinde iireyen kolonilerin
sayisi, kontrol besiyerindeki suslarin sayisiyla karsilastirilir. Belli bir ilaca direngli
basillerin oran1 hesaplanip, test edilen popiilasyon yiizdesi olarak belirtilir. Tlagsiz
kontrol besiyerinde 200-300 koloni olusturan ekim 6rnegi, bu yontem igin en uygun

olanidir.
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Bundan dolay: kontrol besiyeri olarak 107 diliisyonun hazirlanan sus bakteri

diliisyonu bakteri ekilmis olan pareleli ile iki kontrol besiyerine ekim yapilmistir.

Duyarlilik testi i¢in ekim, ayni susun 10° sulandirimlarindan ilagh besiyerlerine
(daha oOnceden 0.125 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2 pg/ml
konsantrasyonlarinda yeni RBT igeren) ve ilagsiz besiyerine 100 ul olacak sekilde
steril mikropipet uclar1 kullanilarak bakteri siispansiyonlar1 inokiile edilmistir. ilagsiz
besiyeri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kontaminasyon kontrolii i¢in ¢alisilan
her sus ayni zamanda ¢ikolata/kanli agar besiyerine de ekilmistir. Tiiplerin agz
sikica kapatilarak icerisindeki inokulumun besiyeri yiizeyine tamamen yayilmasi
saglanarak, tlipiin kapagi tekrar gevsetilerek 45° agili pozisyonda sporlara dizilmistir.
Daha sonrasinda spor %10’luk CO;’li atmosferde, 3 hafta inkiibasyona birakilmistir.
Ekim islemleri sonrasinda biyogiivenlik kabininin igerisi ve temas edilen tim
yiizeyler %10’luk sodyum hipoklorid ile steril edilmistir. Inkiibasyonun 1. ve 2.
giiniinde c¢ikolata/kanli agar ve ekim yapilan tiipler kontaminasyon yoniinden
incelenmistir. Kontaminasyon saptanmasi ¢alismanin gilivenligini etkileyeceginden

boyle bir durumlakarsilagilmast durumunda ¢aligsmalarin tekrarlanmasi planlanmaistir.

llagsiz kontrol besiyerindeki koloni sayilari ile ilagh besiyerindeki koloni
sayilar1 karsilastirilmustir. ilagh besiyerindeki iireme kontroldeki iiremenin % 1 ve
daha fazlas1 ise sus direngli olarak kabul edilmistir. Oran hesaplanirken “ilagh
besiyerindeki koloni sayisi/ilagsiz besiyerindeki koloni sayisi x 100=% direng”
formiili  kullanilmistir. Her bir ilag diliisyonu i¢in ekim yapilan kontrol
besiyerindeki(kontrol besiyeri ve paraleli) tireme 50-100 koloniden az ise ya da

sayillamayacak kadar ¢ok koloni varsa ¢alisma tekrarlanmistir.

Ilagh ve ilagsiz besiyerlerinde iiremeler haftada bir kez kontrol edilmistir ve 3.
hafta sonunda iireme olan tiiplerdeki koloniler etki ettikleri doz ve ilagh besiyerinin

icerdigi konsantrasyon not edilmistir. (Esen ve Giindiiz, 2003).
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2.6. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Lowenstein-Jensen besiyeri (Merck 01256-03 Germany)

e Middlebrook 7H10 Agar (Difco 262710 Becton Dickinson and Company,
Sparks, MD, USA)

e OADC, BBL Middlebrook OADC; 212240 Becton Dickinson and Company,
Sparks, MD, USA

e Rifabutin (Sigma-Aldrich, GmbH, Seelze-Germany)

e Bazik fuksin (Sigma C-4165 USA)

e %951k etil alkol (Sigma E-285 USA)

e Fenol kristalleri (Sigma P-1039 USA)

e Metilen mavisi (Sigma 6900 USA)

e Hidroklorik asit (Sigma 920-01 USA)

e DMSO(Sigma 472301 USA)

2.7. Kullanilan Cihazlar

Giivenlik Kabini (Heracus-HERA safe)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e Etiiv (Memmert)

e Otoklav (Niive- OT 020)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buzdolabi (Indesit)

e Vortex (NM- 110)

e Su Banyosu (Memmert)

e Distile su cihaz1 (Niive NS 108)

e Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P 10-P100-F1000)



30

3. BULGULAR

3.1. LJ pasaj sonuglari

Mersin Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvar: stoklarinda bulunan suslardan
yapilan pasajlar 3 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda LJ besiyerin {izerinde agik
krem renginde, ekmek kirintisin1 andiran, kuru, pigmetsiz, graniiler, kenarlari

diizensiz koloniler olusturdu (Resim 3.1).

Resim 3.1. Sol taraftaki resim, LJ besiyerinde tireyen M. tuberculosis sugunun goriiniimii, sag taraftaki
resim ise ekim yapilmamig LJ besiyerinin resmi.

3.2. Boyama Sonuglari

LJ besiyerine pasaj yapilan suslarin kontroli EZN preperatlari ile yapildi. Genelde
mavi zemin tizerinde sadece kirmizi-pembe renkte boyanmis basiller gozlendi. Bu

gbzlem tireme kontrolii ve suslarin saflig1 agisindan yeterli kabul edildi.
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Resim 3.2. EZN boyoma sonucu M. tuberculosis susunun mikroskobik goriiniimii (Fz-Borstel, 2011)

3.3. Agar Proporsiyon Sonuglari

Saf olarak kabul edilen suslar, agar proporsiyon calismalarina alindiktan sonra 3

hafta siirecek bir inkiibasyona siirecine birakildu.

Calismamizda agar proporsiyon yontemiyle RIF direnci bilinen M.
tuberculosis suslari tizerinde RBT nin 0.12 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml ve
2 pg/ml ilag konsantrasyonu hazirlanilarak MIK degeri arastirildi. Bu calismada
standart sus olarak kullanilan H37Rv  susunun c¢aligilan  Dbiitiin ilag
konsantrasyonlarina duyarli oldugu tesbit edildi. 0.12 pg/ml konsantrasyonunda
klinik 6rneklerden izole edilen RIF direncgli 20 susun tamaminin bu konsantrasyonda
direng gosterdigi saptandi. Ikinci diliisyon olarak kullanilan 0.25 pg/ml
konsantrasyonunda; klinik Orneklerden izole edilen bir tane RIF direngli susun
duyarli oldugu, geri kalan 19 susun diren¢ gosterdigi gdzlendi. Uciincii diliisyon
olarak kullanilan 0.5 pg/ml konsantrasyonunda klinik suslardan sekizi duyarli iken
12 susun diren¢ gosterdigi saptandi. Dordiincii ilag konsantrasyonu olarak kullanilan
1 pg/ml konsantrasyonunda incelenen 20 klinik susun dokuzunun direng gosterdigi
geri kalan 11 susun ise duyarli oldugu belirlendi. Son ila¢ konsantrasyonu olarak
kullanilan 2 pg/ml konsantrasyonunda incelenen 20 klinik susun onunun direng

gosterdigi saptandi.

Calisilan standart sus ile birlikte RBT e kars1 MIK degerleri dikkate alinmadan
sadece duyarlilik gdstermelerine bakildiginda 11 susun duyarlilik gosterdigi

goriilmektedir. Bu durum yaklasik 9%52’e karsilik gelmekte ve bu RBT’ne karsi
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duyarhilik gosteren suslar igerisinde sadece 0.5 pg/ml ilag konsantrasyonunda
duyarlilik gosteren suslarin %65°tUnli  olusturduklart ve sadece 0.5 pg/ml ilag
konsantrasyonunda duyarlilik gdsteren 9 sus icin yaklasik %43’linii olusturmakta

oldugu goriildii ve diger veriler Tablo 3.1’ de 6zetlendi.

Tablo 3.1. H37Rv ve galigmaya dahil edilen suglarin agar proporsiyon yontemi ile rifabutine karsi

duyarlilik paternleri
Suslar Ureme kontrol ilag Konsantrasyonu (ug/ml)
108 105 0.12 0.25 0.5 1 2
H37Rv

Ol | N]|J]OOJOa|D|lW]|IDN]PE

=
o

Pl ]r
alrlw]|n]| e

Elelr| e
o|lo]|~N| o

20

+: Direngli, -: Duyarl

2 png/ml ilag konstrasyonlarinda sagdan sirasiyla 1 ve 4 numarali suslarinin

Middlebrook 7H10 besiyerindeki goriintiisii Resim 4.2’ de belirtildi.
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Resim 3.3. Sagdan sirasiyla 1 ve 4 numarali M. tuberculosis susunun 2 pg/ml ilag konstrasyonlarinda
Middlebrook 7H10 besiyerindeki goriintiisii

9 numarali M. tuberculosis susunun 1 pg/ml ila¢ konstrasyonunda ilagh
Middlebrook 7H10 besiyerindeki goriintiisii Resim 4.3’te verildi.

Resim 4.4. 9 numarali susunun 1 pg/ml ilag konstrasyonunda ilagh Middlebrook 7H10 besiyerindeki
goruntiisi
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4. TARTISMA

TB kontrol programinin temelini; hastaligin erken tanisi, uygun ve etkili tedavisi,
tedavinin diizenli takibi olusturmaktadir. M. tuberculosis’e karsi Anti-TB tedavide
doniim noktast SM kesfi ile baglamigtir ve uzun yillardir TB kontrol programlarinda
kullanilmaktadir. SM monoterapisinin bazi yan etkilerinden dolayr 1960’1 yillardan
itibaren tilkelerde kullanimi azalmistir. Bu duruma INH ve RIF gibi yan etkisi daha
az olan ilaglarin bulunmasi katki saglamistir. Ancak M. tuberculosis’in birinci
secenek ilaclara gosterdigi direng ile TB kontrol programlarinda yeniden

kullanilmaya baslanmuistir.

Gilintimiizde TB i¢in genel problemler irdelendiginde ilag kullanma rejimlerinin
onemi sikca vurgulanmaktadir. Ozellikle son dénemde HIV ile iliskili TB’da,
CIDTB enfeksiyonlu hastalarda ve latent TB enfeksiyonlarinda kullanimdaki mevcut

anti-TB ilaglara alternatif ilaglarin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar artmaktadir.

Bu ¢alismada, Mersin yoresinden izole edilen ve birinci segenek anti-TB
ilaglardan olan RIF’e direng¢ gosteren M. tuberculosis suslarinda RBT etkisinin agar

proporsiyon yontemi ile belirlenmesi amaglandi.

RBT’in anti-TB etkisi iizerinde daha 6nce yapilan galismalar sonucunda elde

edilen veriler;

Williams ve ark.’nin (1998) 11 farkli tilkeden temin ettikleri 177 RIF direngli
klinik izolatla yaptiklar1 ve RIF tiirevlerinin (RIF, RBT, rifapentin ve KRM-1648
etkisini inceledikleri ¢alismada, RBT ve KRM-1648’in mutant izolatlar tizerinde
yiiksek afinite ve aktivite gosterdigi bildirilmistir. Calisgmamizda da bu ¢alismayla
uyumlu olarak M. tuberculosis suslari iizerinde RBT’in anti-TB yiiksek diizeyde

olmamakla birlikte etki gosterdigi gozledi.
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Yang ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada ise 163 adet M. tuberculosis
susu lizerinde RBT and KRM-1648 etkinligini incelemigler ve ¢alisma sonucunda
RIF duyarli olan 82 sus icin MiK < 16 ug/ml (RBT), MIK < 1 pg/ml (KRM-1648),
geri kalan 81 sus i¢in MiK > 32 pug/ml(RBT ve KRM-1648) olarak bulmuslar.

Yuen ve ark. (1999) benzer amagla 50 M. tuberculosis susu ile duyarlilik
calismallar1 yapmuslar; 50 M. tuberculosis susunun 33’iinii RIF direngli, 17°sinin ise
RIF duyarli olarak belirtmislerdir. Bu suslar iizerinde RIF ve RBT’in etkinliginin

cokta farkli olmadigin1 %81 oraninda ¢apraz direng gozlemlediklerini belirtmislerdir.

Saribas ve ark. (2002), RIF direncgli 97 sus ile RIF duyarli 21 M. tuberculosis
suslar1 lizerinde yapmis olduklar1 ¢alismaya gore RIF direngli suslar tizerinde %46
oraninda RBT’ye duyarlilik gosterdigini belirtmiglerdir. Ayrica RBT nin alternatif

bir ilag olarak da kullanillanilabilecegini de vurgulamislardir.

Istanbul’da Uzun ve ark. (2002), yapmis oldugu ¢alismaya gore RIF ile RBT
arasindaki ¢apraz direng olup olmadigini belirlemek amaciyla 50 adet M.
tuberculosis susu tizerinde yapmis olduklari ¢alismaya gére %88 capraz direng

verdigini belirtmislerdir.

Cavusoglu ve ark. (2004), yapmis olduklar1 ¢alismaya gére rpoB mutasyonu
bilinen 41 RIF direngli sus lizerinde RBT’ nin etkinligini incelemislerdir. Sonug
olarak 35 susun MIK> 32 pg/ml diizeyinde duyarhilik gosterdigini, ayrica geri kalan
6 susun ise MIK 2 pg/ml ile MIK 16 pg/ml arasinda oldugunu bildirmislerdir. Geri

kalan 1 susun ise ayn1 anda farkli mutasyonlara sahip oldugunu belirtmislerdir.

Anthony ve ark. (2005), rpoB genine sahip rastgele segilen 131 M. tuberculosis
susu lizerinde RIF ve RBT etkinligini incelemek amaciyla calisma yapmaislar; sonug
olarak da rpoB genine sahip S522L mutant: iizerinde RIF MIK degerinin 32 pg/ml,
RBT MIK degerinin de <0.8 pg/ml oldugunu bildirmislerdir.
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Senol ve ark. (2005), 112 M. tuberculosis izolatlar1 tizerinde RBT ve RIF
capraz direncinini incelemislerdir ve ¢alisma sonucunda %73 capraz direngli sonug
elde edildigini bununla beraber tiiberkiiloz olgularinin kombinasyon tedavisinde

uygulanabilecegini belirtmisleridir.

Chikamatsu ve ark. (2009), konuyla ilgili olarak yapmis olduklar1 ¢aligmada 53
RIF direngli, 44 ¢oklu ilag direngli 97 M. tuberculosis irdelemisler; %27 oraninda
RBT duyarlilik ve bununla beraber laboratuvar sartlarinda RBT’ in uygulamasinin zor

oldugunu belirtmislerdir.

Yoshida ve ark. (2010), ¢oklu ilag direng gosteren 98 M. tuberculosis izolatlar
tizerinde RBT’in etkisini incelemek amaciyla yapmis olduklar1 ¢alismaya sonucunda

MIK <0.015 pg/ml ve < 0.25 pg/ml degeri arasinda etki gdsterdigi bildirmislerdir.

Satana ve ark. (2010), ¢oklu ilag¢ direnci gosteren M. tuberculosis suslari
tizerinde ikinci segenek ilaglarin etkisini incelemek amaciyla yapmis olduklar

calismalarinda; RBT’in anti-TB etkisinin %100 spesifite gosterdigini belirtmislerdir.

CLSI (2011)’de RBT’in M. tuberculosis suslar1 i¢in MIK degeri < 0.5 pg/ml

olarak belirtilmistir.

RBT’in MIK degerine iliskin ¢esitli arastirmalar Tablo 5.1°de 6zetlenmistir.

Tablo4.1. Rifabutinin MiK degeri

Yoshida ve ark. 2010 <0.015ile < 0.25 arasi
Cavusoglu ve ark. 2004 232 ile 2-16
Anthony ve ark. 2005 <0.8

Yang ve ark. 1998 MiK < 16
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Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda 21 sustan 9’u MIK=0.5 upg/ml
diizeyinde duyarli olarak bulunmustur. ve bu sonu¢ CLSI tarafindan belirtilen RBT
MIK<0.5 pg/ml degerine uyumludur.

Calismamiz da sonucunda standart sus olarak kullanilan H37Rv susu ve 1
klinik sus MIK=0.25 pg/ml diizeyinde duyarli bulundu. Diisiik diizeyde duyarlh
bulunan bu suglar Yoshida ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglari ile

benzerlik gostermekteydi.

Ayrica yaptigimiz ¢alismamizda yiiksek konsantrasyonda duyarlilik calismalari
yapilamadig i¢in sonuglar Anthony ve ark. (2005) tarafindan bildirilen verilerle

karsilastirilamadi.

Yang ve ark. (1998), disinda daha onceki ¢alismalar incelendiginde, ¢alisma
araligi olarak sectigimiz 1 pg/ml ve 2 pg/ml ilag konsantrasyonunda duyarhlik
gosteren ¢aligma bulunamamuistir. Sadece Cavusoglu ve ark.(2004) tarafindan yapilan
calismada bir sus i¢in duyarli oldugu ila¢ konsantrasyonu 2 pg/ml ila 16 pg/ml
olarak belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da bir sus MIK = 1 pug/ml olarak bulundu.
Sus sayisinin artirilmasi ve yliksek konsantrasyon calismalari ile durumun agiklik

kazanabilecegi kanaatine varildu.

RIF ile RBT arasindaki ¢apraz dirence iliskin ¢esitli arastirmalar Tablo 5.2°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 5.2. RIF ile RBT arasindaki gapraz direng

Chikamatsu ve ark. 2009 27
Senol ve ark. 2005 73
Uzun ve ark. 2002 88

Saribas ve ark. 2002 46
Yuen ve ark. 1999 81

RIF ile RBT arasindaki capraz direncin olup olmadigina iliskin gegmis
yillardaki yapilan ¢aligmalar da farkli oranlarda c¢apraz direng belirtilmistir. Ayrica
calisilan mutant suslarin ilaca kars1 ¢apraz direng yiizdeleri arasinda en yiiksek deger
Yuen ve ark. (1998) %81, Uzun ve ark. (2002) da direnci %88 olarak belirtilmis
olmalarina ragmen Chikamatsu ve ark. (2009) tarafindan %27 gibi diisiik bir oran
bildirmislerdir. Uzun ve ark. (2002) ile Saribas ve ark. (2002) tarafindan iilkemizde

ayn1 yilda yapilmis olan iki ¢alisma arasinda fakli oranlar bildirildigi gézlenmistir.

Yapmis oldugumuz calismamizda, dahil ettigimiz standart sus ile birlikte
RBT’e karsi MIK degerleri dikkate alinmadan sadece duyarlilik gdstermelerine
bakildiginda yaklasik %52 oranindadir. Sonug¢ olarak iilkemizde daha Onceden
yapilan calismalar ile bizim c¢alismamiz sonucunda elde ettigimiz direng¢ oranlari
arasinda uyum goézlenmemistir. Ancak 0.5 pg/ml ilag konsantrasyonunda duyarlilik
gosteren suslarin orani yaklasik %43 olmast Uzun ve ark. (2002), bulgularini
desteklemektedir.

Uzun ve ark. (2002), tarafindan yapilan ¢alisilan ile bizim yapmis oldugumuz
caligmanin molekiiler alt yapis1 bilinmemektedir, Bizim ¢alismamiz ile Tirkiye’de
yapilan diger ¢alismalar degerlendirilirken bu nedenle degerlendirirken kisitlama

getirmektedir.
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Tiirkiye’deki diger bir c¢alisma Cavusoglu ve ark. (2004), tarafindan
yapilmistir; farkli MiK degerlerinde RBT kars1 duyarlilik gdsteren suslar belirtilmis
ve bu suslarin farkli mutantlar olduklar1 gdsterilmistir. Suslardan bir tanesinin farkl

mutasyon gosterdiginin ifade edilmesi bizim diisiinceminizi destekler niteliktedir.

CLSI, M. tuberculosis suslari igin RBT etki diizeyi olan < 0.5 pg/ml
konsantrasyonunda calisildiginda, ilag etki gostermiyorsa; bunun mutant suslardan
veya c¢apraz direngten kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Calismamizda da farkli ilag
konsantrasyonlarinda duyarlilik gosteren suslarin belirlenmis olmasi, suslarin farkli
bolgelerindeki mutasyonlar sonucu olusan farkli tip mutantlar olabilecegini
diisinmektedir. Daha Onceden yapilmis olan c¢alismalarda belirtilen ilag
konsantrasyonlari ve ¢apraz direng oranlarindaki farklilik goriilmesi bu diisiincemizi

desteklemektedir.

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada RBT’ne karst 0.5 pg/ml ilag
konsantrasyonunda duyarlilik gosteren suslarin %43 olup bu verimiz CLSI tarafindan
belirtilen MIK degeri icin gecerlidir. Direncli suslar genetik alt yapilari ile ilgili bilgi
eksiklikleri diren¢ oranlarindaki farkliligin agiklanmasinda kisitlamaya neden

olmaktadir.

Ulkeler ve hatta bolgeler arasi farkli direng paternlerinin saptanabilmesi
nedeniyle, her iilkenin kendi diren¢ oOzellikleri 1s1ginda tedavi protokollerini
belirlemesi ve zaman zaman gbézden gecirerek giincel epidemiyolojik verilerle bu
protokolleri yenilemesi, tiiberkiiloz tani, takip ve tedavisinde gorev alan kurumlarin
isbirligi ve iletisim kurmasmi gerekli kilmaktadir. Bunun yami sira CIDTB
tedavisinde ikinci segenek ila¢ direncinin bilinmesinin bu hastalar i¢in dogru tedavi
protokollerinin planlanmasi, Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi (DOTS-Plus)

uygulamasinin tedavi basarisinin artmasi i¢in zorunluluk oldugu inancindayiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak, daha onceki yillarda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na gelmis olan RIF
direngli oldugu bilinen suslar, altin standart metot olarak kullanilan agar proporsiyon

yontemi ile M. tuberculosis tizerine etkisi aragtirilmistir.

Son yillarda artis gosteren CIDTB gibi tiiberkiiloz tedavisinde birinci segenek
ila¢ olarak kullanilan anti-TB ilaglara alternatif olarak daha 6nceki yillarda yapilan

caligmalar neticesinde RBT kullanilabilecegi bildirilmektedir.

Bu kapsamda yapmis oldugumuz calisma sonucunda kullanilan sus sayisinin
azlig1 ve daha da onemlisi mutantlarin molekiiler alt yapilarinin bilinmemesinden
kaynaklanan kisitlamalardan dolayir kesin olarak bir sonu¢ elde edilememektedir.
Daha sonraki caligmalarda direncle iliskili molekiiler alt yapilarinin bilinmesinin
yarar saglayacagini diisiiniiyoruz. Ayrica, farkli mutant suslar ile yapilan ¢aligmalar
1s1¢inda RBT MIK degeri ve capraz direng konularmin daha detayli olarak ortaya
konabilecegi kanaatindeyiz.
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OZET

Mycobacterium tuberculosis, yavas tireme hizi ve yiiksek oranda lipit tasiyan 6zel hiicre
duvari nedeni ile diger bakterilerden ayrilan 6nemli bir patojendir. Diger bakterilere kiyasla
dogal direci yiiksektir. Son yillarda klinikte sorun olusturan ilag direnci hedef bolgeleri
kodlayan gen alellerinde meydana gelen mutasyonla iliskilidir.

Calisma, rifampisin direngli M.tuberculosis’e karsi rifabutinin in vitro etkinligi agar
proporsiyon yontemi ile aragtirilmasi amaciyla yapilmustir.

Mersin ~ Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji ~Anabilim Dal
Mikobakteriyoloji Laboratuvari stoklarinda rifampisin direngli oldugu bilinen 20 sus ve bir
standart M. tuberculosis susu olmak {izere toplam 21 M. tuberculosis susu ¢alismaya dahil
edilmistir. Calismamizda 11(%52) susun rifabutine duyarli oldugu gozlendi. Yalnizca 0.5
nug/ml ila¢ konsantrasyonunda duyarlilik gosteren suslarin 9 (%43) oldugu gozlenmistir.
Ancak c¢alismada kullanilan sus sayisinin az olmasi ve molekiiler alt yapilarinin bilinmemesi
nedeniyle rifabutin etkinliklerinin belirlenmesinde bir kisitlama olarak degerlendirilmis,
konunun genis kapsamli ¢aligmalarla aydinlatilabilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: M.tuberculosis, Rifabutin, Agar proporsiyon
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SUMMARY

Mycobacterium tuberculosis, separated from other bacteria by reason of its slow
reproduction rate and its cell wall contains high rate of lipid, is an important pathogen. Its
natural resistance is higher than the other bacteria. In recent years, the drug resistance has
been posing a problem in clinic applicaitons is associated with mutations emerging in gene
allels encoding target regions.

The purpose of this study is to investigate the in vitro effectiveness of Rifabutin
against to Rifampisin resistant M. tuberculosis by means of agar proportion method.

Totally 21 M. tuberculosis strains, 20 strains are known to be resistant to Rifampisin
and 1 standard M.tuberculosis strain, stocked at the Mycobacteriology Laboratory of the
Department of Medical Microbiology of the Faculty of Medicine, Mersin University, were
used in this study. It was observed that 11 (52%) strains studied are sensitive to Rifabutin
when only sensitivities of them were examined without considering their MIK values. It was
also observed that 9 (%43) strains of all strains studied are sensitive to Rifabutin in only 0.5
pg/ml drug consantration. However, the small number of strains used in this study and the
lack of information related to their molecular infrastructure was evaluated as a constraint in
determining Rifabutin effectiveness and it was concluded that the matter would be able to be
illuminated with comprehensive studies.

Key words: M. tuberculosis, Rifabutin, Agar proportion
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