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ONSOZ

Tlberklloz asirlardan beri oldugu gibi giinimizde de dnemli
bir halk sagligi problemi olmaya devam etmektedir. Halen dinyada tim
insanlarin Ugte biri tiberkuloz basili ile enfekte durumdadir ve her yil
yaklasik iki milyon insanin 6limine neden olmaktadir. Antitiberkiloz
ilaglara gelisen direncli suslarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi
oldukga gug ve zaman alicidir. Bu direngli suglarin toplum iginde yayilmasi
tehlikeyi daha da buyitmektedir.

Tuberkuloz ile micadelede en 6nemli adim hastalarin suratle
tanimlanmasi, bulagicilik doénemlerinde kontrol altinda tutulmalari ve
tedavilerinin yapiimalaridir. TUberklloz tanisinda altin standart olan kalttr
yontemiyle hastaligin tanimlanmasi 1,5-2 ay kadar zaman almaktadir.
Buda taninin ve tedavinin gecikmesine ve hastanin bulasicilik agisindan

toplum icin tehlike yaratmasina neden olmaktadir.

Bu calismada klasik tliberklloz besiyerlerine P.eurycarpa’dan
soyutlanan bazi Ozutlerin ve bazi vitaminlerin eklenmesinin tuberklloz
basili Gremesini hizlandirip hizlandirmayacagi arastiriimistir. Tuberkiloz
basilinin daha erken Uretimesi taninin ve spesifik tedavinin

gecikmesindeki problemin ¢ézimune katki saglayacaktir.



1. GIRIS

Tlberklloz tim dinyada o6nemli bir halk saghdr sorunu
olmaya devam etmektedir. Tuberkuloz gunimuzde her yil  2-3 milyon
insanin 6lumune yol agan bir hastaliktir. Dinya ndfusunun Ugte biri
Mycobacterium tuberculosis ile enfekte durumdadir. Diinya Saglik Orgiiti
(DSO) verilerine gore 2007 yili itibariyle diinyada 13.7 milyon tiberkiloz
vakas! olup, bunlarin 0.5 milyonu coklu ila¢ direncine (CiD) sahip
tiberkiloz olgularidir.* Turkiye’de Verem Savas Dairesinin 2009 raporuna
gore 2007 il itibariyle Ulkemizde 19.694 kayith tuberkiloz olgusu
bulunmaktadir. Bunlarin 17.781'i (%90.3) yeni olgudur.? Guniumizde
direncli izolatlarin yayginlasmasi nedeni ile tuberklloz tedavisi ve
kontroliinde sorunlar yasanmaktadir. Uygulanan tedavi, hasta sagligi
agisindan sorun olusturma potansiyeli olabilen bir tedavi yontemidir. Ayni
zamanda hastalik etkeni bakteriler yanlis ve eksik tedavi uygulamalarina
bagdli olarak ilaglara direng kazanabilmektedirler. Son yillarda giderek artan
sayllarda belirlenen c¢oklu ila¢c direnci olan mikobakterilerin hastalardan
saptanmasi, bu hastaligin tekrar butin dunyada yayllma egilimi
gbsterebileceginin  bir isaretidir. DSO’niin  tahminlerine gére CiD
tuberkilozu olan bir hasta hayati boyunca yaklasik 20 kisiyi enfekte
etmektedir.® Yine bagisiklik sistemi baskilanan kisilerde dzellikle gelismis
ulkelerde sayilari her gegcen gun artan firsatgi mikobakteri enfeksiyonlari
da ciddi bir halk sagligi problemidir. Bu bakteri enfeksiyonlarinin tedavisi
klasik tlberkiloz tedavisinden farkhdir ve ayri sorunlari beraberinde
getirmektedir. Tuberkiloz dinyada en ¢cok mortalite ve morbiditeye yol
acan bir hastalik olmasi nedeniyle hastalikla micadelede epidemiyolojik
verilerin buyuk onemi vardir. Sosyo-ekonomik duzeydeki kotuye gidis,
beslenme ve barinma kosullarinin kétlilesmesi, Human immunodeficiency
virus (HIV) gibi etkenlerin neden oldugu immun yetmezlik sendromlarinin
yayginlagsmasi, hastaligin takip ve tedavisindeki aksakliklar, seyahat
kosullarinin kolaylasmasi nedeniyle hastalardan direk bulagma ve direncli

olgularin artmasi s6z konusudur. Bu nedenle, enfeksiyonun yayiliminin



Onlenmesi ve spesifik tedaviye gecikmeksizin baglanmasi igin
M.tuberculosis’in tanimlamasinin mumkudn olan en kisa surede yapilmasi

gereklidir.

Tuberkuloz’'un tanisinda kullanilan geleneksel yaklasim,
orneklerin asido-resistan boyama (ARB) ile boyanarak mikroskopla
incelenmesi ve etkenin kiltarinun yapilarak tanimlanmasidir. Geleneksel
yontemler kullanilarak tuberkuloz basilinin tespiti igin, ARB yonteminde
mililitrede 5-10 bin basil, kultur yonteminde ise birkag basil olmasi
yeterlidir. Kultlir ydntemi mikobakterilerin tanisinda altin standarttir. Ancak
kaltar yonteminde basillerin Greyerek gézle goérunur koloni olusturmalari 3-
6 hafta kadar sire almaktadir. Gunumuzde Bactec 460 TB Sistemi,
MGIT, Bact-Alert gibi otomatize sivi kultur sistemleri guvenilirlikleri kabul
edilmis sistemlerdir. Ancak bu yontemlerde de mikobakteri Greme suresi
ortalama 10-12 ginddr. Bu nedenle tiberklloz tanisinda geleneksel
yontemlerin yaninda bunlari tamamlayan duyarhligi ve 6zgulligu yuksek,
cabuk sonug veren molekuler tani yontemleri gelistirilmistir. Molekuler tani
yontemi olarak PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve PZR’iIn modiye
edilmesiyle birgok nukleik asit esasli molekuler yontemler gelistirilmistir.
Gunumuzde, klinik o6rneklerden M.tuberculosis varligini arastirmak,
kalturde Ureyen mikobakterileri tur dizeyinde tanimlamak ve tuberkuloz
ilaglarina karsi direncle ilgili mutasyonlari tespit etmek i¢cin molekuler tani

yontemleri siklikla kullanilmaktadir.*

Ancak hassas calisma metodlart ile dahi PZR
laboratuvarinda karsilagilan sorunlar asilamamistir. PZR teknigininin
ustunlagu, ideal sartlarda bir tek genomu (bakteri, virls, vb.) dahi tespit
edebilmesine dayanmaktadir. Ancak bu teknikle ilgili cesitli sorunlar

bulunmaktadir. Bu sorunlar arasinda, yalanci pozitifik ve negatiflik,



deneyimli personel ve dikkatli galisma gerekliligi, uzun zaman almasi, 6zel
laboratuvar alt yapisi ve ekipman gerektirmesi, sonuglarin deneyimli kisiler
tarafindan yorumlanmasi, standardizasyon gerekliligi ve maliyet
sayllabilmektedir.”

Bu nedenle daha guvenilir, standart, uygulamasi kolay, az emek ve
maliyet gerektiren, ayni zamanda kisa surede sonug veren tekniklere rutin

uygulamada buyuk ihtiyag vardir.

Bu amacla, bu calismada mikobakterilerin laboratuvar
tanisinda altin standart olma &zelligini surduren kudltir yontemi ile daha
kisa  slUrede Uretilip  Uretilemeyecegi  arastirimak  istenmigtir.
Mikobakterilerin lipidce zengin yapilari géz onune alinarak yine lipidce
zengin olan ve ulkemizin epidemik bir bitkisi olan Pistacia eurycarpa’nin
degisik 6zltlerinin ve bazi vitaminlerin Léwenstein Jensen Besiyerine ve
Middlebrook Agar’a eklenmesinin M.tuberculosis’in bu besiyerlerinde daha
erken duretilmesi uUzerinde bir etkisi olup olmayacagi ve mikobakteri
enfeksiyonlarinin bu yolla daha erken tanimlanmasinin mumkin olup

olmayacagdinin incelenmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

Uzun yillardan beri dogada varligini strdliren tuberkuloz
basili, dogada o6zellikle sularda, otlaklarda, ¢amurda ve samanda bol
miktarda bulunan bir bakteridir. insanlarda en sik hastallk yapan
Mycobacterium turd, tiberkiloz hastaliginin etkeni olan Mycobacterium
tuberculosis'dir. insanlara ilk gegcisi sigir besiciligi ile baslamis olabilir.
Hayvanlarda bulunan Mycobacterium bovis insanlara bulastiginda lenf
bezleri ve kemik tutulumu ortaya c¢ikiyordu. Ancak zamanla bu basilde
akcigerleri tutan ve oksurukle bulasan tuberkuloz tipi basile donusmustur.
Robert Koch 1882 yilinda tluberkilozun sebebi olan Mycobacterium’u ilk
olarak balgamda go6stermigtir. Daha sonra bu bakterinin  kaltlrG
yapilabilmistir. Bunu izleyen yillarda antitiberkiloz ilaglar ve BCG asisi da

bulunmus ve tiiberkiiloz korunma ve tedavi ilkeleri ortaya konmustur.®

2.1. Mikobakterilerin Sistematikteki Yeri

Mikobakteriler prokaryot alemi igcinde yer Actinobacteria sinifi
icinde yer almaktadirlar. M.tuberculosis’in sitematikteki yeri su sekildedir.
Alem : Prokaryot (Bakteri)
Bolim : Eirmicutes

Sinif : Actinobacteria

Takim : Actinomycetales

Aile : Mycobacteriaceae

Cins : Mycobacterium

Tar : M. tuberculosis

Mycobacterium, Actinomycetales takimina ait
Mycobacteriaceae ailesinin tek tyesidir. Mikobakteriler genel olarak hizli
ve yavas Ureyenler olmak Uzere ikiye ayrilirlar ancak Ernest Runyon
siniflandinimasina goére Ureme hizlari, pigment Uretimleri ve koloni

morfolojileri esas alinarak 5'e ayrilirlar.”



Mikobakterilerin Runyon’a gore Siniflandiriimasi®

A) Runyon siniflamasina girmeyen
- Mycobacterium tuberculosis kompleks
e Mycobacterium tuberculosis
e Mycobacterium bovis
e Mycobacterium ulcerans
- Mycobacterium leprae
B) Runyon Grup I: Fotokromojenler: Sadece igikta pigment olusturur ve
yavas urerler.
- Mycobacterium kansasii
- Mycobacterium marinum

- Mycobacterium simiae

C) Runyon Grup II: Skotokromojenler: Aydinlik ve karanlikta pigment
olusturur, yavas Urerler.

- Mycobacterium szulgae

- Mycobacterium scrofulaceum

- Mycobacterium xenopi

- Mycobacterium gordonea

D) Runyon Grup llI: Pigment olugturmazlar, yavas Urerler.
- Mycobacterium haemophilum

- Mycobacterium malmoense

- Mycobacterium avium

- Mycobacterium intracellulare

E) Runyon Grup IV: Hizli Ureyenler, pigment olusturmazlar.
- Mycobacterium fortuitum

- Mycobacterium cholonae

- Mycobacterium abscessus



M.tuberculosis kompleks (MTBC) disindaki mikobakteriler
MOTT (Mycobacteria other than M.tuberculosis ) olarak isimlendirilir.®’
Patojen turlerin en 6nemlisi Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC)
olarak tanimlanan gruba giren tirlerdir. Bu grubta M.tuberculosis, M.bovis,

M.africanum, M.microti, M.canetti tiirleri bulunmaktadir’.

insanlarda hastalik yapan mikobakteriler; M. tuberculosis
complex (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) M. avium complex( M.
avium, M. intracellulare), M. scrofulaceum, M. kansasii,M. genevense, M.
xenoii, M. szulgai, M. malmoense, M. haemophilum, M. marinum, M.
ulcerans, M. leprae, M. fortuitum-chelonae complex( M. fortuitum, M.
chelonae)’tir. Saprofit oldugu dusunilen mikobakteriler ise; M. gordonae,

M. terrae complex, M. flavescens ve M.smegmatis'tir.”

2.2. Morfoloji

Mikobakteriler yaklasik 0,2-0,6X1-10 mu boyutlarinda olup
aerob comaklardan olusur. Mikobakteriler lipidden zengin bir hicre
duvarina sahiptir. Aside direncgli boyanma 6zelligi hicre duvarindaki yag
oraninin yiksek olmasi nedeniyle etil alkol ve hidroklorik asite ragmen
aldi§1 boyay! birakmamasindan kaynaklanmaktadir.2 M. tuberculosis hiicre
duvari birbirine kovalan baglarla baglanmig peptidoglikan, arabinogalaktan
ve mikolik asitten olugsmaktadir. Hucre duvari ile sitoplazmik membrani
birbirine baglayan molekul lipopolisakkarid yapisindaki lipoarabinomannan
(LAMYdir.® Hiicre duvarinin agirhiginin yarisini beta-hidroksi yag asidi
yapisindaki mikolik asit olusturur. Glikolipidler hiicre duvarinin diginda
bulunur. Glikolipidler, kord (trehaloz 6-6’'dimikolik asit) faktorin yapisina
katilir.®2 Mikobakterilerde hiicre duvarinin énemli bir 6zelligini kemotip 1V
peptikoglikan yapisi olusturmaktadir. Bu yapi basile seklini verir, ayni

zamanda hucre duvarina butunlik ve sertlik kazandirir. Bu tabakanin



Uzerinde arabinoz ve galaktozdan olusan bir polisakkarid olan
arabinogalaktan (AG) tabakasi bulunur.® Bu karmasik yapi nedeniyle
M.tuberculosis yapay kultur ortamlarinda c¢ogunlukla 4-6 haftada
uremektedir. Basil olumsuz kosullara son derece dayaniklidir ve uzun sure

canli kalabilmektedir.’

2.3. Hucre duvari

Mikobakterilerin hticre duvar yapisi lipid zenginligi nedeniyle
diger bakterilerden farklidir. ilk tabaka plazma membranidir. Orta tabaka
ise pepdidoglikan ve arabinogalaktan (AGP)'In mikolik asit esterinden
olusan mycolylarabinogalaktan pepdidoglikan (mAGP)'dan olusur.'® Hiicre
duvarinda mikolik asitlerin disinda  polar veya apolar nonkovalent
baglanmis lipid ve glikolipidler bulunur. Lipid ve glikolipid fazlaligi ile
asimetrik dizilis sekilleri htcre duvarina hidrofobisite kazandirir. Non
kovalent baglanmis olarak bulunan lipidlerden, a,a’ trehaloz dimikolat
(TDM) ve a,a’ trehaloz monomikolat (TMM) gibi acillenmig trehalozlar,
gliserol monomikolat ve fosfolipidler olduk¢ca ©nemlidir. En digta
polisakkarit ve proteinden zengin ancak az miktarda lipid iceren kapsul
yer almaktadir. Bu yapilarda alfa-1,4 glukan, arabinomannan ve mannan
iceren lipomannan (LM) ve lipoarabinomannan (LAM) gibi kapsuler
polisakkaritler virulansta Onem tasir. Duvarda porin proteinleride

10,11

bulunmaktadir. Sematik duvar yapisi Sekil 1'de gosterilmigtir.
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Sekil 1: Mikobakteri hiicre duvar yapisi®
A: plazma membrani, B: peptidoglikan, C: arabinogalaktan, D: mannoz kapli
lipoarabinomannan, E: plazma ve hicre duvar ile ilgili proteinler, F: mikolik asitler, G:

mikolik asitlerle ilgili glikolipit ytizey molekdilleri, P: fosfat molekult

Mikobakterilerde, sitoplazmik membran diger bakteri
membranlarina benzer. Membran, protein ve fosfolipidlerden olusmus olup
cift katmanl bir yapiya sahiptir. Periplazmik bosluk ile pepdidoglikandan
ayrilir. Hucre duvarindaki orta tabaka; pepdidoglikan, AG, mikolik asitler,
acil trehalozlar, oligosakkarid iceren lipidler ve fosfatidilinositol'in glikozil
turevlerini icermektedir. Ayrica glikoproteinler ve porinlerde orta tabakada

bulunabilmektedir.*!



2.3.1. Peptidoglikan yapi

Bu yapi bakteriye seklini verir, hiicre duvarina batinlik ve
sertlik kazandirir. Tetrapepdit yapida yer alan diamino pimelik asit nedeni
ile lizozimlere kargi direnclidir. Bu yapi diger bakrterilerde oldugu gibi N-
asetil- glukozamin ve N- gukozilmuramik asitin beta-glikozid ve fosfodi-
ester baglarla baglanmasiyla olugan bir heteropolimerdir. Muramik asidin
glikolik asit ile glikozillenmig residulerinin yaklasik olarak % 10-12’ sinde 6.
pozisyonda yer alan tetrapepdit yan zinciri yardimi ile fosfodiester baglarla
baglanmislardir. Diger bakterilerin peptidoglikanlarindan farkli olarak
mikobakteri peptidoglikaninda, iki farkllik gorilimektedir. Birincisi muramik
asidin asetillenmis yapisi yerine glikolik asitle glikozillenmis seklinin
bulunmasi, ikincisi ise tetrapepdit yan zincirlerinde diaminopimelik asidin
(DAP) bulunmasidir. Tetrapeptid’ler arasindaki pentapepdit zincirler, bir
tetrapeptide  ait DAP ile diger zincirin D-alanin’ini baglar.
Transglikolizasyon ve transpeptidasyon reaksiyonlari penisilin baglayan
proteinler aracihgiyla saglanir. Kor boélgesinin iskeletini olusturmak icgin
peptidoglikan tabaka ile AG tabakasi birbirine kovalent olarak
baglanmistir. Bu yapiya c¢ok dalli arabinoz ve galaktoz molekulleri
sitoplazmik membran araciliiyla tasinir. Bu yapilara mikolik asitlerin

baglanmasiyla kor tamamlanir ."%**

2.3.2. Arabinogalaktan(AG)

D-galactofuranos’lar ve D-arabinofuranos’lardan olusurlar.
Dogada nadir bulunur ve yapisal olarak diger bakteri polisakkaritlerinden
farkidirlar. Tekrarlayan (niteler icermezler.***® Yapisal bazi motifler
tasirlar. AG’In homohalaktan rezidlleri PG’daki muramik asidin C6
pozisyonu ile bag olugturur. Arabinan 5 halkadan olusur. Bu halkalarda
yan halkalar olusturur. Arabinanin 3. halkasi homogalaktanin indirgeyici
ucu ile baglanmigtir. Mikolik asitlerin farkl tarleri arabinan zincirinin son

halkasi olan pentarabinofuranozil Unitesinin Uzerindeki uglari ile mAG vyi



olusturmak iizere 4'li gruplar halinde bag olustururlar.’® AG, hem PG,

hemde mikolik asitlerle baglanarak giiclii bir kor olusturur.*

2.3.3. Mikolik asitler

Alfa dallanma gdsteren, beta hidroksillenmis buyuk yag
asitleridir. Mikobakteriler disinda korinebakterilerde, nokardiya, gordona ve
rodokoklarda da bulunmaktadir. Mikolik asitler Ug¢ farkhh buyUklukte
bulunurlar. Korinebakterilerde 28-40 karbonlu korinomikolik asitler,
nokardiyalarda 40-60 karbonlu nokardomikolik asitler ve mikobakterilerde
60-90 karbonlu mikolik asitler seklinde bulunurlar. Mikolik asitlerin basit

formili Sekil 2'de gdsterilmistir.™®
OH

Rl—T—(TH—CDDH
H R2

Sekil 2: Mikolik asit yapisi

Mikolik asitler, dogada polisakkaritlere esterlesmis yapilar
halinde bulunurlar. Hucre duvarinda hidrofobik bir bariyer olustururlar.
Mikolik asitler mikobakterilerde tum hicre duvari kuru agirhdinin % 50’sini
hiicre lipidlerininde %60’in1 olusturlar.”** Mikolik asitler mikobakteri hiicre
duvarinda AG’Iin arabinan pargasi ile esterlesmis olarak PG’a dik olarak
yerlesmistir. AGP’de iki farkh mikolik asit ttrt goralir. Birincisi oksitlenmis
grup icermeyen 60 karbonlu a-mikolik asitlerdir. Bir cift bagd veya
siklopropan halka icerirler. M.tuberculosis ve bir ¢ok mikobakteride
gorulen mikolik asitlerdir. Mikolik asitlerin % 25ten fazlasini olustururlar.
ikincisi ise  oksitlenmis  gruplar iceren meromikolik  asitlerdir.
Meromikolatlar, hidroksillenmis bdlgelerindeki fonksiyonel grublara goére
isimlendirilirler. C=0O grubu tagiyanlara ketomikolat, CH30OCH= grubu
tasiyanlar metoksimikolat, bir metil grubu ile trans-O tagiyanlar
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epoksimikolat ve COOH grubu icerenlere karboksimikolat denmektedir.
Meromikolat UGzerindeki fonksiyonel gruplarin mikobakterilerin virulansi ve
konakla iligkisi Uzerine ©Onemli etkileri goralur. M.kansasii ve M.
tuberculosis gibi patojen mikobakterilerde siklopropan halka, cift baglarin
yerini almistir. Buna karsilik hizli Greyen apatojen M.smegmatis'de

siklopropan gériilmez.*1314

Ketomikolat'lar ~ M.tuberculosis’in ~ makrofaj icerisinde
yasamasina yardim eder. M.tuberculosis’in akcigerlerde en ¢ok havalanan
bdlgeye yerlesmelerinin en dnemli nedeni mikolik asit Uretiminin oksijen
bagimlihgr gostermesidir. Mikolik asit varhgi, makrofajda vakuol igcinde
mikobakterilerin hayatta kalmasini saglar.*®

Mikolik asit sentezi

Mikolik  asit  sentezi kondensasyon, elongasyon,
desaturasyon ve siklopropanasyon evrelerinden olusmaktadir.
a) Katilim: Mikolik asit katilimi, bir palmitoil kalintisi ile bir tetradesil-malonil
kalintisinin bir reakisyonla birlesmesi seklinde olur.
b) Uzama: Bir yag asidinden bir mero-mikolik asit olusumu igin yag asidine
bir C2 ilavesi ve ¢ift bag olusumuna gerek vardir. Bu iglem 15 dakikada
gerceklesebilmektedir.
c)Desaturasyon ve siklopropanasyon: Sentez tamamlandik tan sonra cift
baglarin yerine siklopropan halkanin baglanmasi ile sentez tamamlanmis
olur. Matur a-mikolik asitler ve meromikolik asitler bir tagiyici fosfolipite
baglanarak plazma membrani yolu ile TMM veya TDM olusturmak Uzere
trehaloz ile esterlesmek icin hucre duvarina tasinirlar. Hicre duvarindaki
mikolik asitlerin bir kismida tasiyici posfolipidler tzerinde gorultrler. Bu

islem Ag85 kompleksi icerisinde yer alan 4 mikoliltransferaz genleri (fbpA,
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fopB, fbpCl ve fbpC2) tarafindan ydnetilir. Mikolik asit sentezinde c¢ok

sayida gen ve gen Uriinleri gdrev almaktadir.**31516.17

Mikolil transferaz genleri

Mikolik asit transportu ve esterlesmesinde fbpA, fbpB, fopC1l
ve fbpC2 genleri tarafindan sentezlenen ¢ok sayida enzim rol oynar.
Ancak bu enzimlerden en etkilileri 85A, 85B ve 85C’dir. Ag 85 kompleksi
icerisinde yer alan 85A, 85B ve 85C’nin Uretim orani 2-3-1 seklindedir.
Antijen 85 denen bu yapi mikolil transferaz aktivitesi gostermektedir.

Mikolik asitleri hicre duvarinin disina tagimakta ve boylece
kicuk  hidrofilik  molekullere  bir  bariyer gorevi  yapilmasini

18,19

saglamaktadirlar. Bunun yaninda antijenik 6zelligi olan 85B’nin

konagin immun cevabini inhibe ettigi ve infekte makrofajlarda bulundugu

ispatlanmistir.*%°

2.3.4. Acil-trehaloslar

Hucre duvarinin orta tabakasi ile kapsulde bulunurlar. Agil
trehalozlar, TMM (a,a’ trehalose monomycolates) ve TDM (a,a’ trehalose
dimycolates)'nin yer aldigi mikolik asit esterleri ve poliacil trehalozlar

olmak lzere 2 sekilde bulunmaktadir.

a) TMM ve TDM

Hucre duvarinin en dis tabakalarinda bulunabildigi gibi tire

bagl olarak daha alt tabakalarda da yerlesebilirler. Kord faktor olarak da
tanimlanan TDM, Ag85 kompleksi proteinlerin yardimi ile TMM'den bir

mikolik asidin diger TMM’ye transferi ile Uretilir ve trehaloz molekilu
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serbest kalir. TDM gugli bir toksindir. TDM granulamot6z inflamasyon ve

timik atrofiye neden olmaktadir. Lokosit géglni durdurmaktadir.

b) Poliacil-trehalozlar

Bu grupta sudlfatlanmis trehalozlar veya sulfolipidler (SL)
olarak bilinen yag asitleri esterleri ve di-acil-trehaloz (DAT) ve tri-acil-
trehaloz (TAT) yer almaktadir. Ayrica M.tuberculosis suslarinda fitioseranik
ve hidroksifitioseranik asitler bulunmaktadir. Palmitat ve stearat gibi sature
yag asitleri ile acillenmis sulfolipidlerde mikobakterilerde 6nemli yapi
elemanlandir. DAT, M. tuberculosis’in en dis kisminda bulunan bir
glikolipiddir. Yapisi iki yag acil zinciri iceren bir amfipatik molekil ve 2 a-
glukozdan olugsmaktadir. DAT, T lenfositlerde proliferasyonu inhibe ederek
proinflamatuvar sitokinlerin salinimini engellemektedir. Bu maddeye karsi

antikor cevabi olusmaktadir.*%>2

2.3.5. Oligosakkarid iceren lipidler

Lipooligosakkaritler (LOS) ve mikozidler bu gruptadir. LOS’da
oligosakkaritler uzun zincirli yag asitleri ile acillenmiglerdir. Hucre
ylzeyinde yer alir ve immunojenik etkiye sahiptirler. Mikobakteriofajlar igin
hedef reseptorlerdir. Mikozidler mikobakteriler icin spesifiktir. iki tip mikozit
bulunmaktadir;
1-Fenol glikolipidler (PGL) veya mikozid A,B,G,
2-Glikopepdidolipitler (GPL) veya mikozid C.

PGL grubundan, M.tuberculosis’de fitiserol dimikoserozat
balmumu bulunur ve lenfosit cevabini baskilar. GPL'ise daha ¢ok M.avium

kompleksi tiyelerinde saptanir.*®
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2.3.6. Fosfatidilinositol’tn glikozil tirevleri

Mikotiyol, fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositolmannozit
(PIM) ve glikozillenmigs fosfatidilinositol tlrevleri duvar yapsinda yer alir ve
makrofaj icinde bakterinin canli kalmasinda rol oynarlar. Mannoz ile
baglanmis formlari LAM ile kompleks olusturur ve ManLAM vyapisini
olustururlar. Arabinan yada fosfomiyoinositol molekulleri LAM yapisina

katilarak AraLAM yada PILAM yapilarini olustururlar.

AraLAM ve PILAM proinflamatuvar mediatorlerdir. Mannoz,
M.tuberculosis ile konak immun sistemi arasindaki etkilesmede onemli bir
rol oynar. ManLAM’da mannoz'un en dista yer almasi bu lipoglikanin
biyolojik fonksiyonlarini digerlerinden daha 6nemli kilmaktadir. ManLAM
iImmun sistemi baskilar ve makrofajdan sitokinlerin salinimini inhibe eder.
Diger taraftan ManLAM T hicre aktivasyonunu inhibe eder, IFN-y’nin
indukledigi mikrobisidal ve tumorisidal etkileri baskilar. Bu etki ile oksijen
radikalleri Uretilemez, protein kinaz C aktivitesi inhibe olur ve sitokin
salinimi durur. ManLAM'in mannoz u¢ yapilari makrofajlarda yiizeyde yer
alan mannoz reseptorlerini kullanarak makrofajin icersine girer. Bu giris
makrofaj icersinde intraselliler yasayan mikobakteriler icin dnemli bir girig

10,11,20,21,22

yoludur. Hucre duvarinda bulunan mannoz molekillerinin

yerlesimi Sekil 3'de gosterilmistir.
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Sekil 3: M. tuberculosis’in hiicre duvarinda fonksiyonel mannoz molekdllerinin

yerlesimi™

2.4. Kapsul

Bu tabakada bakterinin patojenitesinde rol oynayan
elemanlar bulunur. Ozellikle kapstler glikanlar, bakterinin konak hiicreye
adezyon ve penetrasyonunda rol oynamaktadir. Hlcreden salinan veya
yuzeyde eksprese edilen bazi enzimler ve proteinler hiicre i¢ci ¢ogalmada
etkilidir. Kapsul bazi makromolekullerin hiicre igine ulasmasini engeller.
Ayrica, kapsul icerisinde proteazlar ve lipazlar bulunmaktadir. Kapstlde
bulunan toksik lipidler ve temasla aktive olan diger litik maddeler makrofaj
aktivasyonunu ve lenfosit proliferasyonunu engeller.”
Mikobakterilerde gorulen bu farkli hdcre duvari yapilar, Mikobakterileri
diger bakterilerden ayirt eder. Ayrica hicre igi yagsam ve kronik enfeksiyon
yapma yetenegi, asit ve alkalilere, antibiyotiklere, dezenfektanlara,
enzimlere, serbest radikaller gibi kimyasal toksik maddelere direngli

olmalarini saglamaktadir.****
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2.5. Tuberkiiloz Basilinin Genom Yapisi

M. tuberculosis’in H37RV susunun 4.4 Mb sirkuler genom
sekansi oldugu ve 4.411.529 baz cifti iceren 4000’den fazla geni oldugu
ortaya konulmustur. Genlerin ¢ogunlugu lipid biyosentezi ve
metabolizmasinda goérev almaktadir. M.tuberculosis genomundaki bazi
gen topluluklart olan PE ve PPE genleri, hicre duvari lipidlerinin
sentezinde gorevli ve immun sistemi baskilayan suda ¢oéziulmeyen protein
kodlamaktadirlar. Mikobakterilerde lipit metabolizmasi ile ilgili genlerin
¢coklugu bu bakterilerin metabolizmalarinda karbon kaynagi olarak lipidleri

kullandiklarini géstermektedir.”2%%?

2.6. Mikobakterilerin Kultir Ozellikleri

Zorunlu aerop olan mikobakteriler 16-18 saat kadar uzun bir
surede ikiye bolundrler. Bu nedenle kltir ile izole edilmeleri icin uzun bir
inkiibasyon suresi gereklidir. Ozellikle patojen tiirlerde treme zamani
uzun, asit alkole direncleri fazla, Ureme sicakliklari sinirhdir.’
Mikobakterilerin cogu %5-10 CO, varliginda, 37°C’de karanlikta ve nemli
ortamda iyi Urer. M. tuberculosis gliserinli besiyerinde ylzeyde bir zar
olusturarak Gremektedir. Yumurtali ve kati besiyerinde yaklasik 35 guinde
urerler. Gliserol Uremelerini kolaylastirir. Kultirde M.tuberculosis kolonileri
kuru, sigilimsi, duzensiz, yuzeyleri purtikli, sarimsi bir renkte goruldrler.
M. bovis, yumurtali kati besiyerinde daha yavas urerler (4-8 haftada).
Gliserolli besiyeri Uremelerini guglestirir, bu ylizden 6nceleri ylizeyde zar
yaparak daha sonra dipte c¢okelti yaparak urerler. Piruvat ise Uremeyi
stimile eder. Yumurtali besiyerinde kilguk, yuvarlak, dizgun, hafif kabarik,
nemli, beyazimsi koloniler olustururlar ancak pigment olusturmazlar.

Diger M.tuberculosis kompleks Uyelerinin  tersine
indirgenmis oksijenli ortamda daha iyi Urerler. M.africanum daha c¢ok
M.tuberculosis’e benzer sekilde yumurtali besiyerinde mat ve R tipi koloni

olusturarak tremektedir.’
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Bazi turler mikroaerofilik sartlarda daha iyi Urerken bazilari
dusuk oksijen varliginda Ureyemezler. Bazi mikobakteriler pigment
uretirken (kromojen), diger bir kismi pigment olusturmazlar (honkromojen).
Pigment Uretimi bazi turlerde yalniz 1sikll ortamda olabilecegi gibi
(fotokromojen), bazilarinda hem sikh  hemde karanlik ortamda

(skotokromojen) olabilmektedir.” 2>

2.7. Epidemiyoloji

Tlberklloz (TB) butin dunyada yaygin olarak gorulen bir
hastaliktir. Dunya Saglk Orglti’'nin (DSO) agiklamalarina gére, 2000
yihinda dinya ¢apinda TB’li yeni hasta sayisinin 3.671.973 oldugu ve bu
hastalarinda 1.529.806’sinin yaymasinin pozitif oldugu belirtiimektedir.
DSO 2004 yilinda, tiim dinyada 8-9 milyon yeni TB olgusu bulundugunu
ve bu olgularin 3,9 milyonunun, bulasiciigin en yuksek oldugu, balgam
yaymasinda asidoresistant basil (ARB) pozitif olan hastalardan olustugunu
ortaya koymustur. DSO, 2005 yilinda yayinladigi TB raporunda, tim
diinyada 1,6 milyon kisinin TB nedeniyle yasamini kaybettigini bildirmigtir.
Dinyadaki hastalarin yaklasik % 80’i gelismekte olan 22 (lkede
bulunmaktadir. TB’e bagli en yiksek 6lium hizinin  Afrika Kitasinda

72324 “Diinya Saglik Orgiti Kuresel Tiberkiiloz

gerceklestigi bildirilmigtir.
Kontrolid 2009 Raporu” verilerine gore ulkemizin iginde yer aldigi Avrupa
Bdlgesi'nde 2008 yili tiberkiloz nokta prevalansi yuz binde 39 iken
Tarkiye icin bu rakam yiz binde 22'dir.

Turkiye’de Verem Savasi 2010 Raporuna gore, 1990 yilinda
yuz binde 53 olan tuberkuloz nokta prevalansini 2002 yilinda yuz binde
47’ye dusurilebilmigtir. Cesitli kontrol ¢calismalari sonucu 2005 yilinda bu
rakam yiiz binde 26’ya diismustir.? Tuberkiloz basilinin en énemli bulas
yolu inhalasyondur. M.tuberculosis havadaki damlacik c¢ekirdekleri
(flugge=1-5 mikron ¢apinda olan 2-3 bakteri tagiyan damlacik) ile tasinir.

Oksirme ve hapsirma ile ortama dagilan damlaciklarin inhalasyonu ile
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bulag goérulur. M.bovis ise sindirim yoluyla veya havayolu ile bulasir.
Bunun disinda basiller sindirim sistemi, deri, Grogenital sistem, konjuktiva

ve emzirme yoluyla bulagabilmektedir."*?°

2.8. Tuberkuloz igin enfeksiyon riskleri

Tldberklloz agisindan hastaliga yakalanma olasihgini
yasanan Ulkenin tuberklloz prevalansinin yuksek olmasi, tlberkiloz
enfeksiyonu olan kigilerle temas sikhgi, tuberkiloza yakalanma riski
yuksek olan kigiler ve onlarla temas (HIV ile enfekte insanlar, uyusturucu
bagimlililar) sikhdi, tiberkiloz insidansi yluksek ulkeden gelenlerle temas
sikligi, immun sistemin gesitli nedenlerle zayiflamasi arttirmaktadir. Kiiguk
cocuklarin (0-4 yas) tuberkiloz enfeksiyonunu alma olasiligi diger yas
grublarina gore daha yuksektir.
Her gun diinyada yaklasik 5000 kisi tiberkillozdan dlmektedir. Seksenli
yilllardan sonra tuberkilozlu hasta sayisi artmaya baslamistir. Bunun
nedeni gocler, fakirlik, beslenme bozukluklari, tedavideki ihmaller, yanhsg
saglk politikalann ve HIV'li hasta sayisindaki artistir. HIV’li hastalar
tuberkuloza olduk¢a duyarlidirlar. Ancak son yillarda ekonomik olarak

gelismis toplumlarda hastalik giderek azalma gdstermistir.*2°

2.9. Tiberkiilozda immiinoloji

Mikobakterilere karsi immun yanit T lenfositler, makrofajlar
ve bunlardan salinan sitokinlerle olusur.?” Mikobakteriler hiicre yiizeyinde
ligandlar bulundururlar ve bunlar sayesinde makrofaj reseptérlerine
baglanirlar. Bu yolla makrofajlara girip enfekte ederler ve bdylece ayni
zamanda makrofajdan kacarak makrofaj icinde canli kalirlar.?
M.tuberculosis makrofaj icinde amonyak sekrete ederek lizozom-fagozom
olusumunu engellerler. Fagolizozom olusursa da littk enzimlerin

fonksiyonlarini  etkisiz hale getirirler. Hucre duvarinda bulunan

18



lipoarabinomannan ve glikolipidler ile makrofajlar tarafindan salinan H;O-
ve baska oksijen radikallerini etkisiz hale getirirler. Protein kinaz C'yi
inaktive eden lipoarabinomannan, IL-10 sentezini uyararak humoral
immuan yanitin harekete ge¢cmesini saglar ve boylece TNF-a, IL-12 gibi
sitokinlerin salinimi azalir. Bunun sonucunda makrofajlarin éldurme etkisi
bozulur.®?®# Diger taraftan aktif makrofajlar lizozom-fagozom fiizyonu
olusturabilme yetenegi kazanirlar. Mikobakterisidal etki gosteren proteolitik
enzim ve metabolitler Uretir. Ozellikle lizozom-fagozom flizyonu sonucu
reaktif nitrojen (RNI) ve reaktif oksijen (ROI) ara Urlnleri ile basil dremesi

durdurulur.®°

Hucresel immunitede antijeni spesifik olarak taniyan hucreler
T lenfositlerdir. Bu sistemin effektér hiicreleri ise makrofajlardir.®!
Tlberklloza kargi hucresel immun yanitta asil gorevli hicreler CD4+T,
CD8+T hucreleri, aktive makrofajlar ve dendritik hticrelerdir. Ayrica IFN-y,
IL12-, TNFa gibi sitokinlerde hlcresel immun yanitta gorev almaktadir.
Enfekte makrofajlar ve dendritik hucreler cgesitli sitokinler salgilayarak
CD4+T, CD8+T hucrelerini aktive eder ve fagosite ettikleri basilleri aktive
ettikleri hucrelere sunarlar.®**® Makrofaj icinde ortadan kaldirilmaya
cahligilan basilin antijenik yapilarindan bazilari, makrofajlarin major doku
uygunluk kompleksine (MHC) baglanirlar. Bu bilesik yapir makrofaj
ylzeyine tasinir ve T lenfositlerin alt gruplarina sunulur. Bu sunumda MHC
sinif 1l ile sunulan antijenleri CD4+ Th lenfositler tanir.® Gelisen hiicresel
immun yanitin dizenlenmesinde sorumlu CD4+ (T helper) lenfositlerdir.
Aktive olmus T lenfositler IFN-y, TNF-B, MIF, M-CSF, IL-3, IL-6 gibi
sitokinler salgilarlar. Bu sitokinler makrofajlari aktive ederler. Aktive

makrofajlar basilleri yok ederek, cogalmasini kontrol ederler.3%34%
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Thl lenfositler, IFN-y salgayarak immatur fagositlerin
yikimini da uyarirlar ve mononiikleer fagositleri aktive ederler.3%3®
Hulcresel immuniteyi olusturan Th1 hucreleri tarafindan salgilanan
sitokinler, monosit/makrofajlarin aktivasyonunu saglarlar. IFN-y ve TNF-a
en onemli makrofaj aktive edici sitokinlerdir.*®* Aktive makrofajlar, reaktif
oksijen urunleri, lizozomal enzimler ve diger faktorleri Uretirler boylece
basilleri yok edebilirler. Ancak geg tip asiri duyarlilik, reaksiyonu basillerin
dremesi igin uygun hucre i¢i ortami ortadan kaldirip, basil bulunan inaktif
makrofajlara ve komsu dokulara hasar vererek basilin ¢ogalmasini
onleyen durumdur.?®333>3¢ Gegirilmis bir enfeksiyon sonucunda canli
basillerin bulundugu enfeksiyon odaginda aktif makrofajlar ve hicresel
immun sistem hucreleri birikerek grantlomlar olusur. Enfeksiyonun
sinirlandirildidr bu doneme “primer tuberkuloz” denir. Latent fazdaki bu
basillerin konak savunmasini gecerek, reaktive olup vucutta yayilmasi
sonucu olugsan enfeksiyona da “sekonder tuberkiloz” (reaktif) denir.
Olusan reaktif tiberklloz odaklarinda ortaya g¢ikan grandlomlar zamanla
giderek nekroza ugrarlar ve doku harabiyeti sonucu kavitasyonlar

meydana getirirler.”

2.10. Tuberklilozda Patogenez
2.10.1. Primer Enfeksiyon

ilk enfeksiyon tuberkiiloz basilinin inhalasyonu ile baslar. 1-5
Mm blyukliginde ve icinde 1-3 canli basil tasiyan damlacik ¢ekirdekleri
alveollere kadar ulastiginda ya enfeksiyon kontrol altina alinir yada
enfeksiyon gelisir. Oncelikle basiller alveolar makrofajlar tarafindan
fagosite edilir. Basillerin yerlestigi alanda kapiller dilatasyon ve |6kositlerin
infiltrasyonu olur. Makrofajlar bélgeye gelir ve spesifik olmayan bir
inflamatuar cevap olusur. Cogunlukla makrofajlar igindeki zayif basilin
cogalmasini engeller veya onu yok eder.’’ Genellikle enfeksiyonun

baslangi¢c odagi orta akciger Ust loblarin alt kisimlari ve alt-orta loblarin tst
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kisimlaridir. Primer odak genellikle tektir.?* ilk olarak basil alveolar
makrofajlar icinde c¢ogalmaya baslar ve huicreyi oldurir. Enfekte
makrofajlar sitokinler ve kemokinler Ureterek lenfomonositer hiicrelerle,
notrofiller gibi diger fagositik hucreleri enfeksiyon bolgesine cekerler.
Makrofaj icinde c¢ogalan basiller makrofajlari lizise ugratarak serbest
kalirlar. Daha sonra basiller tekrar makrofajlari enfekte ederler ve bdylece
basil yukli makrofajlar alveollerde birikmeye baslarlar. Primer odakta
biriken makrofajlar 6zellik degistirerek epiteloid histiyositleri olustururlar.
Onlarinda bir araya gelmesi ile Langhans denilen dev hicreler meydana
gelir. Bu htcrelerin primer odagin gevresini ¢gevirmesi ile ‘granulom’ veya
‘tiberkdl’ olusur. Bolgesel lenf nodlarina ulagip lenf nodlarina yerlesirler.
Lezyon akciger parankimine dogru ilerleyerek lenf nodlari ile birlikte Ghon
kompleksini olugturur. Basiller daha sonra lenfohematojen yayilim
gosterirler yani dolagima katilarak tum dokulara yayilirlar. Sonug olarak
hicresel immunite olusur ve buna bagli doku hasari meydana gelir.
Hastaligin seyrini bu olay belirler.®’ Hiicresel imminite sonucu ortaya
cikan immun molekuller kazeifikasyon nekrozunun olugumuna neden
olurlar. Kazeifikasyon nekrozunun igindeki basiller kolayca sindirilir.
Hucresel immunite, basilleri fagosite eden makrofajlari aktive
eder, ancak gecikmis tip asin duyarhlik reaksiyonu komsu dokulara zarar
verir. Hastalik kontrolsiz bir sekilde ilerlediginde hematojen bir yayilimdan
sonra bronkojen yayihm gosterip hastalik akcigerlerde yayilabilir. Bu
durumda hastalik daha kolay bulasabilmektedir. Bundan sonra hastalik ya

iyilesir ya da kroniklesir.®’

2.10.2. Sekonder Enfeksiyon

Reaktivasyon tuberkilozuda denilebilir. Latent durumda
bulunan kazeifikasyon nekrozunda bulunan basilin tekrar bir klinik tablo
olusturmasi olayidir. Genellikle bagisiklik sistemi baskilanmis (HIV pozitif,

bdbrek yetmezligi, diabetes mellitus, malign lenfoma gibi) hastalarda

21



goralar. Reaktivasyonda olay ilk enfeksiyonun aksine genellikle

bolgeseldir.”

2.10.3. Akciger Digi Tuberkuloz

Akciger disi tuberkuloz (ADTB) vyillarca sessiz olarak
ilerlerken yillar sonra ortaya ¢ikip hizli bir sekilde akut bir tablo ortaya
cikarabilir. ADTB, en ¢ok genc nifusta gorulmektedir. ADTB, Tuberkiloz
lenfadenit, plevra tuberkiloz, miliyer tuberkiloz, genitolriner sistem
tiberkiloz, kemik ve eklem tiberkilozu, merkezi sinir sistemi ve duyu
organlari tuberkllozu, abdominal tiuberklloz, kardiyovaskiler sistem

tiberkilozu veya deri tiiberkiilozu tarzinda gériilebilmektedir.3®3°

2.11. Mikobakterilerin Laboratuvar Tanisi

Tuberkllozda tani, klinik érneklerde basilin gosterilmesiyle
konur. Tanida altin standart, M.tuberculosisin kultirde Uretilmesidir.
TlberkUloz tanisi igin, balgam, brons lavaji, BAL, plevra ve BOS sivisi,
mide lavaji, kan, idrar, gaita, bronkoskopik igne aspirasyonu gibi klinik
ornekler incelenebilir. Kemik tuberkllozu sUphesinde kemik biyopsisi,
gastrointestinal  sistem  tlberkilozunda  bagirsak  biyopsisi,  cilt
tuberkulozunda cilt biyopsi 6rnekleri kullanilabilir. Peritonal ve perikardiyal
tuberkilozda tani igin genellikle laporoskobi veya biyopsi gibi invaziv
girisimler gerekir. Kan gibi koagule olma 6zelligindeki 6rnekler (kemik iligi,
sinoviyal sivi, plevral, perikardiyal, peritoneal sivilar) sulfatlanmis
polisakkaritli antikoagiilanli tiiplerle tasinirlar.*° Balgam ve gastrik aspirat
gibi materyal sabah vakitlerinde alinmalidir. Alinan klinik érnekler Ziehl-
Neelsen (ZN) boyasi ile boyanarak, aside direngli basil aranir. Génderilen
ornegin yaymasinda basil gorilebilmesi igcin 6rnegin mililitresinde 5.000-
10.000 basil bulunmasi gerekmektedir. Ornekler, basilin gériilme ve tireme

olasiligini artirmak icin en az 3 kez gonderilmelidir. Karbolfuksin ile
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boyanan basiller kirmizi olarak gorulurler. Ancak kesin tani kilturle
konmaktadir. Rutin olarak laboratuarlarda kullanilan Léwenstein-Jensen
besiyerinde patojen mikobakterilerin Gremesi yaklasik 6-8 hafta zaman
almaktadir.>”*%** MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) metodunda
floresanli tup ile yapilan kudltir yonteminde ortalama 10 gunde basiller
iretilebilmektedir.**** BACTEC kiiltiir sisteminde sivi besiyerinde bulunan
radyoizotop **C isaretli palmitik asitin mikobakteriler tarafindan metabolize
edilmesi sonucu sisenin Ust kisminda olusan radyoaktif isaretli CO,
gazinin dedektor tarafindan olgulmesiyle dreme yaklagsik 2 haftada

saptanabilmektedir.*?**

Diger bir hizli  kdltr yontemi  mikobakteriyofajlarin
kullanimidir.  Klinik ornekte mikobakterilerin bulunmasi durumunda
lusiferaz enzimi Ureten mikobakteriyofajlarla enfekte olmakta ve 2-3 gin
gibi kisa bir siire icinde 6rnekte mikobakteri oldugu anlasilabilmektedir.?®
Bunlarin disinda PZR, RFLP gibi molekuler yontemler yada serolojik
yontemlerde tanida kullaniimaktadir. Ancak mikobakteriyofaj ve PZR gibi
hizli tani saglayan yodntemlerin duyarliik ve o6zgulllik dutzeyleri altin
standart kabul edilen kaltir ydnteminin yerini almak icin yeterli

5,40,45,46,47

degildir.

2.11.1. Uygun Ornek Alma Esaslari

Tanida balgam, gastrik aspirasyon sivisi, BAL, akciger
dokusu, plevral sivi ve biyopsi O0rnegi, lenf nodu, kemik iligi, karaciger,
peritoneal sivi, idrar, digki, BOS gibi cesitli érnekler kullanilabilir. immdin
sistemi  baskillanmis  hastalarda, 06zellikle AIDS'li  hastalarda
mikobakteriyemi olabileceginden kan kaltrd o6nem tagimaktadir.
Orneklerin steril agzi kapakl kaplara uygun kosullarda alinmasi ve en kisa

zamanda laboratuvara ulastirilmasi dogru tani igin 6nem tasiyan ilk

23



basamaktir. Balgam oOrnedi U¢ ardigik gun sabah alinmahdir. Balgam
¢clkaramayan hastalarda aerosol hipertonik salin inhalasyonu yaptirilarak
hastanin 6rnek vermesine yardimci olunmalidir. Renal tlberkilozun
mikrobiyolojik tanisi igin 5-6 ardisik sabah idrar 6rnegi alinmalidir.
Tlberkiloz menenijitli olgularda ise 5-10 ml BOS Ornedinde inceleme
yapilmasi tluberkuloz basilini saptama sansini arttirir. Plevra periton ve
perikard sivisi antikoagilan iceren steril tlplere alinmalidir. Miliyer
tuberkulozlu olgularda kemik iligi, akciger ve karaciger biyopsisi tani i¢in
uygun orneklerdir. Orneklerin mumkiin olan en kisa siirede gerekli
islemlerden gecirilerek incelenmesi gerekir ve galismalar ayri bir odada
guvenlik kabinlerinde yapilmalidir. Aside direncli bakterilerin goérilme
sansinin azalmasi nedeniyle balgam gibi flora bakterilerini iceren
orneklerin  dekontaminasyon, homojenizasyon ve konsantrasyon
islemlerinden gecirilmesi gerekmektedir. BOS ve diger vucut sivilari flora
bakterileri icermediginden bu drneklere dekontaminasyon islemi yapilmasi

gerekmemektedir_41’45'46'48

2.11.2. Orneklerin islenmesi

Klinik 6rneklerde mikobakterilerin varligini gbéstermek igin
yapilan Kkadltir ortaminda, mikobakterilerin yani sira, kontaminasyona
neden olan diger bakteri ve mantarlar da bulunabilir. Bu nedenle
mikobakterilerin Uremesini baskilayacak olan mikroorganizmalardan ve
kalintilardan  kurtulmak icin  klinik  drneklere  homojenizasyon,
dekontaminasyon  ve  yogunlastirma iglemi  uygulanir. Rutin
mikobakteriyoloji  laboratuarlarinda bu amagla  N-asetil-L-sistein
(NALC)+sodyum hidroksit (NaOH) yéntemi uygulanmaktadir. incelenecek
klinik 0rnege, 6rnegin miktari kadar NALC-NaOH soltusyonu ilave edilerek
oda 1sisinda 15 dakika bekletilir. Daha sonra Uzerine 0,067 M fosfat
tamponu (pH 6.8) eklenir. Bu karisim 3000 rpm’de 15-20 dakika santrifij
edilir. Sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH; 6.8) veya %0.2lik sigir
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albumin fraksiyon ilave edilir. BOS, vicut sivilari gibi Orneklere
dekontaminasyon yapilmaz ve bu oOrnekler direkt olarak veya santrifiijde

cevrildikten sonra sedimentten besiyerlerine ekilirler.**4>48

2.11.3. Mikroskobik inceleme

Balgam incelemesi tanisal degeri oldukca yiksek bir o kadar
da ucuz bir ydontemdir. Balgam ve diger klinik érneklerden yayma ile ARB
aranmasi ve bunun kultir ile dogrulanmasi tuberkuloz teghisinde altin
standarttir. Hazirlanan yaymalarin aside direncli boyalarla boyanmasinda
EZN (Ehrlich-Ziehl-Neelsen), Kinyoun ve Auramin-rhodamine gibi boyalar
kullaniimaktadir. Preperatlar Ziehl Neelsen ile boyamadan sonra isik
mikroskobunda immersiyon objektifinde incelenmektedir. Basiller mauvi
zeminde pembe basiller seklinde goérulmektedir. Boyali preparatta ARB
pozitif bulunan hastalar bulastiriciidr en fazla olan hastalardir.
Degerlendirme yaparken rodokok, nokardiya, bazi korineform bakteriler
ve Legionella micdader’in ARB tarzinda gorulebilecegi

unutulmamalidir. %%t

2.11.4. Kultar

Mikobakterilerin tanisinda altin standart kudltardir. En
onemli dezavantaji uzun bir inkibasyon slresi gerektirmesidir.
Mikobakterilerin  izolasyonunda kullaniimakta olan bir ¢ok besiyeri
vardir. Mikobakterilerin Uremesi igin segici (diger bakteri ve mantarlarin
uremesini inhibe eden) ve secgici olmayan sivi, kati besiyerleri
mevcuttur. Kati besiyerleri, yumurta bazli ve agar bazli besiyerleri diye
ikiye ayrilirlar. Yumurta bazli olanlara penisilin, siklohekzimid, nalidiksik
asit ve linkomisin eklenerek, agar bazli olanlara ise karbenisillin,
polimiksin B, trimetoprim laktat, amfoterisin B eklenerek segcici

besiyerleri elde edilir. Yumurta bazli besiyerleri, taze homojenize tam
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yumurta ya da yumurta sarisi, patates, gliserol, malasit yesili ve tuzlarin
karisimindan olusmaktadir. ilk izolasyonu saglamak icin yumurta bazli
Lowenstein-Jensen (LJ), Petragnani, Trudeau, Dorset besiyerleri
kullanilir, Antibiyotik direncinin belirlenmesinde ise Dubos, Kirschner,
Middlebrook besiyerleri gibi agarli besiyerleri kullanilir. inkiibasyon
suresi yaklasik 5 haftadir. Ancak dzellikle son yillarda ortaya gikan CiD
TB sorunu taniya ¢ok hizli gidilmesini gerektirmektedir. Bu nedenle
tuberklloz tanisinda son yillarda kullanilan geleneksel bakteriyolojik
yontemler yerine daha hizli, daha duyarli yeni tani yontemlerinin
gelistirilmesi tizerinde galisiimaktadir.>’

Bifazik besiyerleri, Septi-chek AFB (BD Biosciences,
Sparks MD); %25 CO;'li ortamda 7H9 sivi besiyeri iceren yatik cikolata
agar, Middlebrook 7H11 agar ve modifiye LJ besiyeri gibi tg¢ farkh kati
besiyeri bulunmaktadir. inokilasyondan énce kiiltir sisesine glikoz,
pridoksal HCL, katalaz, bovin albimin, oleik asit (OADC) ve
antibiyotikler PANTA (polimixinB, amfoterisinB, nalidiksik asit,
trimetoprim, azlosilin) adi verilen bir suplement eklenir. MGIT ve MB
Redox gibi basit sistemler yaninda yari otomatize sistemlerde
kullaniimaktadir. Otomatize kaltir yontemleri MGIT 960 sistemi,
BACTEC 460 TB sistemi, BACTEC 9000 MB sistemi, MB/ BACT Myco
ESP2 sistemleride klltir amaciyla kullanilan ve daha hizli sonug¢ veren

sistemlerdir.’8:22:43:44

Besiyerine Ekim ve inkiibasyonu

Ornekler steril veya kontamine olmalarina gore farkli 6n
islemlerden gegerler. Steril vicut sivilarinda 3500 g’de 30 dakika surede
santrifigasyon sonucunda elde edilen c¢oOkelti dogrudan kullanilabilir.

Santrifijleme isleminden sonra elde edilen sediment, 0,5 ml olarak secilen
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kati besiyerlerinin yuzeyine veya sivi besiyerlerine ekilerek homojen
yayilimi saglanir. ilk izolasyon igin genellikle bir yumurta bazl besiyerine,
bir agar bazli besiyerine olmak Uzere iki kati besiyerine, ya da yumurtali
besiyerine ek olarak bir sivi besiyerine olmak Uzere en az iki besiyerine
ekim yapilmasi onerilmektedir. Kultirin inkibasyonu COy'li ortamda
yapilmalidir. Mikobakteriler genis bir Ureme sicaklik araligina sahiptir.
Ozellikle MTB kompleksi en iyi 35-37 °C’de urer. Ekim alaninin ylzeyi
yukari gelecek sekilde materyalin besiyerine adsorbe olabilmesi igin
bekletiimesi gereklidir. Tuplerin vidali kapaklari atmosferden oksijen ve

CO; alimi igin gevsek kapatiimalidir .%"°

Kiltiirlerin Degerlendirilmesi

Kaltarler ilk 5 gin icinde hizla Ureyen mikobakteriler
agisindan ve bakteri kontaminasyonu agisindan deg@erlendiriimelidir.
Sonraki haftalarda ise her hafta iki gun tremenin kontroli agisindan
degerlendirme yapiimahdir. Kdlttrlerin sonucunun negatif olarak kabul
edilmesi icin 8 haftalik inkiibasyon siiresi gerekmektedir.”*** ARB pozitif
ise yaklasik 3 hafta icinde Ureme gorulur. Fakat GUreme goérilmez ise
yaklasik 3-4 hafta daha bekletilmelidir. Kiltirde treyen bakteri ARB ile
boyanmali ve mikroskobik olarak degerlendiriimelidir. Ayrica biyokimyasal
ve fenotipik testlerde yapilarak degerlendirme tamamlanmalidir.”*° Bactec
kaltar sistemi radyometrik bir yéntemdir. Bu yontemde Middlebrook 7H12
gibi bir sivi besiyerine radyoaktif karbon (C'*) katiimakta ve ortamda
iireyen mikobakteterilerin olusturdugu C** iceren CO.'in élciimii ile 14 giin
gibi kisa bir surede sonug¢ alinabilmektedir. Yapilan galigmalara gore
yayma pozitif olgularda Bactec yontemi ile ortalama 8, geleneksel kulttr
yontemleri ile ortalama 19.4 ginde, yayma negatif olgularda Bactec
yontemi ile ortalama 13.7, geleneksel kiltir yontemleri ile ortalama 26.3

giinde pozitif sonu¢ alinmaktadir.*?**
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MGIT (Mycobacteria Growth Incubator Tube) yo6nteminde
Middlebrook 7H9 besiyerine oksijene bagh rutenyum’lu floresans bir
madde eklenir. Besiyerine ekilen o6rnekte mikobakteri varsa oksijenli
bilesigi kullanir ve oksijenin azalmasiyla rutenyum ultraviyole isikta parlak
renk verir. Mikobakterilerin MGIT sistemi ile ortalama 11, BACTEC

yontemiyle 8 giinde izolasyonu yapilabilmektedir.*#4344>2

2.11.5. Molekuler Biyolojik Tani Yontemleri
1-Nukleik asit problari

Mikobakteriye spesifik DNA ve RNA problari tanimlamada
kullaniimaktadir. DNA'nin laboratuar kosullarinda dissosiye olup iki tek
sarmal haline geldikten sonra ortama konulan isaretli probun DNA ile
hibridize olmasi sonucunda organizma varligi tespit edilebilmektedir. RNA
problari ile taniya gidilmesi i¢in ise ornekteki basil sayisinin gok olmasi

gerektiginden bu yéntem kullaniimamaktadir.**’

2-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu yontem mikobakterilerin klinik érnekteki varligini, basilin
DNA’siniI gostererek ortaya koyar. PZR, balgam, BAL, BOS, plevra sivisi
veya kan gibi bir ¢ok biyolojik Ornekte tek bir mikroorganizmayi
saptayabilecek duyarlliktadir ve 6zgulligu de oldukca yuksektir. PCR ile
klinik 6érneklerde 10 kadar basilin saptanabilmesi mimkuin hale gelmigtir.
Bu teknikte pozitif sonug¢ icin 6rnek en az 10 mikobakteriyi icermelidir
Ancak bu ybntemin azda olsa yalanci pozitif sonu¢ vermesi énemli bir
dezavantajdir. Ayrica klltir sistemine gbére daha pahali bir

y('jntemdir 5,34,40,47,53
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3.Fragman Uzunluk Polimorfizmi Restriksiyon Analizi (RFLP)

DNA restriksiyon endonukleazlari DNA molekulini keserler.
Parcalar agaroz jel ile elektroforezde bantlar olugturur. Sonrasinda
DNA'nin jelden membrana transferi yapilir. Son olarak basilin varhgi

spesifik DNA probu ile gosterilir.3*

4-DNA Dizi Analizi

Bu yontemde bakterilerin korunmus gen bdlgelerine uygun

primerler kullanilarak analiz gergeklestirilir. Klinik materyallerden ve kultir
drneklerinden nukleik asit (DNA; RNA) izolasyonu yapilir. Elde edilen
nikleik asitler amplifiye edilir. Urtinler igaretlenir ve lazer yardimiyla
okunur. Bilgisayarda anlamli DNA dizilerine donusturalir. Daha sonra
uluslararasi gen bankalarindaki dizilerle karsilastirilarak degerlendirilir.>*
Ayrica farkli laboratuarlarda Gen-probe Amplified Mycobacterium Direct
Test, Strand Displacement Amplification (SDA), DNA Microarray, Ligase
Chain Reaction (LCR) gibi yontemlerde tani amaciyla

kullanilabilmektedir.>**%47

Lusiferaz testi

Klinik oOrneklerde lusiferaz enzim genini tasiyan haberci
mikobakteriyofaj ile infekte edilen basiller lusiferin eklendiginde 1sik
olusturarak gorinir hale gelirler. Ornekte 500-5000 kadar bakteri
bulunmasi durumunda bile doért saat gibi bir sure tani igin yeterli
olabilmektedir. Bu yontemle ayrica antituberklloz ilag duyarlilik testleri de

yapilabilmektedir.>®
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2.11.6. Mikobakterilerin identifikasyonunda Kullanilan Fenotipik
Ozellikler

Mikobakterilerin  tir dizeyinde tanimlanmasinda koloni
morfolojileri, boyanma  Ozellikleri ve  biyokimyasal  Ozellikleri
kullaniimaktadir. Kullanilan biyokimyasal testler arasinda arilstlfataz,
katalaz, niasin akimulasyon, (M.tuberculosis pozitif), nitrat rediksiyonu,
pirazinamidaz, sodyum Klorlr tolerans testi, tiofen-2-karboksilik asit
hidrazit (T2H) ile Gremenin inhibe edilmesi testi, telltrit rediiksiyonu testi,
Tween 80 hidrolizi testi, Ureaz testi, demir tutulumu testi ve NAP Testi
(Nitro-a-Acetylamino-B-Hydroxypropriophenone) gibi bazi testler
kullaniimaktadir. NAP ve PNB (paranitro benzoik asit) M.tuberculosis’in
gelisimini segici olarak inhibe ederler. NTM’ler ise NAP ve PNB varliginda
uremektedir. Mikolik asit esterlerinin  HPLC (High-Pressure Liquid
Chromatography) yontemi ¢odu mikobakteri turlerinin tanimlanmasinda

kullaniimaktadur.%#%5°

Laboratuvarda uretilmis mikobakterilerin tanimlanmasinda
kullanilan konvansiyonel testler zor, zaman alici ve c¢alisanlar igin
tehlikeli olabilmektedir. Bu nedenle son zamanlarda bakterilerin tar
dizeyinde tanimlanmasinda Line Probe Assay (LPA) gibi molekuler tani
yontemleri kullaniimaya baglanmigtir. Bu yontemle ayni zamanda
bakterilerin antitiberkiloz ilaglara direng profilide

tanimlanabilmektedir.?*®

2.11.7. Tuberkdilin Deri Testi

Bu test, enfeksiyon yoluyla veya BCG asisi yoluyla basille
daha dnceden karsilasan kisilerde gelisen asiri duyarlilik reaksiyonunun
derecesini gostermek igin kullanilir. Yani pozitif test kisinin tiberkuloz
basili ile daha 6nceden karsilastigini ve enfekte oldugunu gosterir.
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Bu testte sivi besiyerlerinde Uretilen M.tuberculosis
basillerinin ¢okturilmesiyle elde edilen old tliberkllin veya saflastiriimig
Purified Protein Derivate (PPD) kullaniimaktadir. 0.1ml solisyonda
bulunan 5 TU dozundaki PPD gunumuzde en yaygin uygulanan ve en
iyi yorumlanan tuberkllin test materyalini olusturmaktadir. Bir TU
(tuberkdlin Unitesi) 0.00002mg PPD proteinine esdegerdir. Tuberkulin
testinde 0.1 ml PPD solUsyonu deri icerisine enjekte edilir ve enjeksiyon
yerinde 6-10 mm capinda bir kabarcik olusur. Test 48-72 saat sonra
deg@erlendirilir. Tuberkulin testinde (Mantoux Testi) test bolgesindeki
endurasyon c¢api Olculir. Genel olarak endurasyon gapinin 10mm ve
uzerinde olmasi pozitif, 5-6 mm olmasi stpheli, 5mm’den az olmasi
negatif olarak kabul edilir. TUberkulin testi BCG asisina bagli olarak
pozitif olabilir. Bu nedenle Ulkemizde PPD degerlendirilirken; BCG asisi
olmayanlarda pozitiflik sinirt 10 mm, BCG asisi olanlarda pozitiflik siniri
15 mm olarak kabul edilmektedir. BCG’ye bagli pozitiflik genellikle 3-5
yil surmekte ve 10 yilda tamamen kaybolmaktadir. Daha &nce
tuberkuloz enfeksiyonu gecirenlerde zamanla PPD pozitifligi azalabilir
ve PPD testi negatif gikabilir. Bunlara test bir hafta sonra tekrarlanirsa,
10 mm’den blyuk veya ilk testten 6 mm daha buyik PPD endirasyonu
tespit edilir. Bu olaya booster reaksiyonu denilir. immin sistemi
baskilanmis olanlarda ve HIV (+) olanlarda 5 mm ve Uzeri pozitif olarak

kabul edilir.”%>®’
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2.11.8. Mikobakteri Enfeksiyonlarinda Serolojik Tani

Bu testler solunum yollari 6rnedi veremeyen, direkt
mikroskopik inceleme sonucu negatif olan hastalarda faydal olmaktadir.
ELISA ve immunokromatografik yontemler giinimuzde en sik kullanilan
serolojik testlerdir. Antijen veya antikor kullanilarak vicut érneklerinde
spesifik antijen yada antikor gosteriimesine dayanan cesitli testler
gelistirilmigtir. Bu testler iki grupta incelenebilir.

1-Antijen gostermek icin kullanilan serolojik testler

Mikobakterilerin hucre duvarinda glikolipid yapisinda
antijenler bulunmaktadir. Bunlar, PGL antijen (fenol glikolipit), DAT,
TAT, CF (cord factor veya trehaloz-6,6-dimikolat) gibi antijenlerdir.
Antijen 5, Lipoarabinomannan (LAM) gibi antijenler mikobakterilerin
plazma membraninda ve duvar yapisinda bulunan antijenlerdendir. Bu
tip antijenler cesitli serolojik test kitlerinin  hazirlanmasinda

kullaniimaktadir.

Ozellikle idrar, balgam ve serumda lipoarabinomannan
(LAM) tespiti ile tiberkiiloz tanisi konulabilmektedir. idrar érneklerinde
bulunan tuberkiloz basillerini tespit etmek icin LAM kantitatif olarak
tespit edilebilmektedir. Akciger ve akciger digi érneklerde LAM'i tespit
etmek amaciyla testler geligtiriimigtir. Vlcut sivilarinda ve BOS'taki
antijenlerin tespiti icin sandvic ELISA, inhibisyon ELISA, lateks
aglutinasyon ve pasif hemaglitinasyona dayanan yodntemler

kullaniimaktadir.>"%%>°

2-Antikor géstermek icin kullanilan serolojik testler
Bu serolojik testlerde diacil trehaloz, LAM, PGP, PPD, isi
sok proteinleri ve A65, A60, A38, A14 gibi antijenik proteinler ve

benzerleri antijen olarak kullaniimaktadir. Akciger tiberkulozu tanisinda
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kullanilan antikor tespit temeline dayanan ticari testler, MycoDot (LAM /
Dot-blot testi), Detect-TB (Rekombinant protein peptit / ELISA),
Pathozyme Myco (LAM / ELISA), Pathozyme TB plus (ELISA), Antigen
A60 (Antijen-60 / Membran) ve ICT tuberculosis (rekombinant /
Membran) gibi testlerdir. Tuberkuloz hastalarinin kan, plazma veya
serumlarinda bulunan antikorlari tespit etmek  amaciyla
immunokromotografik yontemine dayanan hizl invitro testler (InstaTest
TB, TB  STAT-PAK ve ICT diagnostics, Bio-Analytics TB gibi)
gelistirimistir.°”®® BOS'da anti-PPD IgG antikorlari kantitatif olarak
ELISA ile gosterilebilmektedir. Ancak serolojik tanida kullanilan higbir
test mikroskopik incelemenin yerini alacak yeterlilikte degildir. DSO’ye
gore tuberkuloz tanisinda kullanilacak serolojik testin duyarlihdr %80’in
Ozgulligu ise %95’in Uzerinde olmalidir. Bu nedenle serolojik testler

tiiberkiiloz tanisinda tarama amacl kullanilimaktadir.®’

Bunlarin yani sira latent tuberkilozun ayiriminda
immunolojik temelli testlerde kullaniimaktadir. Bunlardan 6zellikle
interferon gamma(IFNy) Gretiminin ol¢tlmesi ile latent enfeksiyon
belirlenebilmektedir.  invitro sartlarda uyarilip, duyarlilasan T
lenfositlerden salinan interferon gamma (lffNiretiminin ELISA ile
OlcimuU esasina dayanir. Tuberkuloz tanisinda kullanilan diger bir tani
testide “Yama Testi"dir. Yama Testi, aktif tuberkiloz vakalarini
belirlemenin yaninda tedavinin izlenmesinde de vyararlidir. Yama
testinde 72 saat sonra pozitif sonu¢ alinir ve pozitiflik bir hafta kadar
siirer.>®+%? T{iberkiiloz oldugundan siiphelenilen ve BCG asisi olan
kisilerin PPD testinin pozitif sonu¢ vermesi bu konuda yorumu
zorlastirmaktadir. Bu nedenle hastadan elde edilen lenfositlerin RD1
gen uruntne tepkisi olgulerek bu pozitifligin agi yada hastalikla iligkili
oldugu anlasilabilir. Cinkli RD1 antijeni M.tuberculosis complex uyeleri

tarafindan Uretilirken, BCG asi susu tarafindan Gretilmemektedir.®®
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2.12.Tuberkilozun Tedavisi
Tlberklloz tedavisinde kullanilan ilaglar ikiye ayrilirlar:
1) Kabul edilebilir diizeydeki toksisite profili ile birlikte en efektif olan major
antitiiberkiloz yada birinci sira ilaglar
2) Genellikle daha az etkili, daha pahali ve daha ¢ok toksisitesi olan minér

antitiiberkiloz yada ikinci sira ilaglar.”®*

1-Major Antitiiberkiiloz ilaclar (Sinif 1)
izoniazid (INH), rifampisin  (RIF), pirazinamid (PZA),
streptomisin(SM) ve etambutol (EMB)dur. Etambutol haric hepsi

bakterisidaldir. Tek doz uygulanan ve daha az toksik olan ilaglardir.
Streptomisin (SM), acgik kavitelerde ekstrasellller olarak hizli Greyen
bakterilere etkilidir. izonizid (INH) ve rifampisin (RIF ) bitin
mikobakterilere etkilidir. Rifampisin (RIF), kazebz lezyonlarda bulunan
yavas ureyen basillere en etkili ilagtir. Pirazinamid (PZA), asidik ortamda
aktiflesen bir ilag oldugundan yalnizca makrofajlarin igindeki basillere
etkilidir.

2-Minor Antitiiberkiiloz ilaclar (Sinif 11)

Sikloserin, etionamid, tiasetazon, amikasin, kanamisin,
64,65

kapreomisin, PAS, rifabitin ve florokinolonlar’dir.

2.12.1. Tuberkiloz Tedavisinde Uyulmasi Gereken Kurallar

En etkili, en guvenli ve en kisa sureli tedavi segcilmelidir.
Basillerin duyarli oldugu ilaglar kombine kullaniimalidir. ilaglar diizenli ve
yeterli stre kullaniimaldir. Tedavinin baslangicinda basil sayisi en yuksek
duzeyde oldugundan direngli suslarin olusma olasiligi ¢ok yuksektir.

Ulkemizde oldugu gibi izoniyazid direncinin yiiksek oldugu vyerlerde
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hastaligin baslangicinda dért ilag kullaniimalidir. idame fazinda en az iki

ilac kullanilmalidir.

GunUumuzde tuberkilozda temel sorun, hastalarin dizenli ve
yeterli bir sure ilaglarini kullanmalarinin saglanamamasidir. Bunun sonucu
olarak direngli vakalar olusmakta ve bu diren¢ kazanan basiller hasta
olmayan kigileri de enfekte etmektedir. Bu nedenle DSO, hastalarin
mimkunse ilk 2-3 aylik baslangi¢ tedavilerinin hastahanede ya da baska
bir saglik biriminde yapiimasini 6nermektedir.

Basarisiz bir tedavi kombinasyonunda ilac eklenmemeli, tedavi tekrar

uzmanlarca dizenlenmelidir.6*6®

2.12.2. Tuberkiloz Tedavi Sirecinin Takibi

Tuberkuloz hastasinin tedavisini dizenli olarak surdurmek ve
tamamlamak tuberkilozun kontrolinde en 6nemli goérevierden birisidir.
Tuberkiloz tedavisi kesilmeden 6nce tedavinin 6. ve 8. aylarinda balgam
yaymalari incelenmelidir. Tedavinin 2. ve 3. aylarinda balgam yaymasi
negatiflesmelidir. Tedavi sonunda yayma pozitifligi devam ediyorsa 4’lU
ilagla tedavi siresi uzatiimalidir. Bu tedavinin 5. ayinda hala balgam
yaymasi pozitif ise bu hastalar genellikle ¢oklu ilag direncli tiberkiloz
(CID-TB) hastalaridir. Bunlarin yaninda hasta tedavi takibi eksiksiz
olmalidir. Hastanede yatan her TB hastasina mutlaka yatti§i surece
ilaglari gozetim altinda igirilmelidir. Bu mutlak zorunlu bir islemdir. Ayaktan
tedavide ise, llaglar saglik personelinin dogrudan gdzetimi altinda
kullandirilmalhdir. Ancak buna imkan yoksa bu sorumluluk hastanin bir

yakinina verilmelidir.*°®
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2.12.3. Tiberkiilozda ilag Direnci

Antitiberkuloz ilaclara diren¢ primer veya sekonder olmak
Uzere iki sekilde olabilir. Primer direng, ilaca direngli tiberkulozlu hastayla
temas veya direngli olgularin yuksek oldugu bdlgede yasama sonucu
olusabilir. Sekonder ila¢ direnci ise, tedavi almig hastalarda gelisen
direnctir. TUberkilloz tedavisinde birden fazla ila¢ kullaniimasi direnci
Onleyici en 6nemli faktorlerden birisidir. M.tuberculosis’'te en sik gozlenen
diren¢ mekanizmasi, mutasyonlar sonucu ilaglarin aktivasyonunu
saglayan veya ilaglarin hedefi olan enzimlerde degisimdir. Tek basina
kullanilan antitiberkuloz ilaglarla tedaviye yanit alinmasina ragmen ilag
direnci olusumuna neden olmaktadir. Ayni zamanda vyanls ilag
kombinasyonlari ve dozlardaki yetersizlik gibi nedenlerle de ilaclara direng

gelismektedir.

Coklu ilaca direngli tiberkiiloz (CID - TB), izoniyazid (INH)
ve rifampisin (RIF)'e birlikte direng¢ durumudur. Yaygin ilag direngli
tiiberkiloz (extensively drug-resistant=XDR) (YiD-TB) ise izoniyazid ve
rifampisine dirence ek olarak bir kinolon ve amikasin, kanamisin gibi
ilaclara birlikte direnc halidir. Spontan bir sekilde olusan mutasyonlarin
birikimi sonucu CiD-TB enfeksiyonlari olusmaktadir. Bu hastalarin tedavisi
cok daha gugtur ve tedavi edilemez hastalar ortaya ¢ikabilir. Dunyada bir
yilda 500.000 CIiD-TB ve 40.000 YIiD-TB ortaya c¢iktigi tahmin

edilmektedir.®”68:69.70.71
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2.13. Tuberkulozdan Korunma

Bireylerin korunmasinda BCG asisi kullaniimaktadir.
Enfeksiyon riski altindaki bireylere ilacla (kemoprofilaksi) koruma
uygulanmaktadir. Toplumsal korunma ise toplum icinde aktif tiberkilozlu
hastalarin izlenmesi ve etkili bir sekilde tedavi edilerek tuberkuloz

bulasinin engellenmesi yoluyla gergeklestirilir.

1-BCG asisi ile korunma

Calmette ve Guerin, 1921 de Fransa’da M. tuberculosis
bovis’i (bovin tipi tbc basili) uzun bir sure sigir safrali ve gliserinli patatesli
besiyerinde defalarca Ureterek ve yeni besiyerine pasajlayarak (Bacille-
Calmette-Guerin (BCG) asisini Uretmiglerdir. Geligtirilen bu agi susunun
insanlarda hastalik yapmadigi, ancak tuberkuloz basiline kargi insana bir
bagisiklik kazandirdigi anlasiimigtir. Koruyuculugu 5-6 yil kadardir. Asi
susu, Islya ve 1siga dayaniksizdir. Asi yapilmadan once tuberkilin testi
yapilmalidir. Test sonucu pozitif ise agi yapilmaz. Ulkemizde ilk BCG agisi
dogumdan sonra 2. ayini bitiren bebeklere Aile Saghgr Merkezleri, Verem
Savas! Dispanserleri ve Saglik Ocaklarinda yapilmaktadir. Bundan sonra
ilkokul 1. sinifta bir asi daha uygulanmaktadir. Asi zamani kagiriimissa

énce tiiberkiilin cilt testi (PPD) yapilmasi kosulu ile asi yapilabilir.%® "

2- llacla koruma
Bulasici tiberkuloz hastasiyla temasi olan 35 yasindan daha

geng olanlara, 15 yasindan kuguk hasta c¢ocuklara, akciger filminde
tuberkuloz lezyonu olanlara, bagisikligi baskilanmis ve PPD pozitif kigilere
uygulanmalidir. Koruyucu ilag tedavisinde amag, enfekte olmayan saglam
Kisileri tuberkuloz enfeksiyonundan korumaktir. Enfekte olan ancak hasta
olmamig Kigilerde ise aktif tiberklloz hastaligi gelisme ihtimalini en aza
disirmek igin de uygulanan bir koruyucu tedavidir. ilagla koruma

tedavisinde genellikle izoniyazid kullanilir. Toplam koruma tedavi stiresi 6
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aydir. Tuberkulloz basili ile karsilasmis olan herkese koruyucu ilag tedavisi
verilmesi olanaksizdir. INH ucuz, oral yolla kullanilabilen, bakterisid etkisi
olan bir ilagtir. Primer kemoprofilaksi, tibekulozlu hasta ile yakin temasta
bulunan ve tuberkllin testi (-) olan bireylerin INH ile korunmaya

alinmasidir.

Sekonder kemoprofilaksi, tiuberkllin testi pozitif olan
bireylerde yapilan koruma tedavisidir. ARB (+) bir kisi ile yakin temasta
bulunan ve 15 yasin altinda PPD (-) bireylere koruma amacl tedavinin
baglanmasi, 3 ay sonra PPD’nin tekrarlanmasi ve eger yine (-) ise BCG
yapilarak korumanin bitirilmesi 6nerilmektedir. Ancak eger (+) ise
tedavinin 6 aya tamamlanmasi gerekmektedir. Yaslari 0-6 arasinda olan
cocuklar aktif tiberkllozlu bir hasta ile yakin temasi olsun veya olmasin
PPD pozitifligi saptandigi takdirde koruma tedavisine alinirlar. INH’e direng
s6z konusu oldugu durumlarda rifampisin verilir. Coklu ilag direnci s6z

konusu ise etambutol ve pirazinamid verilebilir. ©°"?
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2.14. Lipidler

Lipidler, yapilarinda C, H, O bulunan, yapi tasglari yag asitleri
olan ve yag asitleriyle esterlesebilen organik bilesiklerdir. Lipidler, suda
¢cbziinmeyen, apolar veya hidrofob bilesiklerdir. Ancak yapilarinda
hidroksil (-OH) ve karboksil (—-COOH) gruplari gibi hidrofilik gruplari fazla
olan lipidler suda nispeten c¢6zinebilirler. Lipidlerin enerji degerleri yiksek
olup, insanda depo ve yapisal fonksiyonu 6nemlidir. Lipidler, kloroform,
benzen, eter, aseton, sicak alkol gibi organik ¢ozuculerde ¢ozunebilirler.
Trigliseridler, yedek enerji depolardir. Fosfolipidler, glikolipidler ve
kolesterol, hicre membrani gibi bazi 6nemli organellerin yapisina giren
lipidlerdir.”™

2.14.1. Lipidlerin Siniflandirniimalari

Lipidler biyolojik fonksiyonlarina gore 3’e ayriimaktadirlar.
Bunlar, Yag asiti tiirevleri, Bilesik lipidler, izopren lipidlerdir.

Yad Asiti Turevleri

1- Doymus Yag Asitleri 2- Doymamig Yag Asitleri 3- Yag Asiti turevleri
Bilesik Lipidler
1- Noétral Yadlar; (Triacilgliserol, trigliserit)

2- Fosfolipidler; (Serebrosit, Gangliosit)

3- Glikolipidler; (Gliserofosfolipid, Sfingofosfolipid (sfingomiyelin))
izopren lipidler

1-Steroidler

2-Karotenoidler
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Bunlardan noétral yaglar yag asitlerinin gliserolle yaptigi
esterlerdir. Mumlar ise yag asitlerinin alkollerle yaptigi esterlerdir.
Kolesterol esterleri, yag asitlerinin kolesterol ile yaptigi esterler, vitamin A
esterleri, yag asitlerinin vitamin A ile yaptigi esterler, vitamin D esterleri ise

yag asitlerinin vitamin D ile yaptigi esterlerdir.”>"* "

2.14.2. Yag asitleri

Yag asitleri, 4-36 karbonlu hidrokarbon zinciri bulunan
monokarboksilik organik asitlerdir. Hidrokarbon zincirindeki —-COOH
karbonuna komsu ilk karbon atommna -karbon, ikinciye [(-karbon,
Ucuinctiye y -karbon denilmektedir. Metil grubunun karbonu ise w-

karbon’dur. Yag asitlerinin genel yapisi Sekil 4’de gosterilmigtir.

N M il o

._lc__c._lc_.lc_lc...lc-... _(E_C_(lz—cl:_c_[l;_
|

HHHHHH HHHHHH

Doymug yag asitleri Tekli doymamig yag asitleri

H H H
—CTCECTCTCECTCT e

I | 1| H = hidrojen

HHHHHHH C = karbon

Coklu doymarmig yag asitleri

Sekil 4: Yag asitlerinin genel formdlleri
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Yagq asitlerinin siniflandiriimalari

1-Doymus yag asitleri
2-Doymamis yag asitleri
3-Ek gruplu yag asitleri
4-Halkali yapili yag asitleri

1-Doymus yag asitleri

Hidrokarbon zincirlerinde ¢ift bag bulunmayan ve
dallanmamis yag asitleridir Doymus yag asitlerinin genel formuli Sekil

6.da ve bazi doymus yag asitleri Tablo-6 da gdsterilmistir.”®"*"°

HHHHH HHH H

C-c-c-c-c-Cc-C-C-C-C-H
o |11 111 |1

é HHH HHHH HH

O

Sekil 5: Doymus yag asitlerinin yapi formulu
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Tablo 1: Doymus yag asitleri genel formdalleri ve isimleri”

Formala Doymus yag asitleri | Karbon iskeleti
CH,COOH Asetik asit 2:0
CH,CH,COOH Propiyonik asit 3:0
CH,(CH,),COOH Butirik asit 4:0
CH,(CH,),COOH Kaproik asit 6: 0
CH,(CH,),COOH Kaprilik asit 8:0
CH,(CH,),COOH Kaprik asit 10: 0
CH,(CH,),,COCH Laurik asit 12: 0
CH,(CH,),,COCH Miristik asit 14:0
CH,(CH,),,COCH Palmitik asit 16: 0
CH,(CH,),,COCH Stearik asit 18: 0
CH,(CH,),,COOH Arasidik asit 20: 0
CH,(CH,),,COCH Serotik asit 26: 0

Asetik asit, propiyonik asit ve butirik aside ugucu yag
asitleri denir. Bunlardan asetik asit 2 karbonlu en basit doymus yag
asididir. Karbon sayisi 10’dan fazla olan yag asitleri suda c¢ctziinmezler.
Doymus yag asitlerinin 2-6 karbonlulari kisa zincirli, 8-12 karbonlulari orta
zincirli, daha fazla karbonlulari uzun zincirli olarak tanimlanirlar. Doymus
yag asitlerinin karbon sayisi 10 ve daha az olanlari oda sicakliginda sivi
ve ucucudurlar, digerleri kati yaglar olarak tanimlanirlar. Hayvansal
yaglarda en ¢ok bulunan yag asitleri, 16 karbonlu palmitik asit ile 18

karbonlu stearik asittir.”>"®
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2) Doymamis Yadg Asitleri

Hidrokarbon zincirinde bir veya daha fazla ¢ift bag
bulunduran yag asitleridir (Sekil 6). Linoleik, linolenoik ve aragidonik asit

birer doymamis yag asitidir.”®

\\
\c
D’/
| HHH HH HH

Sekil 6: Doymamigs yag asidinin yapi formali

Doymamis yag asitleri, hidrokarbon zincirinde icerdikleri cift
bag sayisina gore gruplara ayrilirlar. Bir ¢ift bag icerenler monoansatire
(monoenoik) yag asitleridir, iki yada daha fazla ¢ift bag icerenler
poliansatire yag asitleridir. Poliansatlire yag asitleri, dienoik, trienoik,
tetraenoik yag asitleri olarak adlandirilirlar. Yag asitlerinin karbon
zincirlerindeki karbonlarin numaralandiriima iglemi, metil karbonundan

itibaren yapilmaktadir.”

Hayvansal yaglarda en ¢ok bulunan doymamis yag asitleri
palmitoleik asit, oleik asit, linoleik asit, arasidonik asittir. Dogada en ¢ok
bulunan yag asidi, oleik asittir. Oleik asitten sonra yaglarda en ¢ok
bulunan yag asidi, palmitik asittir. Suda yasayan hayvanlarda ise en fazla
palmitoleik asit bulunur. Meyvalardan elde edilen yaglarda en ¢ok palmitik
ve oleik asitler, az miktarlarda da linolenik asit bulunmustur. Tohum
yaglari, palmitik asit yoniinden zengindirler. insan viicudunda en fazla
bulunan yag asitleri; %45-50 oraninda oleik asit, %25-27 palmitik asit, %7
palmitoleik asit, %8 linoleik asit ve linolenik asit, % 6 stearik asit, % 2

oraninda arasidonik asittir. Linoleik asit, linolenik asit ve arasidonik asit,
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insan vucudunda sentezlenemezler. Linoleik asit, pamuk yagi, yer fistigi,
misir yagl ve soya fasulyesi yagi gibi tohum yaglarinda bulunur. Linolenik
asit ayrica keten tohumu yaginda, arasidonik asit ise yer fistigi yaginda

cok miktarda bulunmaktadir.”®7*7°

Doymamis yag asitlerinde ¢ift baglarda olusan degisiklikler
izomerleri olusturur. Yaygin izomer tipi cis- ve trans- izomer sekilleridir.
Bu izomer formlari $ekil 7’de gosterilmistir. Cift bagin ¢gevresindeki atom
gruplari ayni tarafta ise cis-izomer, zit taraflarda ise trans—izomer olarak
kabul edilir. Doymamis yag asitleri oda isisinda sividirlar, ugucu

degillerdir, suda ¢oziinmezler.”

HHHHHHHH H
O TI T[T
C-C-C-C-C-C-C=C-C-C-H
(|]/ ] | |
HHH HH HH
H
cis
HHHHHH HH
o TIT1n] 1
C-C-C-C-C-C-C=C-C-C-H
o/ 11111 11
14': HHH HH HHH

Sekil 7: Doymamis yag asitlerinin cis-trans izomerleri
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Yag Asitlerinin Genel Ozellikleri

Yag asitlerinin karboksil gruplar ile alkollerin hidroksil
gruplari arasindan su ¢ikigi ile birlikte iki molekultn birbirine ester bagiyla
baglanmasi sonucu esterler olusur. Vicutta yag asitleri, serbest veya daha
baylk molekuller icinde yag asidi esterleri seklinde bulunurlar. Vicuttaki
toplam yag asidi, %45'i trigliserit, %35’i fosfolipid, %15’i kolesterol esteri ve
%%’ serbest yag asidi olarak bulunur. Yag asitleri, metallerle tuzlari
olustururlar. Karbon sayisi 6’dan fazla olan yag asitlerinin metallerle
olusturdugu tuzlara sabun denir. Sodyum ve potasyum sabunlari, suda
¢6zUindugu halde, diger metal sabunlari suda ¢dézinmezler, bu nedenle
sodyum ve potasyum sabunlari temizleyici Ozellige sahip olmalarina
ragmen digerleri temizleyici Ozellik gostermezler. Doymamis yagd
asitlerinde bulunan etilen bagi fluor, klor, brom, iyot gibi halojenlerden biri
ile doyurulabilir. Bu olaya halojenlenme denilmektedir. Doymamis yag
asitleri oksitlenir ve farkli yapida Uriinler meydana gelmektedirler.”>®
Doymamig yag asitlerinin oksijen (O,) ile oksitlenmeleriyle peroksit,

enodiol, epoksit, ketohidroksit gibi cesitli gruplar ortaya c¢ikar. Yag
asitlerinin gogu sicak alkol, eter, benzol ve kloroform da c¢oOzunurler.
Karbon sayisi 10 ve dusiUk olan doymus yag asitleri, oda sicakliginda sivi
ve ucucudur. Karbon sayisi arttikga katilasirlar. Zincir uzunlugu arttikga

ucuculuk azalir, erime noktasi yukselir.

Karbon sayisi 10’dan fazla olan yag asitleri suda
c6zinmezler. Uzun zincirli yag asitlerinde hidrokarbon zincirinin hidrofobik
0zelligi daha fazla oldugundan uzun zincirli yag asitleri suda ¢éziinmezler.
Doymamis yag asitleri oda sicakliginda sividirlar, ugucu degillerdir, suda

coziinmezler.”7>7°

45



2.14.3.Bakterilerde Lipid Biyosentezi

Lipidler, cesitli bilesikler halinde, mikroorganizmalarin hticre
duvarinda, sitoplazmik membraninda ve besin deposu olarak da hicre
icinde bulunurlar. Mikobakterilerde de hucre duvarinda ¢ok fazla miktarda
lipid bulunmaktadir. Mikroorganizmalarda bulunan hidrolitik enzimler
yaglari esas komponentlerine ayirir. Lipidler, hidrolize olunca, yag asitleri
ve (gliserin olusur. Mikrooarganizmalarin bazilari, karbon kaynagi
acisindan zengin ortamda urediklerinde 06zellikle mikobakteriler yeterli
lipid sentezleyerek asido-rezistans 6zellik olustururlar. Uzun zincirli yag
asitlerinin  monomerik prekursorleri  Acetyl-CoA ile malonyl-CoA'dir.
Malonyl-CoA, CO, ve acetyl-CoA'dan biotin gerektiren bir reaksiyon
sonucu meydana gelir.®? Lipid sentezi bakterilerde de diger canlilardaki
gibi karmasik biyokimyasal reaksiyonlar sonucu yapilmaktadir. Ornegin

palmitik asidin sentezi su sekilde gerceklesmektedir.

Asetil CoA’dan palmitik asit sentezi

1-Asetil CoA + Asetil CoA karboksilaz + ATP +CO2 ------------ Malonil CoA
(+ HOOCCH2 COSCoA) + ADP+P (Asetil CoA karboksilaz koenzimi
biotin'dir.)

2-Malonil CoA + YA sentaz kompleksi ----------------=---- Asetoasetil + CoA
3-Asetoasetil + NADPH + YA sentaz kompleksi ------ Beta-hidroksil butiril +
NADP

4-Beta-hidroksil butiril + YA sentaz kompleksi ---------------- Krotonil + H20
5-Krotonil + NADPH + YA sentaz kompleksi ------------------- Butiril + NADP
6- Butiril -------=-=-m-mmmemeeeeee Palmitat

46



Yag asitlerinin sentezi igin gerekli enerji ATP'den saglanir.
Once acetyl-CoA, asetilasyona ugrayarak malonyl-CoA olusur. Bu
molekilden bir palmitik asit olugmaktadir. TUm reaksiyonlarin o6zeti

asagida gosterilmistir.

Asetil CoA + 7 malonil CoA + 14 NADPH + 14H ------------- palmitik asit +
7CO2 + 8 CoA + 14 NADP + 67H20

Bircok bakteri lipidleri hiicre icinde depolayabilmektedir. Bazi
mikroorganizmalar (mikobakteri, korinebakteri, nokardia) lipidleri, 30-90
karbon atomlu yag asitleri halinde depolarlar. Gram negatif bakterilerde
bulunan lipopolisakkaridler ve gram pozitif bakterilerde bulunan ribitol veya
gliserol ve teikoik asit mikroorganizmalarin antijenik 6zelliklerini verir.
Enterobakterilerde lipid, antijenik 06zellik gdsteren polisakkaridlere
baglanir. Lipid A adi verilen bu yapi, glukoz amin, 3 deoxy-D-
mannooctulonic asit, yag asitleri ve fosfattan olusmaktadir. Gram pozitif
bakterilerde bulunan teikoik asitler ise ribitol veya gliserol ihtiva eden

polimerlerdir.?*""
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2.15. Pistacia eurycarpa

Pistacia cinsi 11 veya daha fazla tirin dahil oldugu
Anacardiaceae familyasinin bir Uyesidir. Taksonomideki yeri asagida

gOsterilmisgtir.

P. eurycarpa’nin taksonomik yeri.”®
Alem : Plantae

Altalem : Tracheobiota

Bolum : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Altsinif : Rosidae

Takim : Sapindales

Aile : Anacardiaceae

Cins : Pistacia

Tarkiye'de vyaklasik 66 milyon yabani Pistacia agaci
bulunmaktadir. Turkiye’de en fazla rastlanilan baglica yabani Pistacia
turleri; P. terebinthus, P. eurycarpa, P. khinjuk,P. palaestina, P. atlantica
ve P. lentiscus’dur. Anacardiaceae familyasina giren Pistacia’nin farkli
turleri, Akdeniz'in kuzeyinde vyer alan (Ulkelerden; Kibris, Fransa,
Yunanistan, italya, ispanya ve Tirkiye'de, Kuzey Afrika (lkelerinden;
Tunus, Fas ve Cezayirde, Ortadogu Ulkelerinden; Afganistan, iran, Irak,
Pakistan, Suriye ve Hindistan’in kuzeyindeki bazi yerlerde dogal olarak yer

bulmaktadir.  Afganistan, iran ve Tirkiye tirler agisindan en zengin
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ulkelerdir.”®

gOsterilmisgtir.

Pistacia

turlerinin  Ulkelere gore dagihmi Tablo 2'de

Tablo 2: Farkh tlkelerdeki Pistacia tiirleri’®

P P. P. P P P. P P. P P
lentiscus  atlantica_tevebinthus  khinjuk  palaestina vera  mmtica _eurycarpa  clinensis __ saportae
P B
Tiirkaye P lentiscus P atlantica P terebinthus ~ khinjuk vera  P. euryearpa
P P
Suriye P lentiseus  P. atlantica khinjuk P palaesting vera
P P
o P o o = poms|
_ 2 2
Iran Ehinjuk vera P mutica
P
Liibnan P lentiscus P, atlantica P. palaestina__vera
P
Mistr P lentiscus P atlantica Fhinjuk
Tunus P lentiscus P atlantica  P. terebinthus
P
Fas P lentiscus __P. atlantica__P. terebinthus vera
Ispan)'a P lentiscus P atlantica P, terebinthus
P
ltalya P lentiscus P terebinthus vera
Yunanistan P, lentiseus P, atlantica P terebinthus P. palaestina
Tsrail
i P
Urdiin P lentiscus P arlantica P, terebinthus __ khinjuk
P
Filistin P lentiscus P atlantica khinjuk P, palasstina P saportae
Avrupa P
Floras: P lentiscus P arlantica P, terabinthus vera
Suriye P
Florasi P, lentiscus P. tarebinthus P palaestina_ vera P mutica
P
Pakistan P ailantica Fhinjuk -:
P
Kibris P lentiscus P, atlantica _P. terebinthus vera

Bu Ulkelerde farkh Pistacia tirleri dogal ormanlar halinde

bulunmaktadir. Pistacia eurycarpa 32 °C’den fazla, 5 °C’ den az uzun

sureli sicaklik gosteren iklimlerde yetismemektedir. Pistacia agaglari

dinlenme déneminde normal olarak dona dayanikhdir. Ulkemizde -30 °C’

ye, iran’da ise -20 °C’ ye gosterdigi tolerans Pistacianin ne kadar

dayanikli oldugunu gosterir. Ulkemizde yabani Pistacia tiirleri en ¢ok Siirt,

Gaziantep, Manisa, Adana ve Aydin illerinde bulunmaktadir. Yabani

Pistacia tiirlerinin tlkemizdeki dagiimi Sekil 8'de gdsterilmistir.”
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79
Sekil 8: Yabani Pistacia tirlerinin Turkiyede bulundugu yerler.

Tiarkiyede en vyaygin vyabani Pistacia tdrleri olan
P.terebinthus, P.eurycarpa, P.atlantica ve diger tirler 6zellikle yag ve
sabun Uretiminde kullaniimaktadir. P.eurycarpa, Yaltirik ve arkadaslar
tarafindan 1967°de bir Pistacia tirU olarak tanimlanmigtir. P.eurycarpa
Tarkiyede Glney Dogu Anadoluda, o6zellikle Siirt, Bitlis, Mardin ve
Hakkari’de yetismektedir. Bu yabani tlrler icinde P.eurycarpa, yaprak
uzunlugu, yaprak agirhgi, tohum uzunlugu, tohum agirligi en fazla olandir.
Ancak diger iki tir bu ozellikler agisindan birbirine oldukga yakindir.
Yapraklari en acik renkli olan ise P.eurycarpa’dir.””® P.eurycarpa’nin
sakizinda bulunan ucucu maddeler ve bu maddelerin antimikrobial
aktiviteleri gesitli yontemlerle Demirci ve arkadaslan tarafindan ortaya
konulmustur. Yaptiklari ¢alismada P.eurycarpa reginesinde ¢ok sayida
alken saptamis ve bu alkenlerin gram pozitif ve negatif bakteriler Gizerinde
degisik  duzeylerde antibakteriyel aktiviteye sahip  olduklarini
gostermislerdir.®

Kafkas ve ark. yaptiklari bir ¢calismada iyon kromatografi
yontemini kullanarak P.eurycarpa’nin yapisinda bulunan yag asitlerini
belirlemislerdir.* Arastiricilar bu calismada P.eurycarpa'da % 17.7

oraninda methyl oleate, % 16.7 methyl palmitate, % 4.3 methyl stearate,
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% 2 methyl palmitoleate, % 1.4 oraninda 11-eicosenic acid methyl ester,
% 1.3 oraninda da heptadecene-(8)-carbonic acid belirlemiglerdir. Ayrica
ayni bitkide 1%’den daha az oranlarda da methyl ricinoleate, methyl
arachidate, methyl myristate, methyl 9,10-methylene hexadecanoate,
methyl behenate, methyl erucate, belirlemiglerdir. Ayrica bitkide ticari
miktarlarda methyl octanoate, methyl decanoate, methyl laurate ve methyl
pentadecanoate’da tespit edilmistir. Bunlara ek olarak gaz kromatografisi
yontemi ile bu bitkide % 52.2 oraninda oleik asit, % 17.7 oraninda palmitik
asit ve % 16.7 oraninda da linoleik asit tespit etmislerdir.®*

P.eurycarpa, ilk kez 1967 yilinda F.Yaltink tarafindan
Pistacia eurycarpa yalt. olarak tanimlanmig ve literatirde Ulkemize ait
endemik bir bitki olarak yerini almigtir. Bu bitki Antep Fistigi ile asilanarak
“Siit Fistig”” na donuasturilmektedir. Son vyillarda ekonomik degeri
nedeniyle tarimda yaygin olarak Siirt Fistigi dretiminde yararlaniimaktadir.
Bitim meyvasinin yesil kabuklarindan gesitli sabunlar Gretiimektedir. Bitim
Sabunu olarak bilinen bu sabunlar kozmetik amaclarla yaygin bir kullanim
alani bulmus ancak Siirt Fistigi yetigtiriciligi nedeniyle Uretimi son yillarda

azalmistir.#%

P.eurycarpa’nin yag asitleri kompozisyonlari belirlenmis, bu
bitkiden elde edilen yag asitleri ve reginesinde bulunan ucucu maddelerin
antibakteriyel, antifungal ve insektisidal etkileri degisik arastirmalarla
incelenmis ve Pistacia thrleri ile filogenetik iligkileri

arastiriimigtr,848°86.87.88.89.90
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2.16. Vitaminler

Vitaminler, viicutta sentezlenemeyen, saglikli beslenme igin
kiguk miktarlarda alinmalari zorunlu olan, herhangi birinin eksikligi spesifik
bir bozukluk ve hastalik meydana getiren organik maddelerdir.

Vitaminlerin siniflandiriimalari

Vitaminler, suda c¢ozunen vitaminler ve yagda ¢6zinen

vitaminler olmak Uizere iki sinifa ayrilarak incelenirler.®*

I-Suda c6zinen vitaminler

Suda ¢0Ozlnen vitaminler, vitamin B, (tiamin), vitamin B,
(riboflavin), nikotinik asit (niasin), vitamin B, (pantotenik asit), vitamin B

(piridoksin), biotin (vitamin H), folik asit, vitamin B._., ve vitamin C (askorbik

12’
asit) dir. Suda ¢6zunen vitaminlerin birbirinden cok farkl kimyasal yapilari
vardir, fakat hepsi polar molekillerdir. Bu nedenle suda c¢ozunurler.
Vitamin Bj, diginda kalan suda ¢Ozunen vitaminler bitkiler tarafindan
sentez edilebilmektedirler. Vitamin B,, ve vitamin C (askorbik asit) haric

suda ¢ozunen vitaminler vicutta depo edilemediklerinden diyetle devamli
olarak alinmak zorundadirlar. Kolin, karnitin, a-lipoik asit, PABA (p-
aminobenzoat), inozitol, koenzim Q gibi bilesikler vitamin benzeri bilesikler
olarak bilinirler. Vitamin benzeri bilesikler, suda c¢ozinurler ve bazi
kimyasal reaksiyonlari katalize ederler. Ayrica bunlarda vucutta

sentezlenemezler bu nedenle disaridan alinmalari gereklidir.”%?
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II-Yadda cozinen vitaminler

Bunlar vitamin A, vitamin D, vitamin E, vitamin K'dir. Yagda
cbzinen vitaminlerin hepsi izopren tlrevi apolar molekuillerdir.
Bagirsaklardan emilen yagda c¢oOzunen vitaminler, silomikronlar iginde
karacigere taginirlar. Vitamin A, vitamin D ve vitamin K karacigerde
depolanirken, vitamin E yag dokusunda depolanir. Yagda ¢o6zunen
vitaminler, kanda lipoproteinler veya spesifik baglayici proteinler
tarafindan tasinirlar. Yagda c¢ozunen vitaminler, safra yoluyla atilirlar
ancak idrarla atilmazlar. Vitamin A ve vitamin D’nin yiksek dozlarda

alinmalari toksik etkiler meydana getirir.?>

Vitamin A (retinol)

Vitamin A, dort izopren molekulinden olugsan retinolin
biyolojik aktivesini gdsteren bir bilegiktir. Suda ¢dzinmez, lipidlerde ve
organik ¢ozucilerde ¢ozundr. Isiya kargi duyarhdir. UV isinlar tarafindan
yikilir. Vitamin A molekllindeki cift baglar 1sikta hava oksijeni tarafindan
kolaylikla oksitlenebilir ve vitamin A aktivitesi kaybolur. Dogal besinlerdeki
vitamin A, vitamin E gibi antioksidanlar tarafindan korunur. Vitamin A,
hayvanlarda retinoliin uzun zincirli yag asidi esterleri halinde, bitkilerde ise
bir provitamin olan B-karotenler halinde bulunur. 1 IU vitamin A, 0,03 ug
vitamin A'ya veya 0,6 pg B-karotene denktir. En yuksek vitamin A
konsantrasyonu, deniz baliklari ve karaciger yaginda bulunur. Kolostrum,
sut, tereyadr ve yumurta sarisi da 6nemli vitamin A kaynaklaridirlar.
Vitamin A’ya ait hedef hlcrelerin buyudk kismi retinoll retinale ve retinoik
aside metabolize etme yetenegindedirler. Retinol, retinal ve retinoik asidin
kendilerine 6zgu biyolojik fonksiyonlari vardir. Retinol, bir hormon gibi
islev gorur. Retinal, gérme pigmenti rodopsinin gerekli 6n maddesidir.
Retinoik asit ve metabolitleri, epitel farklilasmasi Uzerinde etki gosterirler
ve glikoproteinlerin sentezinde oligosakkarit tasiyicilari olarak iglev

gorebilirler. Vitamin A buttn ektoderm igin koruyucu bir maddedir. Vitamin
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A, ayni zamanda bir buyume faktoru olup, osteoblast aktivitesi ile
osteoklast aktivitesini duzenler. Vitamin A eksikliginin erken belirtilerinden
biri, karanhga karsi adaptasyon bozuklugu ile bilinen gece korluguddr.
Gunluk vitamin A gereksinimi 2-3 mg kadardir. Alinan gunlik vitamin A
miktarinin normalin ¢ok Ustinde olmasi halinde hipervitaminoz A tablosu

ortaya gikar.%

Vitamin D (Kalsiferoller)

Vitamin D, olarak adlandirlan madde, kalsiferollerin ve diger
sterollerin bir karigimidir. Vitamin D, ve Vitamin D, esit biyolojik glce

sahiptirler. Bir IU vitamin D, 0,05 ug kalsiferole esittir. Vitamin D, lipidlerde
ve organik c¢ozucllerde c¢ozunur. Isi ve hava oksijenine dayanikhdir.

Vitamin D, mantar ve mayalarda fazla miktarda bulunur. Vitamin D, en ¢ok

balik karaciger yaglarinda, az miktarda yumurta sarisi, sut ve tereyaginda

bulunur. Diyetle alinan vitamin D, ve vitamin D, ince bagirsakta emilirler.
Emilen vitamin D, ve vitamin D, spesifik bir globuline bagl olarak kanla

karacigere tasinirlar. Vitamin D’nin genel etkisi, kalsiyum ve fosforun
organizmaya alinisini ve organizmada tutulmasini artirmak, onlarin
kullaniimasi ile kemik mineralizasyonunu saglamaktir. Vitamin D
eksikliginin neden oldugu baslica biyokimyasal anormallikler, hipokalsemi
ve hipofosfatemidir. Vitamin D eksikliginin neden oldugu en &6nemli
hastaliklar, iskeletin gelismesi doneminde rasitizm, iskelet geligimi

tamamlandiktan sonra ise osteomalazi'dir.%**?
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Vitamin E (Tokoferoller)

Vitamin E, dogal olarak olugan yedi tokoferolu ifade eden
jenerik bir isimdir. Tokoferoller sarimsi yaglardir, suda ¢ézinmezler, yagda

cozinurler. Oksitlenmeye karsi duyarlidirlar.

Osijensiz Islya 2000C’ye kadar dayanirlar, UV 1ginlari
karsisinda yikilirlar. Cesgitli tokoferollerin biyolojik etkinlikleri arasinda
farklar vardir. Bir vitamin olarak dogada en yaygin sekilde dagilmis olan ve
en buyuk biyolojik aktiviteye sahip olan tokoferol, a-tokoferol’dur.
Cimlenmekte olan tahil tohumlar tokoferol bakimindan zengindir.
Tokoferoller, yagda ¢ozunen vitaminler olarak lipidlerle birlikte disaridan
besinlerle alinirlar.a -tokoferol ince bagirsaktan kolayca emilir. Vitamin
E'nin, doganin en gugll yagda ¢dzinen antioksidani olmasi ve selenyum
metabolizmasinda spesifik bir rol oynamasi gibi en az iki metabolik rolu
vardir. Vitamin E, vitamin A’yi, karotenleri, doymamis yag asitlerini ve tiyol
gruplarini oksitlenmeye karsi korur. Vitamin E’nin, selliler ve subsellller
membran  fosfolipidlerinde  bulunan poliansatire yag asitlerinin
peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattini olugturdugu savunulmaktadir.
Tokoferoller, fenolik bir hidrojeni, peroksidasyona ugramis bir poliansatire
yag asidindeki serbest peroksit radikaline aktarabilmelerinin sonucu olarak
serbest radikal zincir reaksiyonlarini  kirarak antioksidan  gibi

davranirlar.®*%?

Vitamin K (Naftokinonlar)

Vitamin K, poliizoprenoidlerle substitue olmus naftokinonlar
icin jenerik bir isimdir. Cesitli naftokinonlarda ortak etkili yapi, 2-metil-1,4-
naftokinondur. Dogal olarak bulunan K grubuna dahil maddeler, bitkilerde
bulunan ve 3 numaral karbonda bir yan zincir igeren fillokinon (vitamin

K,) ile bagirsak bakterileri tarafindan sentez edilen ve 3 numarali

karbonda yine bir yan zinciri iceren farnokinon (vitamin K,
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menakinon)’'dur. Vitamin K serisinin ana drtnlerinden olan menadion

(vitamin K,), sentetik bir maddedir. Dogal olarak bulunmamaktadir,

organizmaya verildiginde in vivo ortamda menakinonlardan birine alkile
olmaktadir. Vitamin K yagda ¢6zindigu igin emilimden sonra lipidlerle

birlikte lenf kanali sisteminde ve kanda bulunur.%%

2.17. Bitkisel yaglarin ve diger ozutlerin elde edilmesi ve

tanimlanmasi
2.17.1. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon bir yapida bulunan ve ayirt edilmesi istenen
maddeyi ayri bir faza aktararak diger maddelerden ayirt etme iglemidir.
Ekstraksiyon ya ¢oOzeltilerde ¢oézunmus halde bulunan maddelerin ya da
kati karisimlardaki maddelerin ayrilmasi amaci ile kullanilir. Asidik, bazik
ve noétral organik bilesiklerin ayrilmasinda ya da saflastirimasinda aktif
ekstraksiyon yontemi kullanilir. Boylece birbirine uygun asidik bir madde
ile bir bazik madde tepkimeye sokularak tuz olusturulur ve su fazina
cekilmesi saglanir. Sonu¢ olarak nétr yapidaki bilesik organik fazda

kalacaktir. 934

Cesitli ekstraksiyon yontemleri asagida siralanmistir.
2.17.2. Ekstraksiyon Yontemleri

. Kati faz ekstraksiyonu (SPE)

. Super kritik akigkan ekstraksiyonu (SFE)

. Super isitilmis su ile ekstraksiyon (SWE)

. Kati-sivi ekstraksiyonu

. Sivi-sivi ekstraksiyonu

. Kati-gaz ekstraksiyonu

. Sivi-gaz ekstraksiyonu

. COzucu ekstraksiyonu

© 00 N O OO A W IN -

. Basingli sicak ¢ozicu ekstraksiyonu (ASE)
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Kati-sivi ekstraksiyonu

Kati—sivi ekstraksiyonu ile kati icinde bulunan bir madde, bu
maddeyi ¢bzebilen bir sivi yardimi ile alinir. Fazlar ayrildiktan sonra
sivinin herhangi bir yoldan uzaklastirmasi ile kati igindeki madde ele
geger. Maddenin kati icinden diffUzlenmesi yavas bir islem oldugu igin kati
ornek ince toz haline donusturildikten sonra ekstrakte edilmelidir.
Bdylece maddenin ¢ozlcl ile daha fazla temasi saglanir. Cesitli
bitkilerdeki yag hegzan ile ekstrakte edilerek cekilir. Kati-sivi
ekstraksiyonda ise Soxhlet Ekstraktorii denen bir cihazla yapilir.
Ekstraksiyon 1 ile 72 saat arasinda gercgeklesebilir. Ekstraksiyonda
kullanilan  ¢obzuculer aseton, kloroform ve diklorometan  gibi

cozuculerdir.®>%

Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi

Soxhlet ekstraksiyon yontemi bitkilerden ¢ok miktarda, en basit
ve en ucuz yolla essansiyal yag elde etmek igin kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemde Oncelikle, kati materyal klguk parcalara ayrilir ve bu kati
parcaciklar selulozdan yapilmis olan ekstraksiyon kartusuna doldurulur.
Bu kartus da ekstraksiyon kolunun igine yerlestirilir. Cam balona solvent
olarak kullanilacak kimyasal madde konulur ve isitici yardimiyla bu
maddenin buharlagsmasi saglanir. Buharlasan ¢b6zgen ekstraksiyon
kolundan gecerek geri sogutucuya ulasir. Geri sogutucuda yogunlasan
¢ozgen tekrar ekstraksiyon koluna gelerek kartus icerisinde bulunan
maddeyi ¢bozer ve cam balona geri doner. Bu islemin surekli tekrarlanmasi
ile ekstraksiyon gergeklesir.®® Soxhlet ekstraksiyon cihazi Sekil 9'da

gOsterilmisgtir.
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Geri Sogutucu

Ekstraksiyon Kolu

|

|

{f/ i%;; Cam Balon
.

Sekil 9: Soxhlet ekstraksiyon cihazi®

Soxhlet cihazi ile yapilan ekstraksiyon, az miktarda c¢ozici
gerektirmesi, kisa surede ekstraksiyonun tamamlamasi ve etkin bir
ekstraksiyon saglamasi nedeniyle tercih edilen bir ekstraksiyon yontemidir.

Sicakta bozunan maddelere ise uygulanamamasi dezavantajidir.

Sivi-sivi ekstraksiyon

iki sivinin yogunluk farkina dayanan bir ayirma islemidir.
Yoéntem, yogunlugu kiguk olan sivinin Ustte, blyluk olanin ise altta
toplanmasi esasina dayanir. Yogunluklari birbirine yakin olan maddeler
kolay ayrilmaz. Boylece su fazi NaCl ile doyurularak yogunlugu arttirlir.
Suda ¢6ziunmuUs olan bir organik madde, daha cok c¢6ziinebilecegi ve su

ile karismayan eter ya da kloroform gibi organik sivilarla ekstrakte edilir.

Superkritik (SC) akiskan ekstraksiyonu

Istya, 1s1da ve oksijene hassas olan ve kalinti istenmeyen
gida bilesenlerinin ayristiriimasi igcin SC akigkanlarin kullaniimasi daha

uygundur. Belirlenen basing ve sicaklikta super kritik akiskanda ¢dzinen

58


http://tr.wikipedia.org/wiki/Yo%C4%9Funluk�
http://tr.wikipedia.org/wiki/Su�
http://tr.wikipedia.org/wiki/NaCl�

karisim bir ayiriciya alinir. Basincinin dusurtulmesi ile ¢ozme gucunu
kaybeden akiskan Urinden aynlir. Stperkritik akigkanlar, sikistirilabilme,
homojenlik ve surekli degistirilebilme 06zellikleri gibi 6nemli 6zellikler
gOsterir. Superkritik akigkanlar, gaz ve sivi arasinda Ozelliklere sahiptirler,
basingla kontrol edilirler. Superkritik akigkan ekstraksiyonunda CO,,
amonyak, etilen ve toluen genel olarak amaca uygun olan ¢ozuculerdir.

Bunlar icinde en ¢ok kullanilani CO,'dir.

Cozuci ekstraksiyonu

Birbiri icinde ¢b6zinmeyen, karismayan, ayni kap igerisine
konulduklarinda disardan bir etki yapilmadigi taktirde ayri fazlar halinde
kalan iki sivi arasindaki kutle aktarimidir. Birbiri ile karismayan iki sivi
calkalanarak molekullerin birbiri ile temas etmeleri saglanir ve bodylece
istenilen bilesenin ¢dzlcl fazina transfer olmasi saglanir. Co6zicu
ekstraksiyonu, suzme, ayirma, yogunlastirma, evaporasyon, destilasyon

gibi farkl islemlerden olugur.

Kati faz ekstraksiyonu

Sividaki hedef maddenin kati fazda tutulmasi, daha sonra
ortama ilave edilen bir ¢ozlcu yardimi ile kati fazdan hedef maddenin geri
alinmasidir.

Kati faz ekstraksiyonunda ug¢ ayri ydontem kullanilabilir;

1. Ters faz (Reversed phase) SPE: Apolar molekdiller tutulur.

2. Normal faz (Normal phase) SPE: Polar molekdller tutulur.

3.lyon degistirme (lon Exchange) SPE: Katyon degistirme ve anyon
degistirme mekanizmasi olmak Uzere iki c¢esit iyon degistirme

mekanizmasi vardir.
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Super isitiimis su ile ekstraksiyon

Super 1sitilmis su ile ekstraksiyon, basing altinda 100-350
°C sicaklik deg@erleri arasindaki sartlarda c¢alisir. Super isitilmis su, 100-
374°C arasindaki sicakhk araliginda, basing altindaki sivi su demektir.
Super 1sitilmig su kullanmanin bir gok avantajli yonleri vardir. Bu avantajlar
arasinda, cevre dostu, ucuz ve kolay bulunur olmasi, toksik olmamasi ve
organik atik birakmamasi gibi Ozellikler sayilabilir. Stper 1sitilmis su, oda
sicakhgindaki sudan ¢ok daha az polardir. Sicaklik yukseldikge suyun
polaritesi dismektedir. Verilen sartlar altinda polar veya dusuk polarliktaki
bircok maddeyi ekstrakte edebilmektedir. Bu yontem, bitkilerdeki degerli
bilesiklerin ya da esans yaglarinin ekstraksiyonunda kullanilabilir. Esans
yaglarinin ekstraksiyonu i¢in sicaklik 100 ile 200°C arasinda olmalidir.
Bu ydntemlerin disinda sivi-gaz ve kati-gaz ekstraksiyon yéntemleride

kullaniimaktadr,9394:95.96

Tibbi 6nemi olan bitkilerdeki biyolojik aktif maddelerin
ekstarksiyonunda masreasyon, infuzyon, sindirim, dekoksiyon ve
perkolasyon gibi basit yontemler yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu
caligmada incelenecek bitkinin suda ¢o6zunur Ozutleri modifiye edilen
perkolasyon yonetmiyle elde edilmigtir.

Perkolasyon yontemi: Perkolator denen konik tabanli bir kap icine konan

ogutilmis kati madde Uzerine su eklenir. Kabin Ustl kapatilir ve kati
maddenin su ile karismasi saglanir. Yirmi dort saat ekstarksiyondan sonra
konik ugtan yavasca suyun alt kaba ge¢mesi saglanir. Daha sonra
suzintd filtrasyondan gecirilir.  Gerekli gortlmesi durumunda bu

suzintinun suyu buharlastirilarak kurumasi saglanir.
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2.18. Kromotografik Yontemler

Kromatografi, biri sabit digeri hareketli faz olmak Uzere
birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde, karisimdaki maddelerin
ayrilmasi ve saflastinimasi yontemidir. Hareketli bir ¢ozicu etkisiyle,
bilesenlerin farkli hareketleri sonucu birbirinden ayrilmasi esasina dayanir.
Hareket eden faza hareketli faz, gbzenekli ortama ise sabit faz denir.
Kromatografi, maddelerin sivilardaki ¢ozundrliklerinden ya da kati
maddelerin yuzeylerine tutunma farkhliklarindan yararlanarak ayriimasini
saglar. Kromatografi, laboratuarlarda pek c¢ok organik ve anorganik
maddenin tayininde (karbonhidrat, lipit, yag asitleri, aminoasitler, proteinler
ve turevleri, vitaminler) kullanilir. Batin kromatografik metotlar numune
icerisindeki maddelerin sabit ve hareketli fazla etkilesimi sonucu
ayrismalari esasina dayanir. Sabit faz, bir kati veya bir kati destek Uzerine
emdirilmis bir sivi tabakasindan olusur. Hareketli faz ise daima bir sivi

veya gazdan olusur.’’

Gaz kromatografisi, kimyada, Ozellikle de petrol ve eczacilik alanlarinda
kullanilir. Plastik, besin, mayalama, c¢evre, biyotip, tip ve adli tip
alanlarindaki kullaniimaktadir. Gaz kromatografisi hem bir ayirma, hem de

bir 6lcli teknigi oldugu icin éteki ydntemlerden tistiindiir.®’

2.18.1. Gaz Kromotografisi

Gaz kromatografisi yontemi, bir karisimda gaz halinde
bulunan yada hizli buharlastirilabilen bilesenlerin birbirinden ayriimasi
amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, bilesenlerin farkl kati
yuzeylerdeki farkl adsorpsiyon ilgilerine goére ayrilmasi esasina dayanir.
Numunede bulunan bilesenlerin cihaz yardimi ile spektrumlari olusturulur
ve spektrumdaki her pik ayri bileseni ifade eder. 9 Gaz kromatografisinin
basit uygulama semasi Sekil.10’da gosterilmistir.
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() 7y Kolon
\/

Numune enjeksivon

Vana — ) Cdag
= :]
—

Isitma Dedektor
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Kaydedici

Sekil 10: Gaz Kromatografisi uygulama semasi.®’

Oncelikle kati  orneklerin  gaz  halindeki  Uriinlere
donusturalmesi icin bir piroliz bolmesi vardir. Kolon, sicaklhigi ayarlanabilen
veya programlanabilen bir firina yerlestirilir. Sivi ornekler, bir enjektor
yardimiyla cihazin girig kismina verilir. Kolon gikisina yerlestirilen uygun
bir dedektorle izlenen sinyal, gerektiginde uygun bir dedektorle integre
edilir. 'Yontemde en yaygin olarak kullanilan dedektor turu, isisal gaz
iletkenligi  ilkesinden  vyararlanilarak  gelistirilen  1sisal iletkenlik
dedektorudur. Daha duyarli dedektorlerde ortaya c¢ikmistir. Bu tir
dedektdrlerden birisi olan elektron yakalama dedektorinde kolondan gikan
gazlar beta 1simasina maruz birakilir. Beta tanecikleri ile yani yuksek
enerjili elektronlarla garpisan molekuller iyonlasirlar ve bir elektron akimi
olustururlar. Alev iyonlasma dedektori adiyla bilinen bir baska tur
dedektdorde ise kolondan c¢ikan gazlar, hidrojen- oksijen gazlar ile
karigtinlir ve yakilir. Olusan pozitif yuklu iyonlar daha negatif bir elektroda
dogru cekilerek elektrik akimi olustururlar. Bu dedektorle hemen hemen
ayni ilkeye dayanarak galisan ve Ozellikle kukurt ve fosfor atomlari iceren
molekullere kargi duyarli olan alev fotometresi dedektériinde, kikurtlin
394 nm’de, fosforun ise 526 nm’de yaydigi 1sima ol¢ulir. En ¢ok kullanilan
turevlendirme teknikleri, hidrir olusturma ve alkilasyondur. Hidrur

olusturma teknigi, yalnizca As, Sb, Bi, Sn, Pb, Se, Te ve Ge gibi hidrlr
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olusturan elementlere uygulanir. Alkileme genellikle, di ve trialkilkursun,
mono-, di- ve trialkilkalay gibi iyonik organometalik turlere uygulanir. Butin
bu turevlendime teknikleri, orjinal metal-karbon baglarinin butinliginu
degistirmeksizin, yalnizca bilesiklerin uguculugunu degistirir. Son
zamanlarda GC icin ugucu metalik hidrirlerin elde edilmesinde, yeni kolon
uzeri turevlendirme teknigi gelistirilmistir. Bu yontem, NaBH, degistiren
fraksiyon iceren GC dolgulu kolonlarinda veya gaz kromatografinin
enjeksiyon bolmesinin igine yerlestiriimis, NaBH, iceren mini bir reaktor
icinde, organik ve inorganik metallerin hidrir tdrevlerinin olusumunu

kapsamaktadir.?”:98%°

GC-MS’nin Bolumleri

Gazlar: 3 adet gaz kullanilir. Helyum tasiyici gazdir.
Hidrojen ve kuru hava belirli oranlarda birleserek alev iyonlastirmali
dedektdorde (FID) olusacak pilot alevin yanmasi igin gerekli ortami

saglarlar.

Enjeksiyon Blogu: SPLIT (bdlmeli) tip enjeksiyon blogunda
gaz fazina gelen 6rnek kolona gecer. Burada molekul agirligi yani karbon
zinciri uzunlugu 6nemlidir ve dusuk molekullt bilesikler agir molekulltlere

gore kolonu daha cabuk terk eder.

Dedektor: Kolonu terk eden bilesikler dedektore gelir ve
dedektorde yanan pilot alevde iyonlarina ayrisarak bir gesit elektrik sinyali
olustururlar. Bu sinyalde bir kaydedici tarafindan kaydedilip zamana karsi
sinyal buyUkligu olacak sekilde pikler olusturur. Yani kabuk ve meyva igin
ayri ayri kromatogramlar ortaya ¢ikmistir. Miktari fazla olan yag asitleri
daha buyuk pikler olustururlar ve piklerin gelis zamanlari standartlarla
kargilastirilarak yag asitleri ¢esidi tayin edilir. Dedektorde pilot alevin

yanmasi icin H ve kuru hava belirli bir oranda (genelde 1:10) birlesirler.>”%°
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Gaz kromatografisinde hareketli faz gazdir. Adini da bundan
almistir. Sabit fazin yapisina gore gaz kromatografisi ikiye ayrilir.

1) Sabit fazi kati olan gaz-kati kromatografisi

2) Sabit fazi sivi olan gaz —sivi kromatografisi

Hareketli faz olarak helyum, azot veya argon gibi inert bir
gaz kullanilir ve bu gaza tasiyici gaz adi verilir. Kolon i¢inde kullanilan
sabit faz; silika, alumina veya karbon gibi bir kati ise yontem, gaz-kati
kromatografisi adini alir. Eger sabit faz kiezelguhr gibi inert kati bir dolgu
maddesi Uzerine tutturulmus ugucu olmayan bir sivi film ise yontem gaz-
sivi kromatografisi adini alir. Gaz kromatografisinde, ilk olarak 6rnegin
buharlastiriimasi icin isitilan bir bélme vardir. Hemen ardindan sicakligi
programlanabilen bir firin igine yerlestiriimis olan kolon gelmektedir. Sivi
ornekler bir siringayla bir septumdan giris kismina enjekte edilirler. Kolon
cikigina yerlestirilen bir dedektorden sinyal izlenir ve bir integrator ile
kaydedilir. Gaz kromatografisi yonteminde incelenebilen maddeler icin belli
sicakliktaki alikonma surelerinin birbirinden farkli olmasindan yararlanarak
nitel analiz yapilabilir. Ancak, birgok bilesen igin tek bir kolonla birbirine
yakin alikonulma sureleri elde edilebileceginden, sonuglarin guvenilir
olmasi i¢in birka¢ degdisik kolon kullanmakta yarar vardir. Bir maddenin
alikonulma suresi, belli bir kolon igin, belli sicaklikta ve belli tasiyici gaz
akis hizinda sabit bir degerdir. Bu sebeple de, bir i¢ standart maddesinin
analiz Ornegine eklenmesi ve sonuglarin bu maddeye bagil olarak
belirtimesi daha c¢ok tercih edilen bir yoldur. Gaz kromatografisi
yonteminde nicel analiz ise kromatogramdaki piklerin altlarinda kalan
alanlarin hesaplanmasi ile veya pik yuksekliginin olgtlmesi ile yapilir. Bir
bilesen kolondan ne kadar erken ¢ikarsa, o bilesene ait pik de o kadar
keskin elde edilirken, kolondan geg¢ cikan bilesenlere ait pikler ise genis

ve yayvan olarak elde edilmektedir. Bu ise istenmeyen bir durumdur. Bu
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durumu oOnlemek igin sicaklik programlamasi yontemi uygulanir.
Baslangigta kolon sicakh@i dusuk tutulur ve zamanla dogrusal bir bicimde

arttirlyr.97:98:99:100

2.18.2. Sivi Kromatografisi
Sivi kromatografisi 4 farkli yontemle uygulanmaktadir. Bu
yontemler sunlardir®’;
1- Adsorpsiyon kromatografi (sivi-kati)
2- Partitisyon kromatografi
3- iyon Degisimi kromatografi (sivi-sivi)

4- Jel filtrasyon kromatografi
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Gerecgler

Laboratuar Gerecleri

Lowenstein Jensen Besiyeri (Biomerieux)

Middle Brook Agar ( Seven H11 Agar Base - Becton Dickinson)
Otoklav (Hirayama HV85), Pastor firint (Memmert), Etiv (Nive N-500)
Gaz kromatografi sistemi (Agilent 6890N Network - 5975C VL MSD
Network Mass Selective Detector)

Soxhlet ekstraktoru

BACTEC MGIT 960 sistemi (Becton Dickinson)

Otomatik pipet ve pipet uclari

Milipor (45u)

Doku kultar test plaklari ( Orange Scientific-12)

Yuvarlak ve igne uglu 6ze

Steril tek kullanimlik 6ze

Cam tupler

Suporlar

Termometreli su banyosu

Biyoguvenlik kabini (Telstar-Class II)

Maske (3M)

Tek kullanimlik laboratuar onlagu

Kimyasal Maddeler

Oleik asit

Albumin
Dekstroz
Katalaz
NaCl
Gliserol
Distile su
izoamil alkol
Eter
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Test Maddeleri

Pistacia eurycarpa (meyva — kabuk)

Linoleik asit (Sigma L1376)

Eikosenoik asit (Sigma E6885)

Arasidik asit (Sigma A3631)

Linolenoik asit (Sigma L2376)

Stearik asit (Sigma S4751)

Miristik asit (Sigma)

Palmiteloik asit (Sigma P9417)

Omega 3 ( eikosapantenoik asit - dokozahekzaenoik asit) (Multinorm)
Vitamin A (Kocak Farma)

Vitamin D (Deva)

Vitamin E (Aksu Farma)

Vitamin K (Deva)

Bakteriler

H37Rv M.tuberculosis standart sus(Ankara Hifzisihha Merk.)
H37Ra M.tuberculosis standart sus (Ankara Hifzisihha Merk.)
M.tuberculosis (38 klinik izolat)

3.2. Deneyde Kullanilan Bakteriler

Bu galismada, 2009-2010 yillari arasinda Gazi Universitesi
Tip Fakultesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda klinik drneklerden
uretilmis ve M.tuberculosis kompleks olarak tanimlanmis 20 sus ve Ankara
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Tuberkuloz Laboratuvarinda yine klinik
orneklerden izole edilerek M.tuberculosis kompleks oldugu kesinlestiriimis
18 bakteri susu ve 2 adet standart bakteri susu olmak Uzere toplam 40
adet tuberkiloz basili incelendi. Laboratuvara tlberkuloz kalttirl yapilmak
tzere gonderilen klinik 6rneklerden balgam ve idrar gibi flora bakterileri ile
kontamine olanlari homojenizasyon, dekontaminasyon ve konsantrasyon

islemlerinden sonra pastor pipetiyle Léowenstein Jensen besiyerine 3’er
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damla ve MGIT tuplerine enjektérle 0.5 ml  olarak ekildiler. Steril sivi
ornekler ise 3000 rpm’de 20 dakika c¢okturildikten sonra Lowenstein
Jensen besiyeri ve MGIT tlplerine ayni sekilde ekildiler. MGIT sisteminde
pozitif uyari alinan 6rneklerden hazirlanan preperatlar ARB ile boyanarak
aside direncli basil agisindan incelendiler. Yine 3 gunde bir degerlendirilen
Lowenstein Jensen besiyerindeki kulturlerde supheli koloni goérilince
aside direngli bakteri Uremesi acisindan incelendiler. Pozitif bulunan
ornekler Paranitro benzoik asit (PNB) testi ile MGIT sistemi ile tekrar
kalture alindilar. PNB varliginda Uremeyip kontrol ekiminde Ureyen

bakteriler M.tuberculosis kompleks olarak degerlendirildiler.”*®

Calismada
yine Ankara Hifzisihha Merkezi'nden temin edilen H37Rv, H37Ra

M.tuberculosis suslarida standart kontrol suglari olarak kullanildi.

Kontrol suslari ve test bakterileri 2 ayda bir yeni besiyerlerine
pasajlanarak canliliklari surdirdldid. Her susun Loéwenstein Jensen
besiyerindeki treme zamani belirlenerek kaydedildi. En ge¢ Ureyen susun
28 gunde Uredigi belirlendiginden, test edilecek maddenin etkinligini 6lgme
tarihinden bir ay o©nce buatin bakterilerin subkiltarG yapildi. Yapilan

subkaultirlerde herhangi bir susun Grememe sorunu yasanmadi.

3.3. Etkisi incelenen Bitki Meyvalari

incelenen bitki Pistacia eurycarpa, Giiney Dogu Anadolu
bolgesinde Siirt, Mardin ve Batman illeri civarinda 800-1000 metre
rakimda yetisen ve sadece Ulkemizde bulunan endemik bir bitkidir. Bu bitki
Anacardiaceae familyasinda bulunan Pistacia cinsinin bir tartdur. Bitki
bdlgede “bitim” veya  “bittim” adlariyla bilinmektedir. Ekim ayinda
meyvalari toplanmaktadir. En disinda yenen bir yumusak yesil kabugu,
altinda sert kahverengi bir kabuk ve icinde yenen bir i meyva

bulunmaktadir.
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ic kisminin digi sari- kahverengi bir seliilozik zarla cevrili Antep Fisti§i
renginde ve tadinda yesilimsi bir yapidan olugsmaktadir. Bu bitkinin
meyveleri Resim 1'de gortlmektedir. Deneyde kullanilan bitki meyvalari
2010 yilinin EKim ayinda Siirt ili gcevresinde yetisen agaclardan toplandi.

Resim 1: P.eurycarpa’nin meyvalari

3.4. Deneylerde kullanilan besiyerleri ve hazirlaniglarn
Lowenstein Jensen Besiyeri (Biomerieux) ticari olarak hazir
temin edildi.
Middle Brook Agar ( BBL Seven H11 Agar Base) Hazirlanisi
900 ml distile su,
19 gr besiyeri ve

5 ml gliserol 1 litrelik balonjoje’de karistirildi ve su banyosunda iyice
karisincaya kadar isitildi. Daha sonra 121°C'de 20 dakika otoklavda
sterilize edildi. Besiyeri 55 °C ye kadar soguduktan sonra 100 ml OADC

eklendi.
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Middle Brook OADC’nin Hazirlanisi
50 mg Oleik asit

5 gr Albumin

2 gr Dekstroz

4 mg Katalaz

850 mg NaCl

100 ml distile su icinde eritilerek hazirlandi ve 45 ym’lik milipor filitreden
gecirilerek steril edildi.

OADC soliisyonu taze hazirlandi. Hemen kullanilmayacaksa +4 °C’'de en
fazla 1 hafta saklanabilir.

3.5. Elde edilen yag asitleri

Bu caligmada P.eurycarpa meyva ve meyva kabugu soxhlet
ekstraksiyonu ile elde edilen yaglarda GC-MS ydntemiyle belirlenen yag
asitleri miristik asit (Sigma), palmitoleik asit (Sigma P9417), stearik asit
(Sigma S4751), linoleik asit (Sigma L1376), linolenik asit (Sigma L2376),
arasidik asit (Sigma A3631), metil cis-11 eikosenoik asit (Sigma E6885))
ayrica Omega-3 (Multinorm, 60 mg DHA, 90 mg EPA) gibi yag asitleri

ticari olarak temin edilerek kullanildi.

3.6. Deneyde kullanilan vitaminler
Yagda eriyen vitaminler olan A (Kogak Farma), D (Deva ), E
(Aksu Farma), ve K (Deva) vitaminleri ticari olarak temin edilerek etkileri

incelenmek Uzere kullanildi.
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3.7. Ham Kabuk ve Meyva 6zitinun hazirlanmasi

Pistacia eurycarpa’nin dig yumusak yesil kabugu kuguk
bicak ve bisturi yardimi ile soyulmus ve steril bir kapta toplandilar. Daha
sonra sert kahverengi kabuk temiz ve sert bir zemin Uzerinde ¢ekig
yardimiyla genellikle bir darbede kirildi ve igleri ¢ikarilarak yine steril bir
kapta toplandilar. Elde edilen bu yumusak kabuk pargalari ve i¢ meyvalar
ikiye boélindd. Bir kismi tartilarak icerdikleri yag asitleri bakimindan
incelenmek Uzere ayrildi. ikinci kisim ise suda ¢ézinir 6zitlerinin

ekstraksiyonu igin kullanildi.

3.8. Soxhlet Ekstraksiyonu (Kati sivi ekstrasyonu) ile sabit yag
miktari tayini

Devamli Ekstraksiyon Yontemi olarak bilinen bu ekstraksiyon
Pistacia eurycarpa yesil dig kabugu ve i¢c meyva igerisindeki sabit yaglari
elde etmek ve miktarlarini tayin etmek amaciyla kullanildi. Soxhlet
ekstraksiyonu Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde Farmakognozi
Laboratuvarinda Prof. Dr. ilkay Orhan’nin gézetiminde ve danismanliginda
gerceklestirildi. Ekstraksiyon, solvent olarak hekzan kullanilarak 8 saat

sure ile yapildi.

Ekstraksiyon islemi su sekilde gerceklestirildi; Sabit yaglarin
ekstrakte edilecedi 6rnedin nem oraninin %10’un altinda olmasi igin énce
ornek etivde kurutuldu. Temizlenmig ogutictye bir miktar kuru 6rnek
konularak 6gutildi. incelenecek drnekte fazla su bulunmasi nedeniyle
susuz sodyum siilfat ile ezildi. Bdylece yagin ekstraksiyonu kolaylagsmistir.
Yag ekstraksiyonu, 6gutmeden sonra en ge¢ 30 dakika icinde yapildi.
Ozellikle ekstrakte edilecek yagin serbest yag asitleri icerikleri tayin
edileceginden, bu durum daha da 6nem kazanmistir. Daha 6nce etuvde

kurutulmus ve desikatérde sogutulmus olan ve icinde iki tane cam boncuk
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bulunan balon 1mg duyarllikta tartilarak darasi alindi. Ornek,
ogutuldikten sonra yaklasik 1 mg duyarhlikta tartildi. Tartilan numune,
¢ozlcu ile 1slatimis pamuk yardimi ile kartusa yerlestirildi. Kullanilan
pamuk tampon ile kartug kapatildi ve kartus Soxhlet ekstraktorine
yerlestirildi. Balona yeterli miktarda ¢6zicu yani hekzan ilave edildi. Balon,
ekstraktor ve sogutucu birbirine baglandi. Su banyosu Uzerine yerlegtirildi.
Cozicu yavas kaynayacak sekilde sicaklik ayari yapildi. Geri damitma hizi
dakikada en az u¢ damla olacak sekilde ayarlandi. Sekiz saatlik sure
sonunda ekstraksiyon durduruldu. Balonun igerisindeki ¢ozucunun blyuk
bir kismi damitilarak ugmasi saglandi. Bu iglem sirasinda elde edilen yag
bir balon igerisinde toplandi. Yagin i¢cinde kalan az miktardaki ¢éztcinin
uzaklastiriimasi icin cam balon yaklasik 100 °C’ye ayarh etiivde 1 gece
bekletildi. Daha sonra sogutulan balon 1mg duyarhlikta tartilarak ekstrakte
edilmis yagin miktar1 &lguldi. Balon tekrar ayni sicakliktaki etlve
konularak 10 dakika beklendikten sonra sogutulup ikinci kez tartildi. iki
tartim arasindaki farkin 10 mg'dan fazla olmadigi gorulerek ¢ozucu
uzaklastiriimasi iglemine son verildi. Balonun son agirhg: kaydedildikten

sonra icindeki yag miktari % yag olarak asagidaki formiilden hesaplandi.®®
Sabit yag yuzde miktari = (a-b)/P x 100

a: yag iceren balonun agirhigi
b: bos balonun agirligi
P: numune miktari

Soxhlet ekkstraksiyon islemi Resim 2, 3 de gosterilmistir.
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Resim 2 : Lipidlerin ekstaraksiyon iglemi

Resim 3 : Soxhlet cihazi ve ekstraksiyon solventinin uzaklastiriimasi

Hesaplamalar sonunda 39.42 gr meyvanin ekstraksiyon igin
kullanildigi ve bundan 9.80 gr yag elde edildigi, bununda % 24.86’lik bir
orana tekabul ettigi anlasildi. Kullanilan meyvanin yaklasik dortte birinin

sabit yaglardan olustugu goérulda.

Yumusak meyva kabugu 27.50 gr olarak kullanildi ve
bundan 14.99 gr sabit yag elde edildi. Bu degerin % 54.51’e karsilik
oldugu ve kabugun yarisindan fazlasinin yaglardan olustugu anlasildi.
Meyva kabugu ve meyvasindan elde edilen yaglar buzdolabinda
deneylerde kullanilacaklari gline kadar + 4 °C'de ve karanlikta saklandi.
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3.9. Yaglarin Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrometrisi (GC-MS) ile
Analizi °"%°

Elde edilen yagdlar trans-metil esterifikasyon reaksiyonuna
tabi tutulduktan sonra, Selguk Universitesi Ziraat Fakultesi Tarla Bitkileri
Bolimi’'nde yag asiti kompozisyonlari gaz kromatografisi-kitle
spektrometrisi (GC-MS) ile analiz edildi. Calisma Dog¢ Dr. Yuksel Kan’in
denetim ve danismanhginda gercgeklestirildi. GC-MS analizi, asagida
verilen kosullar altinda gergeklestirildi.
Cihaz: Agilent 6890N Network GC system combined with Agilent 5975C
VL MSD Network Mass Selective Detector
Kolon:DB Waxetr (60.0 m x 0.25 mm x 0.25um)
Sicaklik programi: Firin  sicakligi  6nce 60°C’ye ayarlanarak,
enjeksiyondan 1 dakika sonra sicaklik 1°C/dk araliklarla 10 dakika
boyunca artacak sekilde 185°C’ye c¢ikarildi. Daha sonra sicaklik 5°C/dk
araliklarla 200°C’ye yiikseltildi.
Enjektor sicakhg: 250°C
Tasiyici gaz: Helyum
Inlet basinci: 25.36 psi
Lineer gaz velositesi: 7 cm/sn
Akis hizi: 0.3 ml/dk
Split orani: 30:1
Enjeksiyon hacmi: 1.0 pl

Yaglar 230°C’de isitildiklarinda polimerize olurlar. Bu olaya
‘kuyruklanma’ denir. Polimerize yaglar tayin cihazina zarar vereceginden
yag asitleri formuna doénustirilmelidir. Bunun igin yaglara ‘tlrevlendirme’
yapildi. Bu uygulama sonunda incelenecek yaglar tamamen ucgucu hale
getirildi. Boylece turevlendirme bir ‘esterlestirme’ iglemi olarak yaglara

uygulandi.
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3.9.1. Sabit yaglarin metilleme islemi (Yaglarin trans-metil
esterifikasyon reaksiyonu)

0.2 gr yag numunesi tartimi alindu.

Uzerine 5 ml 0.5 N metanollii NaOH ilave edildi®.

10 dakika kaynatildi. Uzerine 5 ml BF3/MeOH ilave edilip 2 dakika daha
kaynatildi.

5 ml hekzan ilave edip 1 dakika daha kaynatildi.

Sogutulduktan sonra 25 ml'lik balonjojeye alinip 25 ml'ye doymus tuz
cozeltisi® ile tamamlandi.

Balonjoje kapagi sikica kapatildiktan sonra 15-20 defa alt-Ust yapilarak
karismasi saglandi.

Ayirma hunisine aktarildi ve Ust faz analiz igin alindi.

a) 0.5 N metanolli NaOH hazirlamak i¢in 2 g NaOH alindi ve
100 ml Metanolde (MeOH) ¢6zuldid. Bunun 5 ml si kullanildi.

b) 50 ml doymus tuz ¢ozeltisi hazirlamak igin bir kaba 50 ml
suya azar azar tuz (NaCl) ilave edilerek iyice karigtirildi. Tuz ilavesine,
ilave edilen tuz ¢bzinmeden kalincaya kadar devam edildi. Metilleme
isleminde kullanilacadi zaman Ustteki doygun kisimdan gerekli olan miktar

alindi.

Elde Edilen Metil Esterlerin GC-MS’ye Enjekte Edilmesi

Hazirlanan metil ester siringa ile bir odaciga belirlenen
oranda ( 1ul) enjekte edildi. Bu galismada incelenen lipitlerdeki yag asitleri
Alev iyonlastirici dedektor (Flame ionizating dedector=FID) ile tesbit
edilmis ve yag asitleri spektrumu pikler halinde ekrana yansitihmig ve pik

alanlari hesaplanmistir.®"%
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3.10. P.eurycarpa kabuk ve meyvasinin suda ¢oézunen ekstraksiyon
orneklerinin hazirlanmasi ve besiyerlerine eklenmesi

P.eurycarpa meyva ve meyva kabugunun suda ¢Ozinen
ozitleri soguk perkolasyon yontemi ile elde edildiler.”*® Bu yénteme gére
P.eurycarpa meyvalarinin dig yumusak kabugu bistlri yardimiyla soyuldu
ve steril bir kapta toplandi. Ayrica meyvanin sert kabugu kirildiktan sonra
ic meyva kismi c¢ikarildi ve ayri bir kapta her biri 30 gr olacak sekilde
toplandi. P.eurycarpa meyvasi, kabuktan soyulmus hali, soyulan kabuklar

ve meyvanin i¢ kismi Resim 4’'te gosterilmistir.

Resim 4: P.eurycarpa’nin meyvasi (yesil), kabugu soyulmus hali (kahverengi) soyulmus

yesil kabugu ve i¢ meyva kismi

Hem kabuk hem de meyva kisimlari steril havanda ezildi.
Daha sonra her birine 30’ar ml steril su ilave edilerek 1 saat daha ezme
islemine devam edildi. Elde edilen Ozute esit miktarda su katilarak
homojenize edilmis ve milipor filtreden gegirilerek steril hale getirildi. Bu

Ozutlerden 5 er pl alinarak bu 6zUtlerin etkilerinin test edilecegi MBA ve LJ
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besiyerleri yuzeylerine eklendi. Mikobakteriler bu asamadan sonra

besiyerlerine ekildi.

3.11. Mycobacterium tuberculosis’in lreme hizi Ulzerine etkisi

incelenen farkh 6zutler ve vitaminlerin deneyde kullaniimasi

P.eurycarpa meyve ve kabugundan soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen

total lipidlerin hazirlanmasi ve besiyerlerine eklenmesi

Pistacia eurycarpa’nin meyva dis yumusak kabugu ve
meyva icinden soxhlet ektsraksiyonu ile elde edilen sabit yag ekstraktlari
ayri ayri milipor filtreden gecirilerek steril hale getirildi. Her iki yag
orneginden tek kullanimlik kalibreli 6ze ile test edilecekleri MBA ve LJ

besiyeri yluzeylerine 5’er pl yayildi.

Besiyerine eklenen yag asitleri dozlari

Demirci ve arkadaslan®® ile Alma ve arkadaslarinin®
P.eurycarpa’da belirledikleri degisik yag asitlerinin antibakteriyel etkilerini
inceledikleri c¢alismalarda 00.1 pg/ml ile 10 pg/ml arasinda degisen
miktarlarda yag asidi kullanmiglardir. 1 pyg/ml’den itibaren gram pozitif ve
gram negatif bakteriler Uzerinde etki saptamalari nedeniyle bu galigmada
bakterilere zarar vermemeleri icin 0.5 pg/ml konsantrasyonunda yag
asitleri kullaniimistir. Calismalara gecilmeden 6nce miristik asit, linoleik
asit ve stearik asit'in bu konsantrasyonlarinin LJ besiyerinde bes farkli
M.tuberculosis susu Uzerinde etkileri incelenmis ve mikobakteri GUremesi
Uzerine olumsuz bir etkileri olmadigi saptanmistir. Zaten mikobakteri
uremesine olumlu etkileri nedeniyle oleik asit ve palmitik asit gibi bazi yag
asitlerinin besiyerlerine eklendigi bilinmektedir. Ayrica MBA icin suplement

olarak kullanilan OADC solisyonunda 1 ml besiyerinde 50 pl oleik asit
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kullaniimaktadir. Bu yag asidi bu konsantrasyonda bakteri iremesi tizerine

olumlu etki yapmaktadir.

Linoleik asit, eikosenoik asit, arasidik asit, linolenik asit,
stearik asit, ve palmiteloik asit sulandirrm c¢aligmalarinda 6nce izoamil
alkol ile ¢cozuldu. Miristik asit ise eter ile ¢6zildi. Final konsantrasyonlari
0.5ug/ml olacak sekilde hazirlanan her yag asidi test edilecekleri MBA ve
LJ besiyerleri Uzerine tek kullanimlik 6ze ile 5’er ul olarak yayildilar. Yag
asitlerinin, toplam etkilerini incelemek igin aragidik asit, eikosenoik asit,
linoleik asit, stearik asit'ten 250 ser pl karistirilarak A grubu karigimi,
linolenik asit, miristik asit, palmiteloik asit ve omega 3 ( eikosapantenoik
asit ve dokozahekzaenoik asit iceren form)’ten 250 ser ul karistirilarak B
grubu karigimi elde edildi. ileri sulandirimlari distile su ile gergeklestirilen
yag asitleri 6zellikle MBA yuzeyinde yagsi grantller olusturdu. Bu etki A ve
B grubu yag karisimlarinin uygulandigi MBA yuzeylerinde daha belirgin

goralda.

Vitaminlerin hazirlanmasi ve besiyerlerine eklenmeleri
Middle Brook Agar (MBA) ve Lowenstein Jensen (LJ)
besiyerine eklenen vitamin dozlari Hayashi ve arkadaslarinin®®® degisik

vitaminlerin mikroorganizma uremeleri Uzerine etkilerini  inceledikleri
calimalarinda kullandiklari dozlara goére hesaplandi. Otoklavlanan ve 55
°C ye sogutulan MBA besiyerinin 1 litresine 1 pg olacak sekilde A,D,E ve
K vitaminleri ayri ayri eklendi. Ayrica 5 pl'sinde 0.01 pg vitamin olacak
sekilde vitamin sulandirimlari hazirlandi ve hazir kulanilan 10 ml besiyeri
iceren her LJ besiyerinin ylzeyine tek kullanimlik standart 6ze ile 5’er pl
vitamin yayilarak eklendi. Ayrica vitaminlerin toplam etkisini incelemek
Uzere konsantrasyonu ayarlanan her vitaminin 100 er pl'si karigtiriimis ve

bu karisimdan da ilgili besiyerlerine 5 er ul eklendi.
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Bakterilerin besiyerine ekimi

M.tuberculosis suslan ile yapilan butin c¢alismalarda
laboratuvar bulasi olmamasi ve laboratuvarda olusturulan
kontaminasyonun g¢alisma sonrasi ortadan kaldiriimasi igin gereken butin
onlemler alindi. Calisma Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan Tuberkuloz Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Calisma Il. sinif biyoglUvenlik kabininde gergeklestirilmistir.
Her calisma bitiminde butin yuzeyler dezenfektanlarla silindi ve UV
lambasi sabaha kadar yakilarak hava ve yuzey dezenfeksiyonu saglandi.
Laboratuvar giriglerinde dezenfektanla islatiimig paspas bulunduruldu.
Ayrica laboratuvara galog giyilerek giriimesi saglandi. M.tuberculosis ile
ilgili calismalarda bone, maske ve koruyucu gozIik takildi. Tek kullanimhik
onlukler ile galisma gercgeklestirildi ve galisma sonunda onlukler enfekte
atik torbalarina atihldi. Calisma sonunda imha edilmesi gereken butun
bulagh yada bulas olasiligi olan malzemelerin otoklavlandiktan sonra

atilmasi saglandi.

Bu calismada incelenen 40 M.tuberculosis complex susu
calismadan 1 ay o6nce LJ besiyerlerine pasajlandi ve hepsinin ¢alisma

Oncesi uredigi kontrol edildi.

MBA besiyeri ¢alisma kolayhdi saglamak tzere 12 gukurlu
doku kulturu test plaklarina (Orange Scientific, USA) her gukura 5 ml
olacak sekilde dokuldu. Bir plaktaki galisma plani su sekilde olusturuldu ve
her bakteri iki plaga yani 24 ayri besiyerine ekildi. Bir bakteri susu igin
kullanilan 2 MBA plagi ve plani Sekil 11 ve 12’de gdsterilmistir.
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Sekil 11: MBA besiyerinde test edilecek maddeler igin 1. plak plani. *

._.
I

OOO
OOO
OOO
OOO

Sekil 12: MBA besiyerinde test edilecek maddeler icin 2. plak plani. **

MBA’da, etkisi incelenmek Uzere konan maddeler cukur numaralarina

gore yerlesim plani su sekilde yapilmigtir.

*: 12.cukur test maddesi eklenmeyen Greme kontrol cukurudur.

**: 24.cukur test maddesi eklenmeyen dreme kontrol cukurudur.
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MBA 1.Plak Plani

1-Meyva kabugunun suda c¢6ziinen 6zltl, 2-Meyva suda ¢6zlinen 6zutu,

3-Kabuk+meyva 6zitl, 4-Linoleik asit, 5-Stearik asit, 6-Omega -3, 7-
Grup A yag asitleri (arasidik asit, eikosenoik asit, linoleik asit, stearik asit),
8-Grup B yag asitleri (Omega-3, linolenik asit, miristik asit, palmiteloik asit)
9-Tum yag asitleri, 10-ADEK vitaminleri, 11-ADEK + tum yag asitleri ve
12- 1. plak kontrol ¢cukuru

MBA 2.Plak Plani
13- Kabuk Lipid ekstrakti, 14-Meyva Lipid ekstrakti, 15- Kabuk ve meyva
ekstrakti, 16-Linolenik asit, 17-Palmiteloik asit, 18- A vitamini, 19- Arasidik

asit, 20- Eikosenoik asit, 21- D vitamini, 22- E vitamini, 23- K vitamini ve

24-2 .plak kontrol gukuru

Kontrol suslari M.tuberculosis H37Rv ve H37Ra ile birlikte
38 hasta izolati olmak Uzere toplam 40 mikobakteri susu test edildi. Her
bakteri susundan LJ besiyerinden 6ze ile birkag kolonisi alinarak bir tupte
distile su ile ezilerek suspansiyonu yapildi ve daha sonra vortekslenerek
suspansiyon haline gegmesi saglandi. M.tuberculosis suglarinin daha iyi
¢ozllmesini saglamak igin kullanilan Tween 80, c¢alisma sonuglarini
etkileyebilir gerekgesiyle kullaniimadi. Daha sonra her bakteri sugu LJ ve
MBA besiyerlerine tek kullanimlik kalibreli 5 pl'lik 6ze yardimiyla ekildi.
Ureme hizina etkisi incelenecek her madde, her bakteri icin 2 kez
denenecek sekilde ekim yapildi. Ekim yapilan ve etiketlenmis MBA ve LJ
besiyerleri % 5 CO, atmosferinde 37 °C de enkiibe edildi.
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3.12. istatiksel Analiz

Besiyerleri her gin Ureme agisindan izlenmis ve hangi
bakteri susunun hangi gtinde Uredikleri not edildi. Her bakterinin, farkl
maddeler varliginda 2 ayri besiyerindeki Ureme zamani belirlendi ve iki

ureme zamaninin ortalamasi alinarak kaydedildi.

Ureme takibi sonunda 28. giinde kontrol besiyerlerinde test
edilen buatin bakterilerin  Gremesi gergeklestigi gorUlerek galisma
sonlandirildi. Calisma sonuglari bakterilerin test edilen degigskene gore
bakterilerin ireme gun ortalamalari kontrol bakteri Greme gun ortalamalari
ile karsilastirildi. Aradaki farkin istatistiksel acidan onemlilik testinde
Wilcoxon Signed Ranks Testi kullanilarak ve 0.05 anlamlilik esas alinarak
her maddenin etkisi degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Pistacia eurycarpa’dan soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen
total lipid miktari su sekilde belirlendi;

Ekstraksiyon igin 39.42 gr meyva kullanildi ve bundan 9.80
gr yag elde edildi. Bu miktar kullanilan meyvanin %24.86’s1 olarak
hesaplandi. Bir bagka deyigle kullanilan i¢ meyvanin yaklasik dortte

birinin sabit yaglardan olustugu gorulda.

Yumusak meyva kabugu 27.50 gram olarak kullanildi ve
bundan 14.99 gr sabit yag elde edildi. Bu degerin meyva kabugunun %
54.51’'ine karsilik oldugu ve kabugun yarisindan fazlasinin yaglardan

olustugu anlasildi.
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4.1. Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi Yéntemiyle®'%®

Meyva ve Kabugunda Belirlenen Yag Asitleri
Gaz kromatografisi  kitle  spektrometrisi  yonteminin

uygulandigi cihaz Resim 5’de gosterilmigtir.

Resim 5: Gaz Kromatografisi Kitle Spektrometri Sistemi

GC-MS Yontemi ile meyva ve kabugunda varhgi belirlenen
yag asitlerine ait kromatogram Grafik 1 ve Grafik 2’de, belirlenen yag

asitleri ve miktarlari ise Tablo 3’te gosterilmigtir.

84



Abundance

Signal: 10022011-001.D\FID1A.CH
33.457

95000
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10000 37.375
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Time-->

Grafik 1: Pistacia eurycarpa meyva kabugundan ekstrakte edilmis lipitlerin icerdigi yag

asitlerine ait kromatogram

Abundance

Signal: 11022011-001.D\FID1A.CH
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15000
10000 26,456 32.3

Time-->

Grafik 2: Pistacia eurycarpa meyvasindan ekstrakte edilmig lipitlerin igerdigi yag asitlerine

ait kromatogram
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Tablo 3: Pistacia eurycarpa meyva ve meyva kabugundan ekstrakte edilmis lipitlerde GC-

MS ydéntemi ile belirlenen yag asitleri, % oranlari, karbon ve ¢ift bag sayilari

Karbon ve cift bag sayisi

P.eur.meyva kabugu

P.eur. meyva

Miristik asit
Palmitik asit
Palmiteloik as.
Stearik asit
Oleik asit
Linoleik asit
Linolenik asit
Arasidik asit
Eikosenoik as.

Toplam

C14:0
C16:0
Cl6:1
C18:0
C18:1
C18:2
C18:3
C20:0
C20:1

*

22,85
3,12
3,40
58,55
11,03
0,68
0,17
0,18
99,98

0,09
9,01
0,59
1,40
50,99
36,95
0,38
0,10
0,45
99,96

" :Tespit edilemedi
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GC-MS yontemiyle incelenen meyva kabugu lipitlerinin yag
asitleri icerigi % 99.98 oraninda, meyva lipitlerinin yag asitleri icerigi ise %
99.96 oraninda belirlendi. incelenen meyva kabugu lipit ekstraktinda
palmitik asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit, linolenik
asit, arasidik asit ve eikosenoik asit varlidina rastlandi. Tablo 3'de
goruldugu gibi meyva kabugu lipit igeriginin % 58.55’inin oleik asit, %
22.85’inin palmitik asit, % 11.03’Unln linoleik asit ve % 3.4’Unln stearik
asitten olustugu belirlendi. Diger yag asitlerinin bulunma oranlari % 1’den
az olarak belirlenmistir. Meyva lipit ekstraktinda varligi kanitlanan miristik
asidin meyva kabugu lipitleri icinde bulunmadigi anlasildi. incelenen
meyva lipitlerinin yapisinda ise meyva kabugunda bulunan yag asitlerinin
tamami ve ek olarak miristik asit varligi da bulundu. Meyva lipitleri icinde

% 50.99 oraninda oleik asit bulundu.

Oleik asit, kabuk yaglarinda oldugu gibi en ylUksek oranda
bulunan yag asidi olmustur. En ylksek oranda bulunan ikinci yag asidi ise
% 36.95 oraninda belirlenen linoleik asittir. Halbuki bu yag asidinin kabuk
yaginda bulunma orani % 11.03 olarak belirlendi. Ayrica bu yag asidi
miktar olarak kabuk lipitlerinde palmitik asitten sonra UglUncu sirada
bulundu. Meyva lipitleri igcinde palmitik asit % 9 oraninda ve ug¢lncu sirada
bulundu. Stearik asit % 1.40 oraninda diger yag asitleri ise % 1'den az

oranlarda belirlendi.

incelenen iki standart ve 38 hasta érnek izolati olmak lizere
toplam 40 M.tuberculosis complex susunun Lowenstein Jensen ve Middle
Brook Agarda Uuremeye etkisi incelenen cesitli maddelerin varliginda

kaginci gun Uredikleri Tablo 4,5,6 ve 7’de gosterilmislerdir.
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Tablo 4: 11 farkh degisken katki maddesi varliginda Léwenstein Jensen besiyerinde

M.tuberculosis complex suslarinin reme zamanlari (gun)

M.tbc Besiyeri | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12*
B1 LJ 4 5 5 7 7 6 7 6 12 6 7
B2 LJ 9 7 9 14 12 9 14 12 11 12 7 9
B3 LJ 6 11 7 15 17 9 15 17 17 12 12 7
B4 LJ 12 | 14 12 | 20 20 18 20 20 19 19 19 19
B5 LJ 6 12 17 15 12 17 12 12 12 12
B6 LJ 7 6 7 12 12 11 12 17 12 12 17 12
B7 LJ 12 | 12 13 | 22 22 23 22 22 24 17 17 23
B8 LJ 17 | 12 15 | 22 26 27 26 26 27 27 22 27
B9 LJ 12 | 15 12 | 17 12 12 17 17 17 14 15 12
B10 LJ 12 | 12 12 | 12 17 12 12 17 17 14 12 13
B11 LJ 14 | 14 15 | 22 23 27 22 23 28 27 27 28
B12 LJ 15 | 12 12 | 18 19 15 18 19 19 19 19 19
B13 LJ 7 12 10 | 22 21 23 19 21 22 17 19 24
B14 LJ 12 | 12 12 | 15 18 12 12 18 19 17 18 16
B15 LJ 6 10 7 16 14 14 16 18 17 12 17 14
B16 LJ 10 | 11 7 16 17 18 17 17 17 18 17 17
B17 LJ 12 |9 9 15 14 13 15 17 18 17 17 14
B18 LJ 10 8 12 17 12 12 17 17 12 12 12
B19 LJ 12 9 17 22 20 17 22 21 17 17 21
B20 LJ 7 7 7 12 13 13 12 13 12 13 13 13
B21 LJ 11 7 15 17 7 15 17 17 12 12 7
B22 LJ 12 | 14 12 | 20 20 20 20 20 19 19 19 19
B23 LJ 7 12 10 | 19 21 23 19 21 22 17 19 24
B24 LJ 10 | 11 16 16 18 16 16 17 17 17 17
B25 LJ 6 10 16 18 14 16 18 17 12 17 14
B26 LJ 17 | 12 15 | 24 27 24 24 25 27 27 22 27
B27 LJ 12 | 12 12 | 17 18 16 12 18 19 17 18 16
B28 LJ 9 6 8 12 17 12 12 17 12 12 12 12
B29 LJ 12 | 15 12 | 14 13 12 17 17 17 14 15 12
B30 LJ 7 6 7 12 13 11 12 17 12 12 17 12
B31 LJ 12 | 12 13 | 22 22 23 22 22 24 17 17 23
B32 LJ 6 12 9 22 22 22 17 22 21 17 17 21
B33 LJ 12 | 12 12 | 13 13 13 12 17 17 14 12 13
B34 LJ 7 7 7 12 13 13 12 13 12 13 13 13
B35 LJ 14 | 14 15 | 25 26 27 22 23 28 27 27 28
B36 LJ 7 10 8 12 12 12 12 17 17 12 12 12
B37 LJ 12 | 9 15 14 12 15 17 18 17 17 14
B38 LJ 15 | 12 12 | 18 19 19 18 19 19 19 19 19
B39 LJ 4 5 7 7 6 7 7 6 12 6 7
B40 LJ 7 14 12 9 14 12 11 12 7 9
Ortalama | LJ 9.8 | 1045 | 98 | 169 | 17.0 | 155 | 157 | 17.7 | 17.6 | 159 | 15.7 | 15.9
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Tablo 5: 11 farkh degisken katki maddesi varliginda Léwenstein Jensen besiyerinde

M.tuberculosis complex suslarinin reme zamanlari (gun)

M.tbc Besiyeri | 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24*
Bl LJ 6

B2 LJ 10

B3 LJ 7

B4 LJ 19 19 19 18 20 18 20 20 19 19 19 19
B5 LJ 12 17 12 15 13 14 12 17 12 12 12 12
B6 LJ 12 17 17 11 11 11 12 12 12 12 17 12
B7 LJ 24 24 23 23 23 22 22 22 24 20 21 23
B8 LJ 17 18 17 27 25 26 27 27 27 27 22 27
B9 LJ 12 12 12 12 12 12 12 12 12 11 12 12
B10 LJ 13 12 13 12 12 12 12 14 13 14 12 13
Bl11 LJ 15 17 16 27 28 25 22 23 28 27 27 28
B12 LJ 17 17 17 15 12 12 18 19 19 19 19 19
B13 LJ 20 21 20 23 24 22 22 21 22 23 19 24
B14 LJ 12 17 12 12 16 15 15 18 19 17 18 16
B15 LJ 12 17 13 14 14 13 16 14 17 13 15 14
B16 LJ 17 17 17 18 17 17 18 17 16 16 17 17
B17 LJ 12 18 17 13 15 14 15 14 18 17 17 14
B18 LJ 12 12 12 12 13 11 12 17 17 12 12 12
B19 LJ 12 14 14 20 22 19 17 22 21 17 17 21
B20 LJ 8 9 8 13 12 14 12 13 12 13 13 13
B21 LJ 7 8 7 8 7 7 7 8 7
B22 LJ 19 19 19 20 18 21 20 20 19 19 19 19
B23 LJ 20 21 20 23 24 24 19 21 22 17 19 24
B24 LJ 17 17 17 18 16 17 17 17 16 16 17 17
B25 LJ 12 17 13 14 13 15 16 18 17 12 17 14
B26 LJ 17 16 17 24 26 25 27 26 27 27 27 27
B27 LJ 12 17 12 16 16 16 17 18 19 18 17 16
B28 LJ 12 17 12 12 11 15 12 17 12 12 12 12
B29 LJ 16 17 15 12 15 12 14 13 12 14 15 12
B30 LJ 12 17 17 11 11 12 12 13 12 12 13 12
B31 LJ 24 24 23 23 21 21 22 22 20 20 20 23
B32 LJ 12 14 14 22 12 9 22 22 21 21 23 21
B33 LJ 15 14 15 13 12 12 13 13 17 14 12 13
B34 LJ 8 9 8 13 13 14 12 13 12 13 13 13
B35 LJ 15 17 16 27 29 27 25 26 28 27 27 28
B36 LJ 12 12 12 12 12 13 12 12 17 12 12 12
B37 LJ 12 18 17 12 14 13 15 14 16 17 17 14
B38 LJ 17 17 17 19 17 17 18 19 19 19 19 19
B39 LJ 6 5 5 6 7 8 7 7 6 9 6 7
B40 LJ 9 10 9 9 7 9 9 10 9 10 9 9
Ortalama | LJ 136 | 150 | 141 | 155 | 152 | 151 | 164 | 16.6 | 16.5 | 15.7 | 15.7 | 15.9
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Tablo 6: 11 farkli degisken katki maddesi varliginda Middle Brook Agar besiyerinde

M.tuberculosis complex suslarinin ireme zamanlari

M.tbc Besiyeri | 1 2 3 4 5 6 7 g | g 1 10 11 12
B1 MB 4 4 4 11 10 7 10 11 7 5 6
B2 MB 9 13 |9 14 13 13 14 - - 13 13 13
B3 MB 7 7 5 9 9

B4 MB 6 6 6 10 - -

B5 MB 6 12 | 6 12 11 - - 12
B6 MB 7 6 7 8 9 8 8 - - 9 7 9
B7 MB 9 9 10 | 15 14 14 15 - - 15 12 15
B8 MB 9 9 9 15 15 14 15 - - 21 22 15
B9 MB 6 6 6 12 13 12 10 - - 10 12
B10 MB 7 7 7 13 13 13 13 - - 10 13
B11 MB 17 17 | 18 | 26 27 27 27 27 - 19 19 28
B12 MB 7 7 9 11 12 11 11 12 11 10 10 10
B13 MB 7 6 7 13 14 13 14 - - 14 13 13
B14 MB 5 5 6 9 9 9 10 - - 9 12 9
B15 MB 5 6 6 7 - - 9

B16 MB 9 9 7 11 11 11 11 - - 11 10 11
B17 MB 9 12 | 6 14 13 13 13 - - 9 14 13
B18 MB 12 12 | 12 | 15 15 14 14 - - 14 15 15
B19 MB 6 9 8 10 10 10 - - 12

B20 MB 6 9 7 9 9 9 9 - - 9 6 9
B21 MB 7 7 7 10 9 9

B22 MB 6 6 6 9 - -

B23 MB 7 6 7 12 10 13 13 - - 14 13 13
B24 MB 9 9 7 13 12 12 13 - - 12 13 13
B25 MB 5 6 6 9 9 9 7 - - 9 9 9
B26 MB 9 9 9 24 24 23 24 - - 21 22 25
B27 MB 5 5 6 9 9 9 10 - - 9 12 9
B28 MB 6 12 | 6 12 14 12 9 - - 9 9 13
B29 MB 6 6 6 12 12 12 10 - - 10 12
B30 MB 7 6 7 9 10 8 8 - - 7 9
B31 MB 9 9 10 | 13 12 13 14 - - 13 12 13
B32 MB 6 9 8 8 10 9 - - 9 12 9
B33 MB 6 7 7 10 10 10 - - 10 10
B34 MB 6 9 7 10 9 9 9 - - 9 6 9
B35 MB 17 17 | 18 | 27 27 27 25 27 - 19 19 27
B36 MB 12 12 |13 | 14 14 15 14 - - 14 14 14
B37 MB 9 12 | 6 14 14 13 13 - - 9 13 13
B38 MB 7 11 12 11 11 12 11 10 10 10
B39 MB 4 4 11 10 7 7 10 11 7 5 6
B40 MB 9 14 13 13 14 13 - - 13 13 13
Ortalama | MB 765 |85 |78| 122|121 |119 | 116 | 145 | 103 | 109 | 11.3 | 123
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Tablo 7: 11 farkli degisken katki maddesi varliginda Middle Brook Agar besiyerinde

M.tuberculosis complex suslarinin ireme zamanlari

M.tbc | Besiyer | 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24**
B1 MB 4 4 5 7 7 4 6 7 7 7 5. 6
B2 MB 13 14 14 13 13 12 13 14 13 14 13 13
B3 MB 8 9 8 9 9 7 9 9 9 9 9 9
B4 MB 10 10 8 9 9 10

B5 MB 12 12 13 11 12 13 12 12 12 11 12 12
B6 MB 7 8 8 9 7 8 9 9 9 7 9
B7 MB 9 9 9 14 15 15 15 15 15 14 12 15
B8 MB 13 14 13 14 15 15 15 14 15 17 16 15
B9 MB 8 9 8 12 12 13 12 13 12 12 10 12
B10 MB 12 9 13 12 11 13 14 14 13 10 13
B11 MB 19 20 20 27 27 28 27 27 27 28 27 28
B12 MB 9 9 9 11 12 11 11 12 11 10 10 10
B13 MB 13 14 13 13 13 12 12 13 12 14 13 13
B14 MB 8 7 10 9 9 11

B15 MB 7 7 7 8 9 8. 9 9 9 9 9 9
B16 MB 10 11 10 11 11 10 11 11 10 11 10 11
B17 MB 10 9 9 13 13 12 13 12 12 11 12 13
B18 MB 14 13 14 15 15 14 15 15 15 15 15 15
B19 MB 9 8 8 10 10 9 9 12

B20 MB 9 9 8

B21 MB 8 9 10 7 9 9

B22 MB 9 10 7 9 9 6 9 9 9 9 8 9
B23 MB 13 14 13 13 12 13 12 10 15 14 13 13
B24 MB 12 12 12 14 13 12 13 12 13 12 12 13
B25 MB 7 7 7 9 9 8 9 9 10 9 9 9
B26 MB 20 21 20 22 24 24 24 24 24 21 22 25
B27 MB 10 7 8 9 10 6 9 9 9 9 10 9
B28 MB 12 12 13 12 13 12 12 14 13 12 12 13
B29 MB 9 9 12 11 10 12 12 12 10 10 12
B30 MB 7 8 9 8 9 7 9 10 10 9 10 9
B31 MB 9 9 12 13 12 13 12 13 13 12 13
B32 MB 9 8 9 9 9 8 8 10 9 9 8 9
B33 MB 7 10 9 10 10 10 10 9 10 10
B34 MB 9 9 7 9 7 10 9 9 9 10 9
B35 MB 19 20 20 27 27 22 27 27 25 19 19 27
B36 MB 13 12 12 13 13 14 13 13 14 14 14 14
B37 MB 6 9 9 13 12 13 13 13 12 12 13 13
B38 MB 11 12 11 12 10 10 10 10
B39 MB 4 4 7 7 4 6 7 7 7 5 6
B40 MB 12 11 12 13 13 13 12 13 13 14 13 13
Orta. | MB 10.2 | 10 10 11 121 | 11.0 | 119 | 121 | 121 | 117 | 115 | 123

*.

maddesi eklenmemig Gireme kontrol grubudur. ***: istatistige dahil edilmemistir.

12. besiyeri katki maddesi eklenmemig Greme kontrol grubudur. **: 24. besiyeri katki
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Loéwenstein  Jensen besiyerine, Pistacia eurycarpa’nin
meyva ve kabugundan ekstrakte edilen 6zit, soxhlet ekstrakt lipitleri, bu
lipitler iginde var oldugu kanitlanan yag asitleri, omega 3, yagda eriyen A,
D, E ve K vitaminleri tek tek yada birlikte eklenerek M.tuberculosis Ureme
zamani Uzerine etkileri incelendi. Her bakteri i¢in 24 tupe ekim yapildi. Bu
tiplerden 12. ve 24. tuplere herhangi bir katki maddesi eklenmedi. Bu
tuplerdeki ekimler, bakteri susunun normal Greme zamaninin belirlenmesi
ve etkisi incelenen maddelerin varliginda belirlenen Greme zamanlariyla

kargilastiriimasi amaciyla kullanildilar.

Middle Brook Agara yapilan ekimler igin her bakteri i¢in iki
ayri hacre kualtur plaginda 24 cukur kullanildi. Bu gukurlardan 12. ve 24.
cukurlar, katki maddesi eklenmemis Ureme Kkontrol c¢ukurlari olarak
kullanildi. Diger 22 cukura Ureme zamanina etkileri incelenmek Uzere
materyal metod kisminda gdsterilen plan cergevesinde farkli maddeler

eklendi.

Her maddenin dreme zamanina etkisi incelenirken her
degisken karsisinda elde edilen tim bakterilerin Greme gun ortalamalari ile
kontrol Ureme gun ortalamalari arasindaki fark Wilcoxon Signed Ranks
Test (Wilcoxon igaretli siralar testi) ile analiz edildi. Yapilan
degerlendirmelere goére su ile perkolasyon yontemiyle elde edilen meyva
ve kabuk 6zutleri ayrica meyva ve kabuk 6zutlerinin birlikte kullaniimasi
bakteri tremesini anlamli dizeylerde hizlandirdi. Bu maddeler varliginda
saptanan dreme zamani kontrol besiyerlerindeki Greme zamanina gore
istatistiksel anlamda daha hizli bulundu. (p<0.05) Ayni zamanda bu

maddelerin eklendigi besiyerlerinde daha iyi bir treme gelistigi gozlendi.
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Uremenin 1, 2 ve 3. maddelerin eklendigi ortamlarda daha belirgin ve

daha hizli gelistigi Resim 6, 7, 8, 9 ve 10’de gorulmektedir.

Resim 6: Bir M.tuberculosis sugunun P.eurycarpa’nin suda ¢6zinen 6zltleri varlidinda
(en Ustte ve basta 1,2 ve 3 nolu gukurlarda) 11.glinde daha iyi Uredigi, kontrol gukurunda

(en altta sag késede 12 nolu ¢ukur) daha zayif Uredigi gérilmektedir.
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Resim 7: Bir M.tuberculosis susunun MBA’'da P.eurycarpa’nin suda ¢6zinen o6zitleri
varliginda (en Ustte ve basta 1,2 ve 3 nolu gukurlarda) 9.giinde daha iyi Uredigi, kontrol
cukurunda (en altta sag kdsede 12 nolu ¢gukur) daha zayif Gredigi gorilmektedir.
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Resim 8: Bir M.tuberculosis sugsunun MBA’'da P.eurycarpa’nin suda ¢6zunen o6zitleri
varliginda (en Ustte ve basta 1, 2 ve 3 nolu gukurlarda) 7.giinde Uredigi, kontrol

cukurunda (en altta sag kdsede 12 nolu gukur) ise henliz Gremedigi gériilmektedir.
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o R el '

Resim 9: Bir M.tuberculosis sugun'uﬁ LJ’'de P.eurycarpa’nin suda ¢oziinen meyva 6zuti
varliginda 11.ginde iyi Uredigi, kontrol tliplinde ise heniz Uuremenin olmadigi

gorulmektedir.
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Resim 10: Bir M.tuberculosis susunun LJ'de P.eurycarpa meyvasinin suda ¢dzinmis
0zlitunde 14.gunde c¢ok iyi Uredigi, konrol tuplnde ise henlz zayif bir Greme geligtigi
gorulmektedir.

Ureme zamani (izerine etkisi incelenen maddelerden 1, 2 ve
3 nolu maddeler hem LJ hem de MBA besiyerinde M.tuberculosis
suslarinin uremesini kontrollere gore hizlandirdigi goéruldd. Diger test
edilen maddelerde Greme zamani Uzerinde belirgin bir fark gértlmedi. Her
eklenen maddenin varliginda 40 farkli bakteride belirlenen Greme gunleri
belirlenmis ve ortalamalari alinmistir. Kontrol tlplerindeki suslarin Greme
gun ortalamalariyla karsilagtirimalari  yapilmis ve dreme zamani
arasindaki farkin istatistiksel degerde olup olmadidi incelenmistir. Tablo
8'de LJ besiyerine 1'den 1l.maddeye kadar eklenen maddelerin gin
olarak uUreme zamanlarinin ortanca, minumum, maksimum degerleri ve
kontrol grubuna gore 6nemlilik test sonuglari, Tablo 9'da ise 13'den 23’e

kadar maddelerin ayni degerleri gorulmektedir.

97



Tablo 8: LJ besiyerine 1'den 11.maddeye kadar eklenen maddelerin 40 bakteri susu igin
gun olarak Ureme zamanlarinin ortanca, minumum, maksimum degerleri ve kontrol

grubuna gore 6nemlilik test sonuglari

LJ besiyeri 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12*
Ortanca 9,50 | 11,50 | 9,00 | 15,50 | 17,00 | 13,50 | 15,50 | 17,00 | 17,00 | 15,50 | 17,00 | 14,00
Minumum 4 5 5 7 7 6 7 7 6 12 6 7

Maksimum 17 15 15 25 27 27 26 26 28 27 27 28

Onemlilik(P*) | 0001 | ,0001 | ,0001 | ,960 | ,039 |,059 | 579 |.,002 |.,001 |.,818 |.,731

Tablo 9: LJ besiyerine 13'den 23. maddeye kadar eklenen maddelerin 40 bakteri icin giin
olarak Ureme zamanlarinin ortanca, minumum, maksimum degerleri ve kontrol grubuna

g6re dnemlilik test sonuglari

LJ besiyeri 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24*

Ortanca 12,00 | 17,00 | 14,50 | 13,50 | 13,50 | 14,00 | 15,00 | 17,00 | 17,00 | 15,00 | 17,00 | 14,00

Minumum 6 5 5 6 5 5 7 7 6 7 6 7

Maksimum | 24 24 23 27 29 27 27 27 28 27 27 28

Onemlilk(P*) | 0001 | 517 | ,016 | ,059 |.,020 | 028 | .,520 | 229 | .,007 | 571 | ,785

*: Ureme kontrol tiipleri
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Tablo 10'da MBA besiyerine 1'den 1l.maddeye kadar
eklenen maddelerin gun olarak Ureme zamanlarinin ortanca, minumum,
maksimum degerleri ve kontrol grubuna goére Onemlilik test sonuglari,

Tablo 9'da ise 13'den 23’e kadar maddelerin ayni degerleri gorilmektedir.

Tablo 10: MBA besiyerine 1'den 11.maddeye kadar eklenen maddelerin 40 bakteri i¢in
gun olarak uUreme zamanlarinin ortanca, minumum, maksimum degerleri ve kontrol

grubuna goére 6nemlilik test sonuglari

MBA besiyeri 1 2 3 4 5 6 7 10 11 12
Ortanca 700 |800 |700 |11,00 | 1200 | 11,00 | 10,00 | 9,00 | 10,00 | 11,50
Minumum 4 4 4 8 8 7 5 6 5 6
Maksimum 17 17 18 27 27 27 27 21 22 28
Onemlilik(P*) ,0001 | ,0001 | ,0001 | 644 | ,210 |.,275 |,035 |.,021 | ,053

Tablo 11: MBA besiyerine 13'den 23.maddeye kadar eklenen maddelerin giin olarak
Ureme zamanlarinin ortanca, minumum, maksimum degerleri ve kontrol grubuna goére

onemlilik test sonuglari

MBA 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24~
besiyeri

Ortanca 9,00 | 9,00 | 9,00 | 11,00 | 12,00 | 10,50 | 11,50 | 12,00 | 11,50 | 10,50 | 10,00 | 11,50
Minumum 4 4 5 7 7 4 6 7 7 7 5 6
Maksimum | 29 21 20 27 27 28 27 27 27 28 27 28

Onemlilik(P¥) | o001 | ,0001 | ,0001 | ,2180 | ,973 | ,0001 | ,166 | ,600 | 1,000 | ,246 | ,028

Tam bakteriler, herhangi bir madde eklenmeksizin Greme
zamaninin belirlenmesi ve diger maddelerin Ureme hizi Uzerine etkisi ile
olusan ureme zamanlari ile kargilastiriimak tzere kontrol amaciyla LJ ve
MBA besiyerlerine ekildi. Madde eklenmemis bu iki besiyerindeki GUreme
zamanlari gun olarak incelendiginde MBA besiyerindeki tGremenin LJ

besiyerindeki Uremeye gore daha hizli gobzlendigi ve Ureme zamani
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arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu bulundu. LJ ve MBA
besiyerlerinde 40 farkli susun Ureme zamanlari ortanca degerleri, standart
sapmalari, minumum ve maksimum Ureme zamanlari ile GUreme zamani
arasindaki farkin 6nemililik test sonucu Tablo 12'de gdsterilmistir. istatistik
analizlerinde Wilcoxon Signed Ranks Test (Wilcoxon igaretli siralar testi)

uygulandi.

Tablo 12: LJ ve MBA besiyerlerinde 40 farkli susun Ureme zamanlari istatistiksel degderler

ve Ureme zamani arasindaki farkin 6nemlilik test sonucu

Kontroller Ortanca Standart Minumum Maksimum Onemlilik(P*)
sapma

MBA kontrol 11.50 4.808 6 28

LJ kontrol 14.00 6.089 7 28 002

LJ besiyerinde besiyerinin durus pozisyonu geregi yuzeye
eklenen maddeler besiyeri dibindeki kondensasyon sivisina gegmiglerdir.
Bu ylzden bazi lipoidal maddelerin bakteri Gremesi Uzerine fazla olumlu
yada olumsuz bir etkisi olmamistir. MBA besiyerinin dar c¢ukurlarda test
edilmesi nedeniyle bu besiyerinde Grup B yag asitleri karigiminin test
edildigi 8. cukur ve bitin yag asitlerinin birlikte test edildikleri 9. ¢ukurda
suslarin  ¢ogunun Uureyemedigi goOzlenmistir. Buna miristik asit'in
¢ozulmesinde ve sulandinmlarinin hazirlanmasinda yasanan zorluklar
neden olmus olabilir. CUnku Ozellikle bu cukurlarda besiyeri ylzeyinde
lipitsi damlaciklarin olustugu izlenmistir. Bu nedenle bu gukurlardaki kultar
ureme zamanlari istatistiksel dederlendirme disinda tutuldu. Bu dremeyi
engelleyici etki, yag asitlerinin basarisiz ¢ozunmesi ile iligkili olarak ytizey
ile atmosfer arasinda olugsan filmin bakterinin oksijen ihtiyacini
kargilamasini engellemesi ya da yag asitlerinin bu genis ylzeyde bir

sekilde oksitlenerek bakteriye toksik etki yapmis olmasina bagh olabilir.
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5. TARTISMA

Tlberklloz tarih boyunca insanlik igin 6nemli bir halk saghgi
problemi olmustur. Antitiberkuloz ilaglarin bulunmasindan 6nce Ulkemizde
tiiberkiiloza yakalananlarin % 58'inin 6ldigi belirlenmistir.'®* BCG asisi ve
antituberklloz ilaglarin bulunmasindan 6nce tum dunyada c¢ok sayida
insanin dlumune neden olan tuberkuloz hastaliginin onlenmesi igin butin
diinyada yogun bir savas veriimistir. Ulkemizde de Verem Savas Daire
Baskanliginin organizasyonunda ciddi basarilara imza atilmis ve
neredeyse asilanmasi gereken herkese ulagiimigtir. Boylece hastaligin
ulkemizdeki prevalans ve insidansinda ciddi dususler kaydedilmistir. Bu
basari her Ulkede ayni seviyede olmasa da bdtin ddnyada

saglanmistir. >

Ancak diger enfeksiyon etkenlerinde oldugu gibi
tuberkiloz basillerinde de antitiberkiloz ilaglara diren¢g sorunu ortaya
cilkmis ve coklu antitiberkuloz ila¢ direncli olgular her gin artarak
belirlenmeye baslamisglardir. Ayrica HIV enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasi
ve butin dinyada vyayginlasmasi firsat¢i mikobakteri enfeksiyon
insidansinda ciddi artislara yol agmistir.?*'%31% Tpta teknolojik devrimin
ortaya ¢ikardigl tedavi olanaklarindan bazilari hastayr yagsatma basarisini
saglarken tedavi slrecinde hastalarin firsatgi enfeksiyonlara yakalanma
riskini de arttirmistir. Butlin bunlara bagh olarak artik toplumsal bir sorun
olmaktan ¢iktigi sanilan tuberkilozun ginuimuzde en korkulan halk sagligi
problemlerinden biri olmaya devam ettigi anlasiimistir. Bu problemin MDR
ve XDR denen antitiberkiloz ilaglara c¢oklu direngli olan suglara bagli
enfeksiyonlarin yayginlasmasi ile daha da basa ¢ikiimaz hale gelecegi

korkusu giderek artmaktadir. 40,67,68,69,70,71

Cin ve Hindistan'da %57’yi asan MDR oranlari tiberkilozun
tiim diinya icin ne denli tehlikeli olmaya basladiginin bir kanitidir, ©%193104

XDR 06zelligi tagiyan tiberklloz basili 50 farkl Glkede gorulmustur. En sik
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saptandigi Ulke Hindistandir. Ancak butlin dinyaya giderek yayillma egilimi

sergilemektedir. ®°

Tuberkulozda erken taninin degeri ¢gok buyuktur. Erken tani
spesifik tedavinin vakit gegiriimeden baslamasini saglamaktadir. Boylece
hastaya spesifik tedavi dncesi rastgele verilecek gereksiz antibiyotiklerin
direng gelisiminde rol oynamasini 6nleyecek ve hasta tedavisinde basari
oranini arttiracaktir. Daha da 6onemlisi hastanin tanisinin erken konmasi
hastay! bulastiricihdr esnasinda toplumdan izole etmek ve hastaligin
yayllmasini 6nlemek agisindan da buyuk énem tagimaktadir.

Gunumuzde tuberkllozun erken tanisini  saglayacak
molekuler teknikler geligtiriimigtir. Ancak bu tekniklerin her laboratuvarda
uygulanma olasiliklari bulunmamaktadir. PCR ile akciger tuberkilozunda
kaltar kadar o6zgul sonu¢ verememektedir. Buna karsilik diger organ
tuberkulozunda yuksek duyarlilik ve 6zgullikte sonu¢ vermektedir. Ancak
tuberkuloz tanisi icin en ¢ok akciger tuberkulozu 6rneklerinin incelendigi
digunulecek olursa PCR tekniginin kdlturin yerini alamayacagi
goriulmektedir.>*®1% Bu yiizden bu tani yéntemlerinin giiniimiizde de altin
standart tani ydntemi sayilan tuberklloz basilinin kdltir ydntemiyle
hastadan izole edilerek tanimlanmasi yontemi ile birlikte kullaniimasi
gerekmektedir. Yine hasta drneklerinin Erlich Ziehl Neelsen boyama
teknigi ile boyanarak ARB aranmasi da c¢abuk tani koymayi saglayan
degerli ve basit bir tekniktir. Ancak bu boyama ydnteminde incelenen
ornegin 1 ml. sinde 5.000-10.000 basil bulunmamasi durumunda pozitif
sonu¢ alinmasi mumkun olmamaktadir. Ayrica bu yontem ile saprofit
mikobakteriler ve bazi diger bakterilerde ARB tarzinda goéruldiklerinden
yanhs pozitif sonuglarin alinmasi s6z konusu olabilmektedir. ARB boyama
yonteminin duyarlihdinin duguk olmasi, 6zgulluguinin balgam disindaki
orneklerde iyi olmamasi nedeniyle bu yontem ile alinan sonucun kultur

yontemi ile birlikte kullaniimasi zorunlulugu vardir. Ozellikle balgamda
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pozitif bulunan ARB sonucu, en yaygin olarak goérilen akciger
tuberkllozunu % 95 olasilikla dogru tanimlamaktadir. Ancak birden fazla
ornekte yapilan ARB boyali preperat incelemesiyle bile tlberkuloz tanisi
ancak hastalarin yarisindan azinda konabilmektedir. Bu nedenle kaltur ile
tani koymak tuberkuloz tanisinda altin standart olma Ozelligini

surdurmektedir.*°051

Tuberkuloz  tanisinda  degisik  besiyerleri
kullaniimaktadir. En yaygin kullanilan besiyeri Lowenstein Jensen

besiyeridir.

Son yillarda kullanimi yayginlasan otomatik dreme kontrollG
kaltar ile tani ydntemlerinde vyaygin olarak Middle Brook Broth
kullanilmaktadir. Her iki besiyerinin ortak ozelligi tuberkuloz besiyeri igin
segcici olmalari, tiberkuloz basilinin diger bakterilerden farkli olarak tremek
istedigi zengin organik madde karisimi icermeleri ve lipit icerikleridir. LJ
besiyerine tam homojenize taze yumurta katillarak bakterinin lipit ve
proteince zengin bir ortamda UuUremesine olanak saglanirken, MB
besiyerlerine oleik asit, aloumin, dekstroz ve katalaz (OADC) eklenerek
besiyeri zenginlestiriimektedir. Oleik asit bakterinin lipit ihtiyacini, albumin
ve dekstroz organik madde ihtiyaglarini kargilarken, katalaz bakteriyi

okside toksik Uriinlere karsi korumaktadir.”>’

Kaltur yontemi ile tiberkuloz tanisindaki en buylk problem
bakterinin ge¢ ureme o6zelligidir. Bazen bakterinin Gremesi iki ay ve bazen
daha uzun zaman alabilmektedir. Otomatik Greme kontrolli sistemlerde
bakterinin Gremesi, bakterinin metabolik faaliyetlerinin gézlenmesine bagli
olarak izlendiginden LJ besiyerine gore daha hizh
belirlenmektedir.'®>1%%1%"  MGIT, Bactec, BactAlert gibi sivi besiyeri
kullanilan otomatik Greme kontrollU besiyerlerinde LJ besiyerine gore daha

43,44,106

suratli sonug¢ alinmaktadir. Ancak bu tip sistemler de her
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laboratuvarda bulunmamaktadir. Ayrica MBA besiyeride seffaf bir besiyeri
oldugundan  mikrokolonilerin daha erken gbzlenmesine olanak
saglayabilmektedir.’°® Ancak uzun siire enkiibasyon gerektiren bu kiltur
yonteminde besiyerlerinin kiflerle kontaminasyonu ve besiyerinin nem
kaybetme sorunlari nedeniyle tlupte uygulanan LJ besiyerine alternatif
olusturmamaktadir. Sonug¢ olarak butun dinyada en yaygin kullanilan

kaltar yontemi LJ ile Gretme yontemidir.

M.tuberculosis’in  jenerasyon zamani kualtir ydntemiyle
uretilen batlin bakterilerden daha uzundur. Jenerasyon zamani 14-18 saat
olabilen M.tuberculosis, ortalama 15-45 guinde tremektedir. Ancak bu stire
bazi suslarda ve antitiberkuloz ilaglara direncli suglarda daha da
artmaktadir’. Bu zaman kaybi ise tedavi gecikmesine neden olmaktadir.
Vaktinde tedavisine baglanmamig hastalarin hastaligi duyarl insanlara
bulastirabilmeleri ise hastaligin yaylmasi agisindan blylk ©6nem
tasimaktadir. M.tuberculosis’in daha erken Uretilmesi i¢in yogun c¢abalar
sarfedilmis ve degisik besiyerleri gelistirilmistir.'°1°%11911 Ancak sorunu

anlamli dizeyde ¢Ozebilecek bir adim atilamamisgtir.

Bu calismada, mikobakterilerin hicre yapisinda bulunan
kompleks lipit yapilari gbz 6nune alinarak, ortama farkl lipit kaynaklarinin
konulmasinin Ureme hizina bir etkisi olup olmayacadi incelenmek
istenmistir. Degisik ¢alismalarda zengin lipit igerigi ortaya konulmus olan
Pistacia eurycarpa bitkisinin meyvasindan elde edilen lipitler bu amacla
analiz edilmis ve igerdikleri yag asitlerinin bdyle bir etkilerinin olup olmadigi

arastiriimistir.
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P.eurycarpa, Uulkemizde Guney Dogu Bodlgesinde, Siirt,
Mardin, Batman illeri yoéresinde dar bir alanda yetisen Ulkemize ait
endemik bir bitkidir. Bu bitki 1967 yilinda F. Yaltirik tarafindan tanimlanmis

ve literatiirdeki yerini bulmustur.8%%

Bu bitkinin meyvasinin yesil
kabuklarindan kozmetik amagclarla kullanilan sabunlar Uretiimektedir.
Ancak son yillarda bu bitki asilanarak ekonomik degeri ylksek olan Siirt
fistigina dondsturilmektedir. Bu nedenle bolgedeki aga¢ sayisinda

azalmalar yaganmaktadir.

Degisik arastiricilar bu bitki sakizinin antibakteriyel etkisini
gOstermis, ve bazi arastiricilar ise bitkinin icerdigi yag asitlerinin diger fistik

tirlerinden farkhiligini saptamislardir.848%8687

Mikobakteri hicre duvarinda higbir canlida bulunmayan
degisik lipit formlari bulunmaktadir. Ayrica bakteri htcre duvarinin % 60’i
degisik lipitlerden olugsmakta ve bu lipitler bakteri kuru agirliginin %
50’sinden fazlasini olusturmaktadir. Bu lipitler bakteriye hidrofobisite
ozelligi kazandirmakta, bakteriyi — antibiyotiklere direncli kilmaktadir.”
Ancak bu kompleks yapih lipidlerin sentezi oldukga karmagsik ve zaman
alici oldugundan bakterinin ge¢ Uremesinden de sorumlu faktorler
olabilirler. Bu bilgiler 1s1ginda, ortama konacak farkli yag asitlerinin
bakterinin sentezledigi lipitlerin 6nclll olabilecedi ve sentez zamaninin bu

yolla kisalabilece@i dusunulerek bu ¢alisma yapilmistir.

Bu amagla meyva zamani P.eurycarpa bitki meyvalar Siirt
yoresindeki agaglardan toplanmis bitki meyvalarinin diginda bulunan yesil
kabuklar soyulmus, daha sonra yesil kabuk altindaki sert kabuk kirilarak i¢
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meyvalar elde edilmistir. Hem yesil kabuk hem de i¢c meyva ayr ayri
incelemeye alinmislardir.

Once meyva ve kabugunun lipit icerigi Soxhlet ekstraksiyonu
ile elde edilmigtir. Kullanilan meyvanin %24.86’sinin, yine kullanilan
yumusak meyva kabugununda % 54.57’inin lipitten olugtugu gorulmuagtar.
Daha sonra ekstrakte edilen bu lipitlerin icerdikleri yag asitleri gaz
kromatografisi kitle spektrofotometrisi ile analiz edilmislerdir. Bu islem
sonunda meyva kabugunda 8, meyvada ise 9 farkli yag asidi varligi
gosterilmigtir. Meyvada varligi gosterilen miristik asit, meyva kabugunda
bulunmamistir. Buna karsilik hem meyvada hem de meyva kabugunda
palmitik asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit, linolenik
asit, arasidik asit ve eikosenoik asit oldugu saptanmistir. Yag asitlerinin
bulunug oranlari degerlendirildiginde hem meyva hem meyva kabugunda
en cok miktarda oleik asit bulundugu ve bu yag asidinin her iki test
maddesinde lipitlerin yarisindan fazlasini olusturdugunu goéstermektedir.
MB besiyeri hazirlanirken bu besiyerine eklenen OADC slspansiyonunda
oleik asit, Uremeyi kolaylastirici lipit kaynagi bir madde olarak ortama
eklenmektedir. Bu acidan dusunuldigunde s6z konusu bitki lipitlerinin
hazir bir dogal kaynak olabilecedi dusunulebilir. Oleik asit, kabuk lipitlerinin
%58.55’i oraninda, meyva lipitlerinin ise % 50.99’u oraninda saptanmistir.
Ancak bu yag asidi zeytin, aygicegi gibi bir ¢ok bitkide ylksek oranda
bulunmakta ve tuketilen yaglar iginde 6nemli bir yer tutmaktadir. Meyva
kabugunda en c¢ok bulunan ikinci yag asidi palmitik asittir. Kabukta % 23
oraninda bulunan palmitik asit, meyvada % 9 oraninda bulunmustur.
Palmitik asit BACTEC denen otomatize tiiberkiiloz kiiltiir(i sisteminde C**
ile igaretlenerek sivi besiyeri sistemine bir besin kaynagi olarak
eklenmektedir. Palmitik asit kullanimi sonucu ortama salinan COj'te
bulunan bu radyoizotop sayesinde okunan isima erken udreme sinyali
olarak sistem tarafindan algilanmaktadir. Hem oleik asit, hem de palmitik
asidin tuberkuloz basilinin uretilmesinde besin kaynagi olarak kullanildigi

bilinmektedir. Meyvada ikinci sirada en ¢ok bulunan yag asidi ise %37
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oraniyla linoleik asittir. Bu yag asidi meyva kabugunda % 9 oraninda
bulunmustur. Bu degerlerden anlagilacagr gibi meyva kabugu ve
meyva’nin yagd asitleri kapsami birbirinden farkliliklar gostermektedir.
Meyva kabugunda palmitoleik asit ve stearik asit % 3 civarlarinda
saptanmig diger yag asitleri ise hem meyva kabugu hem de meyvada % 1
ve altindaki degerlerde benzer bulunmustur. Bu ¢aligmalarda bulunan yag
asitleri kapsami diger ¢alismalarda bulunan yag asitleri kapsami Kafkas ve
arkadaslarinin buldugu yag asitleri kompozisyonuna uygun bulunmustur.
Ancak s6z konusu calismada oleik asit P.eurycarpa meyvasinda % 18
oraninda belirlenmigtir. Ayrica ayni g¢alismada %1 den az oranda
belirlenen heptadeonik asit bu calismada belirlenmemistir. Yag asitleri
tek tek ve birlikte besiyerlerine eklenerek Ureme hizina bir etki yapip
yapmayacaklari agisindan incelenmiglerdir. Ancak olgulen Greme zamani
bakimindan higbir yag asidinin tek bagina yada birlikte kullaniimasi dreme
zamanini kayda deger nitelikte etkilememigtir. Bu durum hipotezimizle
bagdasmamaktadir. Zira ortama konacak farkli yagd asitlerinin lipit
sentezinde birer oncll madde olarak kabul edilerek bakteri tarafindan
alinacagr ve bakterinin lipit sentezinde zaman kazandirabilecegi
disundlmustld. Ancak testler sonunda bu beklentiyi karsilayacak bir

sonuca ulagilamamistir.

Vitaminlerin metabolizmada vyaptiklari 6nemli gorevler
nedeniyle ortama konmalarinin Greme zamanina olumlu bir etki yapip
yapmayacaklari da degerlendirimek istenmigtir. Calismanin basinda
kurulan hipotezde bakteri uremesindeki gecikmenin lipid senteziyle iligkili
oldugu dusunuldigunden ortama yagda eriyen ve lipitsi yapida olan A, D,
E ve K gibi vitaminlerin etkisi arastirimak istenmistir. Bu nedenle
vitaminler tek tek ve birlikte, ayrica yag asitleri ile birlikte besiyerlerine
eklenmis ve etkileri incelenmigtir. Ancak vitaminlerinde tek tek yada birlikte

besiyerlerine eklenmesinin bakteri ireme zamanina kayda deger olumlu
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yada olumsuz bir etkileri olmamistir. Ayrica yag asitleri ile birlikte sisteme
eklenmeleri de Ureme zamani bakimindan olumlu bir sonug
saglamamistir. Literatir arastirmasinda bu konuda yapilmis ¢alismalara
rastlanmamistir. Ancak vitamin A’'nin tiberkilozda tedavi basarisini olumlu

etkiledigi ile ilgili bir calismaya rastlanmigtir.*2

Calismada Soxhlet ekstraksiyonu ile meyva ve kabugundan
elde edilen lipitlerden her biri ayri ayri ve ayrica ikisi birlikte besiyerlerine
eklenerek Ureme zamani Uzerine etkileri agisindan incelenmiglerdir.
Yapilan sonug¢ degerlendirmelerinde yaglarin bu sekilde kullaniimasinin

ureme zamanini anlamli dizeylerde hizlandiramadigi tespit edilmigtir.

LJ besiyerinde yapilan galismalarda kontrol suslari da dahil
olmak Uzere test edilen 40 mikobakterinin ortalama Ureme zamani 15.9
gun olarak saptanmigtir. Kabuktan ekstrakte edilen yagin eklendigi
besiyerlerinde bu lreme zamani 13.6 gun olarak belirlenmistir. Ureme
zamani acgisindan 2.3 gunlik bir avantaj sagladigi ve Ureme zamani
bakimindan istatistiksel anlamda bir zaman kisalmasi oldugu goézlenmigtir.
Ancak bu sartlarda kazanilan surenin yeterli bir avantaj saglayabilecegi
iddia edilemez. Her susun farkli treme zamani oldugu dusunulecek olursa
tiberklloz basilinin daha hizli Gretilmesi icin tatmin edici bir zaman
kazandirmamaktadir. Meyva yaglarinin eklendigi besiyerlerindeki ortalama
ureme zamani 15 gun olarak belirlenmigtir. Bu fark (0.9 gun) 6nemli
dizeyde gorulmemistir. Yine kabuk ve meyva yaginin birlikte kullaniimasi
ile reme zamani 14.1 gune kadar inmigtir. Fark dnemli bulunmus ancak 2
glinden daha dusuk goérilen bu zaman kazancida tatmin edici olarak
degerlendiriimemistir. Cankd Greme zamaninda elde edilmis bu 2-3 gunluk
daha erken Uremeler otomatize sistemlerde ve farkh besiyeri

uygulamalarinda saglanabilmektedir,10>-106-107. 108.110,111,113
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Bazi arastiricilar tUberkuloz besiyerlerine c¢esitli maddeler
koyarak mikobakterilerin Gremesinin hizlandirici etkilerini incelemiglerdir.
Ornegin Kotian ve arkadaslari besiyerine nikotin  eklediklerinde
mikobakterileri Gremesinin  azda olsa hizlandigini belirlemislerdir.**
Hedegecock ve arkadaslari ise besiyerine triton ekleyerek
mikobakterilerin daha hizli ve daha iyi Uremesini saglamiglardir. Triton
bulanik yag asitlerini ¢cozerek ederek yag asitlerinin toksik etkilerini
azaltmaktadir.*** Diger bir calismada mikobakteri hiicre duvar yapisinda
bulunan dusuk molekul agirhikh bir thiol olan mikotiol'in sentezleyemeyen
bakterilerin Greyemedigini belirlemislerdir. Bu madde besiyerindeki okside
edici ajanlar ve bazi antibakteriyel maddelerin etkisini azaltmaktadir. **
Buna karsilik bir cok dogal peptid, alkaloid, terpen, alken gibi maddelerin
besiyerlerinde  mikobakterilerin  Gremesi Uzerine olumsuz etkisi
bulunmaktadir.**® Bu calismada da etkisi incelenen karistirimis  yag
asitlerinin 6zellikle MBA’da bakteri Gremesini engelledigi gérilmastir. Bu
engelleme etkisinin genis yuzeyli besiyeri yluzeyine konan yag asitlerinin
oksijene maruz kalmasiyla ve uzun siire besiyerinin 37 °C de tutulmasina
bagl olarak oksitlenmesi ve bakterilere toksik etki yapmasina bagli olarak
gelistigi dusundlmustir. Ayrica bu lipidler atmosfer ve besiyeri yizeyi
arasinda bir film olusturarak bakterinin oksijen ihtiyacini karsilamasini
engellemis olabilir. Boylece aerop bir bakteri olan mikobakteri Grememis
olabilir. ileride yapilacak calismalarda ortama triton eklenerek bu

deneylerin tekrar edilmesi bu sakincalari ortadan kaldirabilir. ***

Bu calismada mikobakterilerin reme zamani LJ ve MBA
besiyerlerinde ayri ayri incelenmistir. Hi¢ bir katki maddesi eklenmemig
olan LJ ve MBA besiyerlerine incelenen 40 test bakterisi ekilmis ve
bunlarin Greme zamani kontrol Greme zaman olarak kaydedilmistir. Etkisi
incelenen maddelerin varligindaki belirlenen Greme zamani bu kontrol

ureme zamani ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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LJ ve MBA besiyerlerinde 40 test bakterisinin Ureme zamani
gun olarak ayri ayri belirlenmistir. LJ besiyerinde 40 susun Greme zamani
ortalamasi 15.9 gun olarak bulunurken MBA besiyerinde bu zaman 12.3
gun olarak bulunmustur. MBA besiyerinde tuberkuloz basilleri daha hizl
Uremektedir. iki besiyerindeki ireme zamani ortalamalari arasindaki fark
istatistiksel olarakta anlamli bulunmustur. MBA da mikobakterilerin daha
erken Uremesi surpriz degildir. Cunkl bu besiyeri seffaf bir besiyeridir. Bu
nedenle mikobakteri kolonileri daha erken fark edilebilmektedirler. Plakta
yapilan bu kalturlerin degerlendiriimesinde plagin altindan verilen 1s1g1n
ciplak goz, buyuteg yada kuguk buyitme ile mikroskopta incelenmesi ile
mikrokolonilerin fark edilmesi mimkin olmaktadir. LJ besiyeri ise seffaf
olmayan mat bir besiyeri oldugundan, koloninin geligtiginin anlasiimasi i¢in
mutlaka besiyerinden suruntu alinarak ARB ile boyanmasi ve incelenmesi
gerekmektedir. Seffaf  besiyerlerinde  Uremenin  daha  erken
belirlenebilecegi bilinse de LJ besiyeri tuberkiloz kuiltirinde MBA
besiyerinden daha sik kullaniimaktadir. Cinki MBA besiyeri kullaniminda
kaf kontaminasyonu ve besiyeri kurumasi gibi dezavantajlar s6z konusu

olabilmektedir.

P.eurycarpa’nin  meyva ve meyva kabugu ayri ayri
parcalanarak havanda su ile ezilmiglerdir. BoOylece suda ¢b6zunen
maddelerin suya gecisi saglanmistir. Perkolasyon yodntemi denen bu
ekstraksiyon iglemi sonunda elde edilen meyva ve meyva kabugu sulu
Ozutleri milipor filtrelerden gecirilerek steril hale getrilmislerdir. Daha sonra
elde edilen bu oOzutler tek tek ve birlikte LJ ve MBA besiyerlerine eklenmig
ve mikobakteri Uremesi Uzerine etkileri incelenmigtir. LJ besiyerinde 15.9
olan kontrol GUreme zamanina karsilik, kabuk 6zutlu varliginda 9.8 gunde,
meyva Ozutu varliginda 10.45 gunde ve her ikisinin karigimi varliginda 9.8
gunde ureme gergeklesmistir. Her Ug¢ kosulda da GUreme zamani kontrollere

gore istatistiksel olarak anlamli dizeylerde hizlanmigtir. Bakterilerde
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ureme zamani yaklasik 1/3 oranindan daha fazla kisalmigtir. MBA
besiyerinde kontrol Greme zamani 12.3 gun olarak bulunmusken, kabuk
Ozutd varliginda bu zaman 7.6 gline, meyva 6zUtu varhiginda 8.5 gun ve iki
Ozutun birlikte oldugu besiyerinde ise 7.8 gune dusmustur. Yine yapilan
istatistiksel degerlendirmelerde Ureme zamanindaki bu kisalma her ug¢

faktor iginde anlamli bulunmustur.

P.eurycarpa meyva ve kabugunda bulunan ve suda ¢ézliinen
maddeler mikobakterilerin daha hizli Uremesini saglamigtir. Her ki
besiyerinde  basarili  sonuglar alinmistir.  Calisma  planlanirken
P.eurycarpa’nin zengin lipit igeriginin mikobakteri Uremesi Uzerine olumlu
etki yapacagi beklentisi ile yola ¢ikilmistir. Ancak bu bitkinin lipit maddeleri
degil suda ¢ozinen maddeleri bu etkiyi gostermistir. Suda ¢bzunen
maddelerin genis ¢esitliligi distnuldiglinde neyin bu etkiyi saglayabildigini
sdylemek oldukca zor gortulmektedir. Zira suda proteinler, karbohidratlar,
vitaminler, kisa zincirli yag asitleri, mineraller kisacasi polar butun
maddeler ¢ozunmektedir. Bu anlamda elde edilen bu bulgu bir son degil

bir baslangi¢ olmaktadir.

Bu calismada LJ besiyerinde tlberkuloz basilinin ortalama
reme zamani 159 gun olarak saptanmistir. Anargyros ve
arkadaslarinin* yaptigi calismada tiiberkiiloz basillerinin ireme zamani
ortalama 25.5 gun olarak belirlenmigtir. Chien ve arkadaglar ise LJ
besiyerinde tuberkuloz basilinin ortlama zamanini 30.5 gun olarak
belirlemislerdir.’®® Bu farkin nedeni bu ve benzeri calismalarda
mikobakterilerin hastadan ilk izolasyonundaki zamani 6lctlmekteyken bu
caligmada daha Onceden duretiimis bakterilerin kullaniimig olmasidir.
Cunku ilk izolasyondan sonra pasajlarla bakteriler daha kisa zamanda

Uremektedirler.
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Mikobakterilerin daha hizli Uretiimesinde amaca ulasilimig gibi
gorulmektedir. P.eurycarpa’nin meyva ve kabuklarinin suda ¢dzunen
ekstraktlari alinarak ve besiyerlerine taze olarak eklenerek mikobakterilerin
klasik besiyerlerinde daha hizli Uretiimesi saglanabilir. Yada daha ileri
caligmalar ile bu bitkiye ait suda ¢ozunen ekstraktlarinin analizi yapilarak
mikobakteri Uremesini hizlandiran spesifik madde yada maddeler
bulunabilir ve bu maddelerin besiyerlerine eklenmesi ile mikobakterilerin

daha hizli tretilmesi saglanabilir.

Fotograflardan da anlasilacagi gibi seffaf bir besiyeri olan
MBA da ki uremeler incelendiginde P.eurycarpa meyva ve kabuk
ekstraklari mikobakterilerin daha hizli Uremelerini sagladigi gibi bakteri
kolonilerinin daha iyi gelismelerini sagladigi da gorulmektedir. Hemen
hemen butln suslarin Gremesinde saptanan bu 6zellik incelenen 6zitlerde
mikobakteri i¢cin bir Greme faktori oldugunun belirgin bir kanitidir.
P.eurycarpa O6zutlerinin diger bakterilerin Uremesine bir etkisi olup

olmadigi da incelenebilir.

Bu tip calismalar ile belki de ge¢ ve gu¢ Ureyen diger
bakterilerin daha hizli ve daha kolay uretiimesi saglanabilecektir. Bu
anlamda belki de besiyeri formullerine eklenebilecek ekonomik degeri olan

bir maddenin varliginin bulunmasinda ilk adim atiimigtir.
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6. SONUC

Bu calismada ikisi standart sus olmak Uzere 40 adet
M.tuberculosis complex olarak tanimlanmis mikobakteri susunun LJ ve
MBA besiyerinde ureme hizlar Uzerine bazi maddelerin etkisi
incelenmigtir. P.eurycarpa’da bulunan yag asitleri, bazi vitaminlerin ve
P.eurycarpa meyvasinin ¢oézunen 06zltlerinin incelenen mikobakterilerin

ureme hizi Uzerine etkileri incelenmisgtir.

P.eurycarpa meyva kabugunda 9 farkh vyag asidi,
meyvasinda ise 10 farkh yag asidi varligi saptanmistir. Bu yag asitlerinden
oleik asit ve palmitik asit gibi klasik besiyerlerine eklenen yag asitleri
disinda kalan yag asitleri tek baglarina veya birlikte besiyerlerine eklenmis
ve mikobakteri Ureme hizlarina etkileri degerlendirilmigtir. Bu yag
asitlerinin besiyerine eklenmesi ile mikobakteri tretiime hizina anlamli bir

etki yapmadiklari gdzlenmistir.

Yine besiyerlerine yagda ¢ozinen A,D, E ve K vitaminleri,
tek baslarina ve yag asitleri ile birlikte eklenmig ve etkileri incelenmistir.

Ancak vitaminlerin de Gremeyi hizlandirici bir etkilerine rastlanmamistir.

P.eurycarpa meyva kabugu ve meyvasinin suda ezilerek
filtrasyonla elde edilen iki farkli steril 6zutude LJ ve MBA besiyerlerine
eklenmis ve bunlarinda mikobakteri Ureme hizi Uzerine etkileri
degerlendirilmigtir. Her iki besiyerinde de kabuk 6zutu, meyva 6zutu ve
ikisinden elde edilen Ozutlerin karisiminin  eklenmesiyle mikobakteri
Uremesini 6nemli dlglide hizlandirdigi belirlenmistir. Ureme zamanindaki
kisalma 06zUt eklenmemis kontrol grubundaki Ureme zamanina gore

istatistiksel olarakta anlamli bulunmustur. Baska bir deyisle bu bitkiden
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elde edilen suda ¢dzunen ekstraktlarin mikobakteri Gremesini hizlandirici
etkileri belirlenmigtir. Bu 6zltler varliginda bakteriler ortalama olarak en az

% 35 oraninda daha erken uremiglerdir.

Alinan bu sonug, kulturle tuberkuloz tanisinin geg
konulmasiyla ilgili sorunlarin ¢ézimunde  6nemli bir adim olarak
degerlendirilmistir. Calisma planlanirken, bakterinin karmasik hticre duvar
lipid yapilari géz Onune alinarak, P.eurycarpa’nin zengin yag asitleri
iceriginin bakteriye Ureme zamani agisinda bir avantaj saglayabilecegi
disundlmustir. Ancak bitkide varligi saptanan yag asitlerinin ortama
katilmasiyla bdyle bir sonu¢ alinamamistir. Yag asitlerine destek
saglamasi igin eklenen vitaminlerin varliginda da mikobakteri tremesinde
anlamli bir hizlanma izlenmemigtir. Ancak bitkiden elde edilen suda
¢ozlnen 6zutlerin Uremeyi hizlandirma etkisi gugli bir sekilde izlenmistir.
Bu 6zitler hem Uremeyi hizlandirmis hem de besiyerlerinde daha iyi bir

ureme gelismesini saglamiglardir.

Alinan sonu¢ bu anlamda bir son degil bir baslangi¢ olarak
degerlendirilmigtir. Cunku beklendigi gibi farkli yag asitlerinin varliginda
uremeyi hizlandirici bir etki bulunmus olsaydi, o yag asidi yada yag
asitlerinin ortama eklenerek mikobakteri UGremesinin hizlandirilabilecegi
iddia edilebilecekti. Ancak suda c¢ozinen ozutler varliginda Gremenin
anlamli dlgude hizlandigi gorulmuastur. Bu dzutlerde bulunan hangi madde
yada maddelerin mikobakteri Uremesini olumlu etkiledigi su an igin
aciklanabilmis degildir. Suda ¢6ztinen maddelerin dokimua yapilacak
olursa c¢cok genis bir liste ortaya c¢ikmaktadir. Kisa zincirli yag asitleri,
proteinler, vitaminler, karbohidratlar, inorganik maddeler ve her turlu

polaritesi olan maddeler suda ¢6zinmektedirler. Bu nedenle bu ¢ok deger
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li etkiyi saglayan madde yada maddelerin daha ileri ¢aligmalarla ortaya
cikariimasini gerektiren bir sonuca ulagilimistir.

Sonu¢ olarak P.eurycarpa meyva ve kabugunun suda
¢cbziinen Ozutleri mikobakteri Ureme suresini yaklasik 1/3 oraninda
kisaltmaktadir. Bu 6zultlerin iginde bulunan etkili maddelerin belirlenmesi
ve mikobakteri Uretme besiyerlerine eklenmesi tuberkilozun Kkultir
yontemiyle tanimlanmasindaki gecikmeler ile ilgili sorunun ¢dézimunde
onemli bir adim olacaktir. Bu bulgu mikobakteri mikrobiyolojisi konusunda

bir ilk olma 6zelligini tagimaktadir.
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7. OZET

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Pistacia eurycarpa,
Loéwenstein Jensen, Middle Brook Agar, perkolasyon, soxhlet ektraktord,
gaz kromatografisi - kutle spektrometrisi, Ureme hizi, yagd asitleri,

vitaminler.

M.tuberculosis’in lireme hizina Pistacia eurycarpa’dan elde edilen

degisik oziitler’in ve bazi vitaminleri'in etkisinin incelenmesi

Bu calismada P.eurycarpa’dan soyutlanan farkli 6zutlerin ve
bazi vitaminlerin M.tuberculosis Greme hizi Uzerine etkileri incelenmistir.
P.eurycarpa meyva ve kabugundaki lipidler soxhlet cihazi ile ekstrakte
edilmis ve gaz kromatografisi-kitle spektrometrisi ile analizleri yapilmistir.
Meyva ve kabugun % 50’den fazlasinin lipitlerden olustugu anlagiimigtir.
gaz kromatografisi-kitle spektrometrisi yéntemi ile kabuk ve meyvada 9
yag asidi bulunmustur. En ¢ok saptanan yag asitleri oleik asit, palmitik asit,

ve linolenoik asit olmustur.

Lowenstein Jensen ve Middle Brook Agara meyva ve
kabuktan soyutlanan su ile ¢ézinen 6zutler, lipidler, A,D,E,K vitaminleri
ayrica gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi yontemi ile lipitlerde
belirlenen yag asitleri ayri ayri ve birlikte konularak 40 M.tuberculosis

susunun tUreme hizina etkileri incelenmistir.

LJ besiyerinde 40 susun ortalama ureme zamani 15.9 gun,
suda ¢ozinen meyva kabuk ozuti varliginda 9.8, meyva 6zuttnde 10.4 ve
meyva ve kabuk o6zltleri varliginda 9.8 gun olarak bulunmustur. Ayni
degerler MBA besiyerinde 12.3, 7.6, 8.5 ve 7.8 gln olarak belirlenmis ve
iki besiyerindede bu o0zltlerin bakteri Uremesini istatitistiksel acidan

anlamli duzeylerde hizlandirdigr gorulmustar.
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Diger yag asitlerinin, ayrica A,D,E ve K vitaminlerinin tek tek
ve karisimlarinin Ureme hizina degisik oranlarda olumlu yada olumsuz
etki yaptiklari ancak tatmin edici bir zaman kazanci saglamadiklari

gOrulmustar.

Sonug¢ olarak P.eurycarpa meyva ve meyva kabugunun
suda ¢dzUinmus 6zutlerinin M.tuberculosis GUreme zamanini en az Ugte bir
oraninda kisalttigi bulunmustur. Bu 6zitlerin icindeki etkili maddelerin
arastinimasi ve Dbesiyerlerine eklenmesinin M. tuberculosis Ureme
zamanini kisaltacagi, tuberkilozun daha erken tanimlanmasini ve spesifik

tedavisine daha hizli baglanmasini saglayacagi sonucuna variimistir.
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8.SUMMARY

Key words: Mycobacterium tuberculosis, Pistacia eurycarpa, Léwenstein
Jensen, Middle Brook Agar, percolation, soxhlet extraction, Gas
chromatography - mass spectrophotometry, growth time, fatty acids,

vitamins.

The investigation of the effects of various extracts obtained from
Pistacia eurycarpa nuts and certain vitamins on the growth time of

M.tuberculosis.

In this study various extracts obtained from P.eurycarpa and

certain vitamins on the growth time of M.tuberculosis have been analysed.

The lipids in the nut and shell portions of P.eurycarpa have
been extracted with a soxhlet device and the composition of the fatty acids
in the extracted lipid substance was analysed with gas chromatography —
mass spectrophometry techniques . It has been observed that more than
50 % of the nut and its shell portions were made up of lipids. Nine different
fatty acids were found in the nut and shell portions. The components
identified in the nuts and its shell oil are as follows: the major compounds
were identified as oleik acid, palmitic acid and linolenoic acid. In addition,
stearic acid, arachidonic acid, myristic acid, palmitoleik acid, linoleik acid
and eicosenoic acid were detected in less amounts. , the effects of various

extracts obtained.

The lipids and the water soluble extracts obtained from the
nuts and its shells, the vitamins A, D, E and K and also the fatty acids that
were found in these lipids determined by gas chromatography — mass

spectrophometry techniques were added separately and together on the
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surfaces of the Loéwenstein Jensen and Middle Brook Agar media. Their

effects on the growth time of 40 M. tuberculosis strains were investigated.

We observed that the average growth time of the 40 strains
in the LJ media in the presence of the nut shell soluble water extracts was
9.8 days, in the presence of the nut extracts 10.4 days, and in the
presence of the combination of the nut and shell extracts 9.8 days. On the
other hand, the average growth time of the 40 strains in the LJ media

without any of these additives was 15.9 days.

We found that all of water soluble extracts accelerated the
growth of the mycobacteria in a satistically significant manner in both
media. It has been observed that the other lipids, the fatty acids, and also
the vitamins A, D, E and K, individually or in combination, have various
effects on the growth time of the M.tuberculosis strains, however these

differences were not statistically significant.

In conclusion, we determined that the water soluble extracts
of P.eurycarpa nut and its shell significantly accelareted the growth of
M.tuberculosis. They shortened the growth time of M. tuberculosis at least
by a third. It has been concluded that, investigation of the potent
substances contained in these extracts and addition of these compounds
to the media used for the cultivation of M. tuberculosis will accelarate the
growth of these bacteria, and allow an earlier diagnosis and specific

treatment of tuberculosis.
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