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GIRIS

Tiberkiiloz (TB) tarihte bilinen en eski hastaliklardan birisi olup halen tiim
diinyada goriilen ve halk sagligini tehdit eden 6nemli bir sorundur. Giiniimiizde
sadece gelismekte olanlar degil gelismis tilkeler iginde ¢6ziilmesi gereken 6nemli
bir problemdir (1). Diinya Saghk Orgiitii (DSO) verilerine gére; diinya niifusunun
yaklasik 1/3’i Mycobacterium tuberculosis ile enfektedir. Bunun yani sira yilda 2
milyon insan hastalik nedeniyle hayatini kaybetmekte ve her yil 7-8 milyon yeni
tiiberkiiloz vakasi tespit edilmektedir.
Tiiberkiiloz diinyada en ¢ok mortalite ve morbiditeye yol a¢an hastalik olmasi
nedeniyle hastalikla miicadelede epidomiyolojik verilerin biiyiik 6nemi vardir.
Enfeksiyonun yayiliminin 6nlenmesi ve spesifik tedaviye gecikmeksizin
baslanmasi i¢in M.tuberculosis’in tanimlamasmin miimkiin olan en kisa siirede
yapilmas1 gereklidir. Human immunodeficiency virus (HIV) enfeksiyonlari
tiiberkiiloz’un yayilmasina onemli katki saglamaktadir. Enfeksiyonun yayilimimin
onlenmesi ve spesifik tedaviye gecikmeksizin baslanabilmesi igin M.tuberculosis
basili miimkiin olan en kisa siirede laboratuvar kosullarinda gosterilmelidir
Tiiberkiiloz’un tanisinda kullanilan geleneksel yaklasim, 6rneklerin asido-resistan
boyama (ARB) ile boyanarak mikroskobik incelenmesi ve etkenin Kkiiltiire
edilerek tanimlanmasidir. Geleneksel yontemler kullanilarak tiiberkiiloz basilinin
tespiti icin, ARB yonteminde mililitrede 5-10 bin basil, kiiltiir yonteminde ise
birkag basil olmas1 yeterlidir. Ancak kiiltiir yonteminde basillerin tireyerek gozle
goriliniir koloni olusturmalar1 3-4 hafta kadar siire almaktadir. Bu nedenle

tiiberkiiloz tanisinda geleneksel yOntemlerin yaninda bunlar1 tamamlayan



duyarliligr ve 6zgulligi yiliksek, cabuk sonug¢ veren, uygulamasi kolay, pahali
olmayan molekiiler tan1 yontemleri gelistirilmistir. Molekiiler tani1 yontemi olarak
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve PZR’1in modiye edilmesiyle birgok niikleik
asit esasli molekiiler yontemler gelistirilmistir. Gliniimiizde, klinik 6rneklerden
M.tuberculosis varhigmi arastirmak, kiiltiirde iireyen mikobakterileri tiir diizeyinde
tanimlamak ve tiiberkiiloz ilaclarma kars1 direncle ilgili mutasyonlarin tespit
etmek icin NAA (Niikleik Asit Amplifikasyon) ve prob-hibridizasyon yontemleri
siklikla kullanilmaktadir (2).

Tiiberkiilozun mortalite ve morbiditesinin yiiksek olmasi, toplumsal sosyo-
ekonomik diizeydeki kotiiye gidis, beslenme ve barmma kosullarinin kotiilesmesi,
Human immunodeficiency virus (HIV) gibi immun yetmezlik sendromlarinin
yayginlagmasi, hastaligin takip ve tedavisindeki aksakliklar, seyahat kosullarmin
kolaylasmasi nedeniyle hastalardan direk bulasin ve direngli olgularin artmasi
nedeniyle tiiberkiiloz’un erken tani ve tedavisi biiyiik 6nem arzetmektedir.

Molekiiler yontemlerden DNA dizi analizi rifampisine direng olusturan
rpoB gen bolgesindeki olusan mutasyonlarin saptanmasinda, mikobakterilerin tiir
diizeyinde tanimlanmasinda, tiiberkiiloz tedavisinin dogru ve etkili yapilmasinda
hizl1 ve giivenilir bir tan1 yontemidir.

Bu caligmada hastanemize bagvuran tiiberkiiloz pozitif hastalarin akciger
ve/veya akciger disi klinik orneklerinden kiiltiir sonras1 elde edilen DNA’larin,
DNA dizi analizlerinin yapilarak rifampisine karsi diren¢ olusturan rpoB gen
bdlgesindeki mutasyonlar1 gostermek, varsa yeni olusan mutasyonlari tespit etmek

ve rifampisin diren¢ oranmi saptamak amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

Tarihteki en eski hastaliklardan biri olan tiiberkiiloz, tiim diinyada halk
saghigint tehdit eden 6nemli sorunlardan biridir. Misir ve Giiney Amerika’da
5000-7000 yi1l oncesine ait mumyalarda M.tuberculosis izlerine rastlanmustir.
Mycobacterium bovis’in hayvanlardaki varligina ait kanitlar insanlardakinden gok
daha eski olup, giiniimiizden 17000 y1l &nceki bizonlara aittir (3). Insanlarda en
stk hastalik yapan Mycobacterium tiirii, tiiberkiiloz hastaligmin etkeni olan
Mycobacterium tuberculosis dir. Mycobacterium cinsi i¢inde 130’dan fazla tiir

vardir (patojen, saprofit, apatojen tiirler) (4).

1.5 Mikobakterilerin siniflandirilmasi

Mycobacterium cinsi Mycobacteriaceae ailesinin tek iiyesi olup, diger
mikolik asit iceren cinsler ile iligkisi vardir. Mikobakterium tiirlerinin yiiksek
G+C igerikleri (M.leprae hari¢), diger mikolik asit iceren Gordonia,
Tsukamurelle, Nocardia, Rhodococcus ve Corynabacterium tiirleri gibidir (11).
Mikobakteriler genel olarak hizli ve yavas lireyenler olmak {izere ikiye ayrilirlar.
1950’ lerin sonuna dogru, Ernest Runyon, M.tuberculosis ve M. bovis digindaki
mikobakterileri, tireme hizlarini, pigment iiretimlerini ve koloni morfolojilerini
temel alarak, fotokromojenler, skotokromojenler non fotokromojenler ve hizli

tireyenler olarak 4 grupta siiflandirmastir.



M.tuberculosis kompleks (MTBC) disindaki mikobakteriler MOTT (mycobacteria
other than M.tuberculosis ) olarak isimlendirilir (4).

Patojen tiirlerin en Onemlisi Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC)
olarak tanmimlanan (M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum, M.microti, M.canetti)
tirtidiir. M.tuberculosis kompleks (MTBC) deki farkli bakteriler genetik olarak

>%95 DNA-DNA homolojisi gosterirler (6,4).

1.2 Morfoloji

Mikobakteriler aerop, sporsuz, hareketsiz, 0.2-0.6 um eninde ve 1-10 pm
boyunda, diiz veya hafif kivrik basillerdir. Hiicre duvarlar1 diger bakterilere gore
daha kalin ve yiiksek oranda lipid igerir. Hiicre duvarinin dis kisminda 60-90
karbonlu uzun ve dalli yag asitlerinden olusan ve bakteriye hidrofobik 6zellik
kazandiran mikolik asit denilen yapi bulunur. Distan ice dogru, mikolik asit,
arabinogalaktan ve peptidoglikandan olusan bu saglam yapi bakteriyi zirh gibi
sarar. Bu kalin hiicre duvari, mikroskobik inceleme amaciyla uygulanan bir ¢ok
boyanin hiicre i¢ine gecisini engellemesi yaninda mikobakterileri giiglii asit ve
bazlara, bircok toksik kimyasallara, antibakteriyellere karsi korur. Hiicre
duvarmin yapisindaki mikolik asit karbon fuksini tutulmakta ve asit alkolde
karbon fuksini birakmamaktadir. Bu nedenle asido rezistan basil denilir. Aside
direngli boyanma 6zelliginden duvar yapisindaki mikolik asit sorumludur (4). M.
tuberculosis kompleks iiyeleri hiicre duvarmdaki trehaloz-6-6-dimikolat (kord
faktorii) maddesi varhigna bagh olarak sivi besiyerinde uzun kordonlar olusturur.

Viriilan olmayanlarda ve MOTT’da ise kort faktorii bulunmaz (56, 4).



M. tuberculosis’in Hiicre Duvarinin Sematik Goriiniimii
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1. 3 Kiiltiir Ozellikleri

Genel olarak ilk izolasyonda ¢ogu tiir 37°C’de karanlikta, %5-10 CO,
varliginda ve nemli ortamda iyi trer. Fakat optimal sicaklik bazi tiirlerde
(M.ulcerans, M.marinum, M.haemophilum) 30-32°C, bazilarinda (M.xenopi)
42°C’dir. Koloni morfolojisi tiirler arasinda biiyilik degisiklikler gosterir. S tipinde
(M.avium intracellulare), R tipinde (M.tuberculosis) veya ikisinin arasinda
olabilir. Kolonilerden etrafa dogru yayilmis dallanan, filament6z yapilar seklinde

goriilebilir (M.xenopi) (57).
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M. tuberculosis gliserinli besiyerinde (3 haftada) yiizeyde kalinca bir zar
olusturarak, yumurtali ve kat1 besiyerinde ise 2-3 haftada hizlica {irerler.
Besiyerine konan gliserol tiremeyi hizlandirir. Kiiltiirde M.tuberculosis kolonileri,
diizensiz, yiizeyleri piirtiikli, kuru, sigilimsi goriinimli, kirli beyaz, bazen
sarimtirak renktedirler.

M. bovis, yumurtali kat1 besiyerinde daha yavas tirerler (4-8 haftada
disgonik tireme). Gliserollii besiyeri iiremelerini giiglestirir, bu nedenle geg
onceleri yiizeyde zar yaparak sonralar1 dipte c¢okelti yaparak iirerler. Eger
yumurtali, kat1 besiyerine gliserol yerine piruvat kullanilirsa tireme stimiile edilir.
Yumurtali besiyerinde kiigiik, yuvarlak, diizgiin, hafif kabarik, nemli,
beyazimtirak  koloniler olustururlar  fakat pigment yapmazlar. Diger
M.tuberculosis kompleks iiyelerinin tersine indirgenmis oksijenli ortamda daha
1yi iirerler.

M.africanum daha ¢ok M.tuberculosise benzer sekilde yumurtali
besiyerinde mat, R tipi koloni olustururlar (7).

Bazi tiirler mikroaerofilik sartlarda daha iyi tirerken bazilar1 diisiik oksijen
konsantrasyonlarma tahammiil edemez. Mikobakterilerden bir kismi pigment
uretirken (kromojen), diger bir kismi pigment olusturmazlar (nonkromojen).
Pigment tiretimi yalniz 1s1kli ortamda (fotokromojen), hem g1kl hemde karanlik
ortamda (skotokromojen) olabilir. Genellikle mikobakterilerin boliinme zamanlari
uzun olup, bu siire tiirden tiire degisiklik gosterir. Ozellikle patojen tiirlerde {ireme

zamani uzun, asit alkole direngleri fazla, iireme sicakliklar1 siirlidir (4).
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M. tuberculosis’in primer izolasyonunda hem sivi hem kati besiyeri

kullanmalidir (26).

1-4 Epidemiyoloji

Kiiresel ve ulusal olarak oncelikli halk saglig1 sorunu olan tiiberkiiloz
diinyada en yaygin ve eriskinlerde HIV/AIDS den sonra en sik 6liime neden olan
enfeksiyon hastaligidir. Tiiberkiiloz’un toplumdaki yayilimini izlemek i¢in en iyi
epidemiyolojik veri, enfeksiyon riskinin yillik degisim miktaridir (9).

Tiberkiiloz Diinya saglik orgiitii verilerine goére her yil 700.000 kisi
tiberkiiloz nedeniyle 6lmekte ve her yil 9 milyon yeni tiiberkiiloz olgusu
saptanmaktadir. Olgularin %75°1 ekonomik olarak iiretken yastadir. Tiiberkiiloz
olgularinin %95°1 ve tiiberkiiloza bagh dliimlerin %981 gelismekte olan tilkelerde
goriilmektedir. Degisik toplumlarda tuberkiiloz enfeksiyonu ve hastaligin
Ozellikleri son derece heterojendir. Bu nedenle hastaligin epidemiyolojisini
anlamak tiiberkiiloz’un tanisinda, korunma ydntemleri ve rasyonel tedavilerin
gelistirilmesinde hayati dnem arzetmektedir (9,3).

Tiiberkiiloz epidemiyolojisinin temel amaglari, risk altindaki topluluklari
tanimlamak, enfeksiyonun yaygmligini ve toplumdaki etkilerini tespit etmek,
enfeksiyonun zaman i¢indeki degisimlerini, cografik dagilimimni, kaynak ve bulag
mekanizmalarini belirlemek olarak sayilabilir (8).

Tiiberkiiloz esas olarak bir akciger hastalig1 olup, tiiberkiiloz basilinin en

onemli bulas yolu inhalasyondur. Enfeksiyon aktif tiiberkiilozlu hastalarin
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Okstirmesi ve hapsurmasi sonrasi etrafa sacilan damlacik partikilleriyle
olusmaktadir. Bunun disinda basiller sindirim sistemi, deri, lirogenital sistem,
konjuktiva ve emzirme yoluyla bulagabilmektedir.

Diinya saghk oOrgiitiiniin 2005 verilerine gore diinyadaki tiiberkiiloz
hastalalarinin 3.5 milyonun balgam yaymasmin pozitif oldugu ve ayn1 yil diinyada
1.6 milyon kisinin tiiberkiilozdan hayatini kaybettigi bildirilmistir.Yine ayn1 y1l 8
milyon yeni tiiberkiiloz hastasi tespit edilmistir. Diinyadaki tiiberkiiloza bagl
Olimlerin %80’1 22 gelismekte olan, % 28’1 Afrika iilkelerinde goriilmistir.
Gelismekte olan iilkelerde Onlenebilir Sliimlerin %25’ini tiiberkiiloz nedeniyle
olusturmaktadir. Dilinyada her giin yaklasik 5000 kisi tiiberkiilozdan 6lmektedir.
Gegtigimiz 80 yilda ekonomik olarak gelismis toplumlarda hastalik giderek
azalma gostermistir (3). Ancak 1985°den sonra tiiberkiilozlu hasta sayisi tekrar
artmaya baslamistir. Bunun nedeni goglerin artmasi, sosyo-ekonomik kosullarin
bozulmasi, beslenme barmma kosullarinin kotiilesmesi, hastalarin takip ve
tedavisindeki ihmaller, devletlerin yanlis saglik politikalar1 ve o6zellikle belli
bolgelerdeki HIV vakalarindaki artis olarak gosterilmektedir. HIV pozitif hastalar
tiiberkiiloza olduk¢a duyarhdirlar ve normal popiilasyona oranla tiiberkiiloz
enfeksiyonuna yakalanma riski 20 kat daha fazladir.

Ulkemiz tiiberkiilozun hafif orta siklikta goriildiigii cografyada
bulunmaktadir. Ulkemizde tiiberkiilozla miicadele 1950 yilindan itibaren ciddi
sekilde yapilmis olup, tiiberkiiloz mortalitesi 262/100.000 iken, bu oran 2000
yilinda 1.6/100.000’e diismiistiir. Ulkemizde tiiberkiiloz vaka insidansi 2005

yilinda 26/100.000 olup, bu insidans giderek azalmaktadir (9). DSO’niin hedefi,
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2015 yilinda tiiberkiilozlu yeni olgunun goriilmemesi ve 2050 yilinda ise

tiiberkiiloz hastaliginin ortadan kaldirilmasidir.

1-5 Tiiberkiiloz ve HIV/AIDS Hastahg iliskisi

Enfekte ettigi insanlar1 soldurarak, eriterek 6ldiirdiigii i¢in gecmiste Beyaz
Veba olarak adlandirilan tiiberkiiloz insanlik tarihi kadar eski bir hastaliktir (3).
Kazanilmis Immun Yetmezlik Sendromu (AIDS) ise 1981 yilinda tanimlanmais, bu
hastaligin etkeni olarak 1983°de virus izole edilmis ve etken HIV (Human Immun
Deficiency) olarak adlandirilmstir(12). 1980°1i yillarm sonuna gelindiginde AIDS
hastaligindaki artisa paralel olarak tiiberkiiloz insidansinda da hizli artis
gbzlenmistir(13). Tiiberkiiloz aslinda korunulabilen ve tedavi edilebilen bir
hastalik olmasina ragmen, AIDS’li hastalarda en 6nemli mortalite ve morbidite
nedeni olmustur. Yalmiz M. tuberculosis’le enfekte kiside 6mrii boyunca
tiiberkiiloz hastasi olma riski %210-20 iken, HIV ile ko—enfeksiyon oldugunda risk
yillik %10°a yiikselmektedir. Ozellikle egitimin yetersiz oldugu az gelismis ve
gelismekte olan tilkelerde, hastaligin kontrolii zorlagmustir. M.tuberculosis ve HIV
ile koenfekte olan bireylerde latent tiiberkiilozun endojen veya ekzojen olarak
aktiflesmesi artmaktadir. HIV enfekte kisilerde firsat¢t enfeksiyonlar geg
donemde goriilmesine ragmen tiiberkiiloz hastaligi herhangi bir donemde
goriilebilir (14). HIV hem CD4 T lenfositleri hem de makrofajlar1 enfekte ederek
bu hiicrelerin sayisinin azalmasina ve fonksiyonlarinin bozulmasina sebep olur.

CD4 T lenfositlerden salgilanan interferon-y iiretiminin bozulmasi sonucu
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makrofaj fonksiyonlarini bozarlar. HIV makrofajlardan salgilanan TNF-a (Tumor
Necrosis Factor alfa)’yr azaltarak ve NK (Natural Killer) hiicre aktivasyonunu
yavaglatarak graniilom olusumunu engellerler. M.tuberculosis ise HIV
enfeksiyonunun gidisini hizlandirir ve viral yikii arttirir. Bunun nedeni
muhtemelen M.tuberculosisin TNF-a artisina neden olmasidir. Genellikle goriilen
klinik yetigkin tip post primer tiiberkiiloz formuna benzemektedir. En sik goriilen
ekstrapulmoner lokalizasyonlar plevra ve lenf nodlaridir (14).

HIV enfekte bir hastada tiiberkiiloz tanisini koymak oldukg¢a zordur.
Cinki tiberkiilozun nonspesifik semptomlar1 olan ates, halsizlik, gece terlemesi
ve kilo kayb1 AIDS hastalarinda da goriilmektedir. Ayrica balgam yaymalarinda
ARB negatifligi TDT (Tuberkiilin deri testi) negatifligi ve akciger grafisinde
atipik bulgular siktir. Afrika’da HIV enfeksiyonu ile birlikte olan tiiberkiiloz
tikenmeyle karakterize “slim hastalig1” olarak tanimlanir. HIV enfekte kisilerde
birgok firsat¢1 enfeksiyon goriilir. Bunlardan birisi, M.avium intracellulare
complex ile olusan enfeksiyonlar olup tiiberkiiloza benzer bulgularla seyreder (3).
HIV ile enfekte 36.1 milyon kisinin 1/3’inin ayn1 zamanda tiiberkiiloz
enfeksiyonu ile de enfekte oldugu DSO tarafindan saptanmustir. Latent

tiiberkiilozun bilinen en giiglii risk faktori, HIV ile koenfeksiyondur (44,53).
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1.6 Mikobakteri Tiirleri ve Klinik Ozellikleri

1.6.1 Mycobacterium tuberculosis kompleks(MTBC)

Mycobacterium tuberculosis, M.bovis, M.africanum ve M.microti, M.
canetti, M.pinnipedii tiirlerinden olusmaktadir ve yapilan DNA hibridizasyon
caligmalar1 sonucunda MTBC iiyelerinin >%95 ortak DNA-DNA homolojisi
gosterdikleri tespit edilmistir. Bir hayvan patojeni olan M.microti disindaki suslar
insan1 enfekte edebilirler. Giiniimiizde yapilan M.tuberculosis’ in tim genomunun
kullanildig1 karsilastrmali genomik ¢alismalarda, MTBC’in diger iiyelerindeki
eksik genom bolgeleri hakkinda yeni bilgiler saglamistir. Mikobakterilerin tiir
seviyesinde tanimlamasi, epidemiyolojik, halk saglig1 ve dogru tedavi segenekleri
acisindan Onemlidir. MTBC’de yer alan tiirlerin tanimlanmasinda fenotipik
yontemler yaninda, ileri molekiiler teknikler sayesinde belirlenen genotipik
Ozelliklerden yararlanilmaktadir. Bu kompleks iiyeleri aralarinda yiiksek
derecedeki homolojiye ragmen, hem fenotipik 6zelliklerinde hem de 6zel DNA
bolgelerinde yiiksek seviyede polimorfizm gosterirler. Son yillardaki molekiiler
yontemlerdeki gelismeler sayesinde M.tuberculosis genomunun  genetik
polimorfizmini saptamada IS elementlerinden 1S6110 en degerli belirteglerden
biridir (3,6).

M.bovis sigirlar, kopekler, domuzlar, bazi av kuslari1 ve insanlarda hastalik
olusturur. M.bovis tiirlerinin ¢ogunda pirazinamide karsi dogal direng soz
konusudur. M.tuberculosis kompleks iiyelerinin ¢gogunun tersine M.bovis tiirleri

indirgenmis oksijenli atmosferik kosullarda c¢ogalabilirler. Diinyanin bir¢ok
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bolgesinde M.bovis basillus calmette-querin  (BCG) hala as1  amacgh
kullanilmaktadir.

M.africanum, tropikal Afrika’da insanda hastalik etkenidir Ve
M.tuberculosis’in gen dizilerindeki delasyon sonucu olusmustur. Kolonileri
M.tuberculosis e benzer, biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri M .tuberculosis ile
M.bovis arasinda yerlesmistir.

M.microti tarla ve kir faresi gibi kemirgenlerden izole edilir ve kobaylarda,
tavsanlarda, lamalarda, kedilerde ve diger sicak kanli hayvanlarda dogal olarak
kazanilan tiiberkiiloza neden olurlar. Immiin-kompetent ve immiin-siipresif
insanlarda tiiberkiiloz etkeni olarak izole edilmistir. Boyanmis yaymalarda ay
¢oregi gibi bir morfoloji gdsterir ve normal olarak kiiltiirde tiremezler.

M.canetti'nin biitin M.tuberculosis kompleks {iyelerinin atasi oldugu
sanilmaktadir. Dogu Afrika’daki ilk insanlarla ayni zamanda ortaya ciktigi ve
kendi insan konaklariyla birlikte uzun bir siire igerisinde evrim gegirdikleri
diistiniilmektedir. M.canetti ‘nin bir ¢ocukta lenfadenite ve HIV (+) bir hastada
jeneralize tiiberkiiloza neden oldugu bildirilmistir.

M.pinnipedii, M.tuberculosis kompleksin yeni bir {yesidir. Yiizgeg
ayaklilarda, kobaylarda, tavsanlarda ve muhtemelen sigirlar ve insanlar i¢in
patojendir. Fok balig1 basilleriyle olusan enfeksiyonlar lenf nodlarinda,
akcigerlerde, plevra ve dalakta graniilomatéz lezyonlarla kendini gosterir ve

yayilma egilimindedir.
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1.6.2 M. avium intracellulare kompleks (MAC)

Bu grupta M.avium ve M.intracellularenin tiirleri bulunur, fenotipik olarak
ayirt edilemezler ancak genotipik olarak hiicre duvar glikoproteinlerine gore 28
farkli alt tiire ayrilirlar. MAC, ABD ve bir¢cok gelismis iilkede en sik hastalik
etkeni olan MOTT tiiriidiir. Insandan insana bulas gosterilememistir (54). MAC
organizmalari, sudan, topraktan, bitkilerden ve c¢evresel etkenlerden izole
edilebilirler. Genel olarak bu mikroorganizmalarin patojeniteleri diisiiktiir.
Onceleri kiimes hayvanlarinda ve domuzlarda enfeksiyon yaptigi diisiiniilmiis
ancak 1940’lardan sonra immunkomprese hastalarda tiiberkiiloz benzeri
infiltrasyonlar, nodiiler bronsektazi, nodiiller ve infiltrasyonlar seklinde farkl
klinik tablo olusturdugu gorilmistir. AIDS pandemisi nedeniyle MAC,
insanlarda hastalik yapan en sik tiiberkiiloz dis1 mikobakteridir. MAC; AIDS
hastalarinda, kistik fibrozisli geng¢lerde, 1-5 yasindaki ¢ocuklarda enfeksiyon
etkenidir ve 1-5 yas grubundaki gocuklarda lokalize lenfadenitin 6nde gelen
sebebidir. AIDS’li olmayanlarda MAC enfeksiyonlar1 seyrek olmasma karsin
AIDS’li hastalarda son derece yaygmdir. MAC organizmalar1 heterojen koloni
morfolojileriyle iyi bilinirler; parlak beyazimsi ve saydam koloniler olustururlar.
M.avium ve M.intracelliilare DNA problarinin kullanilmasi, 16s rRNA gen
dizileme ve 65-kDa 1s1 sok protein restriksiyon enzim paternlerinin analizi gibi
genetik yontemlerle kolaylikla ayirt edilebilir. AIDS’li hastalarindan izole edilen
MAC organizmalarinin %90’indan fazlas1 M.aviumdur (6). MAC kompleksi
icinde yer alan M.paratuberculosis, M.lepraemurium ve M.silvaticum tiirlerinin

ise M.avium 'un alt tiirleri olarak kabul edilmektedir. M.avium paratuberculosisin
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kesin  olmamakla beraber Chron hastaligi ile iligskili olmasindan

siiphelenilmektedir. M.avium silvaticum gevis getiren hayvanlarda zorunlu

patojendir (Johne Hastalig).

1.6.3 M.kansasii

ABD ve birgok lilkede MOTT i¢inde akciger hastaligi yapan MAC’tan
sonra ikinci organizmadir. M.kansasii nin yaptig1 akciger hastaligi, ingiltere ve
Gliney Amerika’da maden is¢ilerinde yaygm olup MAC’a bagh akciger
hastaligindan kemoterapiye daha iyi yanit vermesiyle ayrilir (15,16,17). Klasik
tiiberkiiloza benzeyen kronik pulmoner hastalik M.kansasii enfeksiyonlarmin
en yaygin seklidir ve siklikla iist loblar1 tutar. Ekstra pulmoner enfeksiyonlar
nadirdir ve genellikle c¢ocuklarda lenfadenit, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, kas-iskelet hastaligini igerirler. M.kansasii enfeksiyonlar
hiicresel immiiniitesi ciddi sekilde bozuk olan hastalar veya AIDS’li hastalar
disinda nadiren yayilma gosterir. M.kansasii 'nin molekiiler ¢alismalar sonunda
hepsi insanlarda hastalik olusturabilen 5 genotipi tanimlanmistir (15,18,19).
Kat1 besiyerinde 35°C’de 2-3 haftada iireyen fotokromojenik bir mikobakteri

turtidiir, klasik antitiiberkiiloz ilaglara duyarlidir.

1.6.4 M.ulcerans
Bugiin M.ulcerans enfeksiyonu tiiberkiiloz ve lepradan sonra insanlarda en
stk goriilen 3. mikobakteri kokenli hastaliktir. M.ulcerans, durgun sularin

altinda ¢amurun iginde tireme egilimindedir. Tipik olarak alt ekstremitelerde,
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daha Once travmaya ugramig bolgelerde, deri altinda agrisiz bir sislik olarak
baslar, nekrotik ilserasyonlar gelisir (Buruli {ilseri) ve osteomyelite neden
olabilir (22). M.ulcerans gliserollii L-J besiyerinde iyi iirer, azalmig oksijen
basinct BACTEC 460 sisteminde saptanma oranini artirir (20-21). Kati
besiyerinde 32°C’de birkag haftalik inkiibasyon sonrasinda iireyen ve
kromojenik olmayan bir mikobakteri tiiriidiir. Izoniazid ve etambutole direncli,

rifampin, streptomisin, kanamisin ve sikloserine duyarlidir (4).

1.6.5 M.marinum

Genellikle biitiinliigli bozulmus derinin kontamine su ve su {iriinleriyle
temas1 sonrasinda, Ozellikle ekstremitelerde goézlenen graniilomatdz deri
lezyonlarina neden olurlar. En tipik goriiniimii bir ekstremiteye smirli
genellikle dirsek, diz ayak ve el parmaklarinda tek bir papiilonodiiler lezyondur
ve inkiibasyondan 2-3 hafta sonra verrikoz veya iilsere lezyonlar gelisir
(16).Ytlizme havuzu graniilomlarmin en 6nemli etkenidir. 35°C’de liremezken
25-32 °C’de en iyi trer. M.marinum fotokromojendir, insanda ve balik
izolatlarindaki farkliliklar 16S r-RNA hsp65 genlerinin sekans analizleri ile
gosterilmistir. Bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde disseminasyon, sinovit

ve osteomyelit yaptig1 bildirilmistir (23).

1.6.6 M.simiae

M.simiae ilk olarak 1965’de maymunlardan izole edilmistir. M.simiae

niyasin sentezler ve fotokromojenite agisindan testler yayilmadan dogru tani
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konulamaz. Isik altinda pigment iiretimi test edilmezse M.tuberculosis olarak
yanlis olarak tanimlanabilir. Osteomyelit, kronik akciger enfeksiyonlari,
dissemine hastalik gibi klinik formlar1 nadirdir. Duyarliligin degisken olmasi ve

cogul ilag direncine sahip olmasi nedeniyle tedavi basarisi diisiiktiir (23,15,16).

1.6.7 M.szulgai

[Ik olarak 1972de farkli bir tiir olarak tammlanmstir. Diinyada yaygin
olmasma ragmen dogal rezervuar1 bilinmemektedir. Hastalik genellikle orta
yaslarda kronik pulmoner hastalik seklinde seyreder. Ancak nadiren servikal
adenit, kutanéz lezyonlar, tenosinovit, osteomyelit, bursit etkeni olabilirler
(15,16,24). AIDS’li hastalarda ve immun Yyetmezlikli hastalarda yaygin
enfeksiyonlar gosterirler. 16Sr-RNA gen dizi analizleri sayesinde M.
malmuense ile yakin akraba oldugu tespit edilmis olup, ayrimlar1 basittir.
M.szulgai; 37°C’de iiretildiginde skotokromojen, 25°C’de iiretildiginde ise
fotokromojen 6zelliktedir. Rifampin, streptomisin ve etambutol kombine

tedavisine iyi cevap verirler (3).

1.6.8 M. haemophilum

M. haemophilum ilk olarak1978’de Hodgkin’li hastada tespit edilmistir.
M. haemophilum diisiik 1s1da (30°C’de) enfeksiyon olusturan nonkromojen bir
basildir. Uremek igin ferrik amonyum siilfat veya hemin’e ihtiyag duyan tek
tirdiir. Bu nedenle ¢ikolatamsi agarda iyi trerler. %10 CO;, ortamda 1-8

haftada iirerler. Klasik klinik tablolari, yaygin olarak ekstremitelerde kiime
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yada c¢oklu deri lezyonlar1 seklindedir ve apse, fistiil, selliilit, osteomyelite
ilerleyebilir. En sik goriilen formu deri ve yumusak doku enfeksiyonlaridir

(3,16).

1.6.9 M.malmoense

Ilk olarak 1977°de izole edilmistir. Bu tiir genellikle toprak ve suda
bulunur ve c¢ocuklarda servikal lenfadenit, eriskinlerde kronik pulmoner
hastalik seklinde klinik tabloya neden olurlar. Eriskin akciger enfeksiyonlar

pnomokonyozlarla iligkilidir (15,16).

1.6.10 M. xenopi

M. xenopi tiirii optimal 1s1s1 45°C’dir dolayisiyla termofilik basillerdir.
Kuslar dogal rezervuarlaridir. Hastanelerde su depolarindan ve musluk
sularindan izole edilebilirler. Nasokomiyal enfeksiyonlar ve kronik akciger
hastaligimmin olusmasinda altta yatan predispozan nedenlerin bulunmasi
onemlidir. Immun yetmezlikli hastalarda, septik artrit, spondilit gibi

ekstrapulmoner enfeksiyon yapabilir (25).

1.6.11 M.gordonae

M.gordonae mikrobiyoloji laboratuarlarinda en ¢ok karsilasilan
nonpatojen tiirdiir. M.gordonae ile enfekte kisilerde yapilan klinik
arastrmalarda, bu mikroorganizmanin immun sistemi baskilanmis kisilerde

dahi patojen olmayan koloniler yaptig1 gosterilmistir. M.gordonae tween 80’1 5
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giinde hidrolize eder. Ozel mikolik asit profiline sahiptir ve pirazinamid,
nikotinamidi hidrolize edebilir. Son zamanlarda nadirde olsa menenjit,

peritonit, hepetit ve akciger enfeksiyonlarna sebep oldugu bildirilmektedir (3).

1.6.12 M. scrofulaceum

M. scrofulaceum 1980’lere kadar ¢ocuklarda servikal lenfadenitin en sik
sebebiydi. Bu tarihten sonra onceligi MAC enfeksiyonlarina birakti.
M.scrofulaceum, MAC ile antijenik yapi, ilag duyarliligi ve klinik tablo
benzerligi nedeniyle bir siire birlikte anilmaya baglandi. Bakteri viicuda oral
olarak alinmakta, basta lenfadenit lomak {izere, akciger enfeksiyonu, kemik ve
yumusak doku enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Hastaligin seyri kisinin
immun sistemi ve diger hastaliklarin eslik edip etmemesine baghdir (3,15).
Toprak ve su kaynakli bu bakteriler, 25-37°C’de 4-6 haftada iirerler.

Tedavilerinde eritromisin ve sulfanamidler etkilidir (3).

1.6.13 M.shimoidei

IIk olarak 1988°de kaviter akciger lezyonunda tammlanmstir. Tek 16S
rRNA gen dizisi ve 16S-23S RNA gen spacer bolgesi sayesinde kesin olarak
tanmimlanabilir. Biyokimyasal olarak M.terrae komplekse benzer ve bunlardan
katalaz, B galaktozidaz testleriyle ayrilabilir. Bunlar 45°C’de iireyen termofilik

bakterilerdir (27).
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1.6.14 Hizh Ureyen Mikobakteriler (RGM)

l. M.fortuitum grup

I. M.chelonae/abcessus grup

1. M.smegmatis grup

Bu grubun 6nemli 6zelligi mikolik asit olarak bilinen uzun zincirli yag
asitlerinin bulunmasi, ilk izolasyonlarinda kat1 besiyerleri icinde yedi giin
icinde gozle goriliir koloni olusturmalari, 3 giin veya 2 hafta igerisinde
arilsiilfataz aktivitesi gostermeleri ve pigmentasyonlarinin olmayisidir.(29). Bu
grupta en fazla izole edilenler M.fortuitum, M.chelonae ve M.abcessus
tiirleridir. Boyamaya goésterdikleri direng nedeniyle kiiltiirde tiremeleri olsa bile
bazen ARB negatif sonug¢ verebilirler. Mikobakteri  6rneklerinin
dekontaminasyonunda kullanilan NaOH, bu bakterilere toksik etki yapar.
Genellikle enfeksiyonlar bakterilerin derin dokuya travma sonucu veya
iatrojenik olarak invaziv girisimler sonucu olusur. Bu enfeksiyonda
predispozan faktdrler, akalazya, kistik fibrozis, lipoid pndmoni ve iyilesmis
tiberkiilozdur. Gerek saglk c¢alisanlariyla ilgili salgilar ve gerekse

nazokomiyal enfeksiyonlar bildirilmistir (30,33).
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1.6.15 Tiiberkiiloz Dis1 Yeni Mikobakteri Tiirleri

M. bohemicum, M. branderi, M. conpicuum, M. heckeshornense, M.
heidelbergense, M.interjektum, M. intermedium, M. kubicae, M lacus, M.
lentiflatum, M. palustre, M. parmense, M. sherrisii, M. triplex, M. tusciae gibi

yeni tiirler de mevcuttur.

1.7 Immunopatogenez

Mikobakteriler hiicre duvarlarinin zengin lipit tabakasi sayesinde oldukca
korunaklidir. Kord faktorii denilen trehaloz 6,6 dimikolat sadece viriilan
suslarda bulunan bir viriilans faktoriidiir. Mikobakteriler, makrofaj lizerindeki
reseptorlere baglanmayi1 saglayan ligantlara sahiptir. Bu sayede makrofaj
icerisine giren basiller, makrofajin o6ldiiriicli etkisinden korunmus olurlar ve
canli kalirlar. M.tuberculosis ortama bolca amonyak salarak, hem lizozom-
fagozom olusumunu engeller hemde birlesme olsa dahi litik enzimlerin
fonksiyonlarmi bozarak etkisizlestirirler. M.tuberculosis tarafindan {iretilen
trehaloz 2- siilfat tiirevleride fagozom- lizozom birlesmesini 6nler. Bu basiller
hiicre duvarindaki lipoarabinomannan ve fenolik glikolipidler sayesinde,
makrofajlarca iiretilen H2O, ve diger oksijen radikallerinin dldiiriicii etkisini
bloke ederler. Lipoarabinomannan, hem oksijen radikallerini bloke eder hemde
protein kinaz C’yi inaktive eder. Lipoarabinomannanin ucuna mannoz
molekiiliiniin baglanmasi sonucu IL-10 sentezi uyarilarak mmmun yanitin
humoral yone kaymasma ve TNF- a (tumor necrosis factor), IL-12 gibi

sitokinlerin salimimi i¢in uyarmmn azalmasma neden olur. TNF- o, IL-12
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yapimimnin azalmasi, reaktif oksijen radikallerinin sentezinin azalmasina ve
makrofajlarin 6ldiirme fonksiyonlarin bozulmasina apopitosise neden olur (4).
Bu giin tiiberkiiloza karsi immun yanitta ve korunmada esas rolii hiicresel
immun yanitin (Thl) oynadig1 agikca bilinmektedir. Bu yanitta etkin hiicreler
CD4+T, CD8+T hiicreleri, aktive olmus makrofajlar ve dendritik hiicreler olup
bunlarla birlikte IFN-y, IL12- ,TNFa gibi sitokinler énemli rol almaktadir.
Enfeksiyondan yaklasik 7-21 giin sonra doku asir1 duyarliligi ve hiicresel
immiinitenin  gelismesiyle birlikte, basillerin {iremesi ve yayilmasi
smirlandirilmaya baglar. Basil tasiyan makrofajlar ve dendritik hiicreler bir
yandan basta IL12 olmak tizere proinflamatuer sitokinleri salgilayarak hiicresel
immun sistem hiicrelerini (CD4+T, CD8+T) aktive ederek, hiicresel
prolifarasyona diger yandan da fagosite ettikleri basilleri aktive ettikleri
hiicrelere sunmaya calisirlar. IL12°nin etkisiyle aktif lenfositler 3-9 haftada
yeterli sayiya ulasirlar ve bu hiicreler enfekte dokuya giderek burada hem
regiilator hem de efektor olarak fonksiyon goriirler. Basta CD4+ T hiicreleri
olmak tiizere Thl yanitin diger aktif hiicreleri tarafindan salgilanan IFN-y
makrofajlar1 giiclii bir sekilde aktive eder. Aktif makrofajlar basilleri
hapsederek  fagozoma  doniisiirler.  Fagozom-lizozom  birlesmesinin
gerceklesmesiyle lizozomal enzimler basil iizerinde litik etki gosterirler. Hiicre
ici basillerinin imhasinda etkili olan reaktif oksijen molekiilleri,reaktif nitrojen
ara molekiiller indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) yapimi da makrofaj
aktivasyonunu indiikler. Yapimi indiiklenen diger bir molekiil tiimor nekroze

edici faktor (TNF-a) enfeksiyonun simirlandirilmasida ¢ok énemli rol oynar.

26



Aktif makrofajlar ve hiicresel immun sistem hiicrelerinin canli basillerin
bulundugu ilk enfeksiyon odaginda birikmesi sonucu tiiberkiil denen kiigiik
graniilomlar olusmaya baglar. Primer Tiiberkiiloz denilen bu donemde yeterli
konak savunmasinin olusturuldugu, basil tlremesinin ve enfeksiyonun
smirlandirildigr  bir siiregc olmakla birlikte basiller tamamiyle eradike
edilememektedir. Olusan graniilomlar zamanla kalsifiye olmakta, uyur fazdaki
basiller viicutta varliklarini siirdiirebilmektedir. Latent donem de denilen bu
donemde primer enfeksiyon sirasinda gelistirilen hiicresel immun yanit, konagi
tiiberkiilozdan korumaya devam eder. Latent fazdaki basillerin konak bagisik
yanitini agsarak ¢ogalmasi ve yeni odaklara taginmasi sonucu olusan tiiberkiiloza
sekonder tiiberkiiloz (reaktif) denir.

Genellikle akcigerin apikal bolgelerinde olusan reaktif tiiberkiiloz odaklari
basille immun sistem arasindaki etkilesimler sonucu graniilomlarin olusmasiyla
sonuglanir. Bu graniilomlar zamanla nekroze olurlar ve ylizeye yakin
granlilomlarm olusturdugu doku harabiyeti sonucu kavitasyonlar meydana
getirirler. Bunun sonucu olarak tiiberkiilozun prototipik semptomu olan kanl
balgamla birlikte Oksiiriige yol acarlar. Ilerlemis tiiberkiilozda immun profil
oldukca farklidir ve bu hastalarda Th2 sitokinlerinin (6zellikle 1L4) artisi,
serum IgE diizeyindeki artisla ve akciger kavitasyonunun biiyiimesiyle kuvvetli
paralellik gostermektedir. Enfeksiyonun baglangicinda etkin olan Thl yanitinin,
ilerleyici hastalik fazinda (pindmoni, intertisyel firozis) azaldig1 ve bu donemde
IL4 ve Thl yanitinin inhibiitorii olan “transforming growth factor beta”(TGF-J3)

diizeylerinde belirgin artis oldugu goriilmiistiir. Tiiberkiilozun gelisiminde
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anahtar olay Thl yanitinin Th2’ye donisiimiidiir. Tiberkiilozun c¢esitli
semptomlar1 (ates, kilo kaybi, doku hasari), Th-1 yanitinin baslca
sitokinlerinden biri olan TNF-a’nin salimimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

TNF-o’nin, 114 seviyesinin yiikksek oldugu enfeksiyon bdlgesinde
salgilanmasmin doku hasarmi indiikledigi gosterilmistir. TNF-a ve iNOS
iiretimlerinde belirgin azalma gosteren vakuollii makrofajlar aktif tiiberkiilozun
baskin makrofaj tipidir. Bunlar CD4+T hiicreleri iizerinde apopitotik etki
gosterirler. Makrofajlar tarafindan enfeksiyonun erken fazinda iiretilen az
miktardaki PGE-2’nin, iNOS ifadesini arttirarak basil yiikiiniin azalmasinda
etkin rol aldig1 gosterilmistir. Aktif tiiberkiilozdaki tipik vakuollii makrofajlarda
PGE-2 yapiminin artmasi sonucu Thl hiicrelerinin {izerinde immunosupresif
etki olusur. Yine vakuollii makrofajlarda, Thl yanitim1 baskilayan TGF-$
yapimi1 da artmaktadirr. Bu sitokin tiiberkiilozda akcigerdeki fibrotik

degisikliklere neden olur (34-36).
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1.8 Mikobakterilerin Laboratuvar Tanisi

Tiiberkiiloz diinyada yaygin olarak goriilen, halk saglhigini tehdit eden ve en
stk O6liime neden olan enfeksiyon hastaligidir. Cogunlukla gelismekte olan
iilkelerde olmak ftizere, Diinya niifusunun 1/3’i M.tuberculosis ile enfektedir.
Yilda yaklagik 2-3 milyon insanm tiiberkiiloz nedeniyle Olmesi
disiiniildiigiinde tiiberkiilozun erken ve dogru tanisi son derece Onem arz
etmektedir.

Tiiberkiilozun kesin tanisi, hastalardan alinan klinik 6rneklerde ve dokularda
tiberkiiloz  basilinin  gosterilmesiyle konur. Tanida altin  standart,
M.tuberculosisin  kiiltiirde tretilmesidir (37,38). Tiiberkiiloz laboratuvar
tanisinda kullanilan yontemler esas itibari ile bakteriyolojik tekniklere dayanur.
Dogru tani1 klinik 6rnegin uygun sekilde alinmasi, nakledilmesi ve islenmesiyle
miimkiindiir.  Tuberkiilozun yayiliminin  6nlenmesi, epidemiyolojisinin
aydmlatilmasi, tedavinin dogru ve uygun zamanda yapilmasi ila¢ direncinin
arastirilmasi klasik laboratuvar tani yontemleri yaninda hizli, giivenilir,
ozgilliigii-duyarliligr yiliksek yeni kiiltiir ve molekiiler tani ydntemlerinin
gelistirilmesini  gerektirmistir. Tiberkiilloz’un laboratuvar tanis1 c¢esitli

asamalardan olusmaktadir.
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1.8.1 Giivenlik ve orneklerin tasinma sorunlari

M.tuberculosis’in hastalardan ve Orneklerden nazokomiyal olarak gecisi,
saglk calisanlar1 acisndan son derece oOnemlidir. Insanlar igin
M.tuberculosisin diisiik efektif dozu (<10 basil) nedeniyle tiiberkiilozdan
stiphelenilen veya bilinen tiiberkiiloz olgularindan alinan Ornekler isleme
almirken enfeksiyoz kabul edilmeli ve uygun onlemler alinarak ¢alisilmalidir
(39).

Mikobakteriyel ~kontaminasyonun aerosol veya diger sekillerinin
Onlenmesi; laboratuvarda tam anlamiyla fonksiyon goéren biyolojik giivenlik
kabinlerinin, giivenli santrifiijlerin ve dikkatlice uygulanan tekniklerin
kullanilmasiyla basarilir. Yiiksek risk tasiyan laboratuvarlarda, daha siki
biyogiivenlik saglayan seviye 3 laboratuvar ara¢ geregleri gereklidir.
Laboratuvarda solunumla ilgili koruyucu cihazlarin ne zaman kullanilip ne
zaman kullanilmayacagi belirlenmeli ve risk degerlendirmesi yapilmalidir.
Ornekler ve Kkiiltiirlerle ilgili biitiin islemler (kiiltiir ekimi, yayma yapma,
biyokimyasal testlerde ayira¢ eklenmesi, santrifiij kapaklarinin agilmasi)
biyogiivenlik kabinlerinde yapilmalidir. Biyogiivenlik kabini (BGK) disina
cikarilacak Ornekler, nakilden dnce mutlaka kapakla kapatilmalidir. Bankolar1
ve BGK’nin i¢ini kapsayan tiim calisma ylizeyleri ¢aligmaya baslamadan 6nce
ve sonra uygun dezenfektanlarla temizlenmelidir. UV ismlar yiizey
dezenfeksiyonu icin faydali ismlardir. Personel, diizenli olarak Mantoux PPD

cilt testi ile taranmalidir. Cilt testi pozitif ¢ikanlar radyolojik ve klinik
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incelemeye almmalidir. Olas1 aerosol olusumu ile birlikte olan laboratuvar
kazas1 durumunda personel olabildigince uzun siire nefesini tutmali, BGK’nin
calistyor ve santrifiijlerin kapali oldugundan emin olmali ve odanin kapisini
kapatarak en az 30 dakika ortami terk etmelidir. PPD negatif olan personele
kazadan 3-6 aydan sonra cilt testi yapilmalidir. Mikobakterilerin tasinmasi ve
nakledilmesi bazi kurallar ile miimkiindiir. Korunmanin basarili olabilmesi i¢in
icin; s1vi materyalin disariya sizmasini Onleyecek sekilde paketlenmesi, nakil
zincirinde ¢alisanlar1 paketin zararli igerigine karst uyarmak icin paketin
sembol ve etiketlerle isaretlenmesi, acil durumda paketin zararli igerigini
belgeleyen bilgi, calisanlarin acil durumlarda materyali taniyabilmesi igin
egitilmesi sarttir.

1.8.2 Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Mikobakterilerin tanimlanmasinda bir¢ok farkli tipte klinik Ornek
kullanilabilir. Bu 6rneklerin ¢ogunlugu solunum sistemi (balgam, trakeal ve
bronsial aspiratlar, bronkoalveoler lavaj, akciger biyopsisi vb.) kaynaklidir.
Balgam 6rnekleri miimkiin oldugu kadar ¢abuk incelenmeli bu miimkiin degilse
birkac¢ giin i¢in buzdolabinda +4°C’de saklanmalidir. Bu 6rnekler buzdolabinda
en fazla 1 hafta muhafaza edilebilir. Balgam 6rnekleri i¢in en gegerli olan 3 giin
sabah balgami almmasidir. Balgam 6rneginin goriiniimii ve rengi laboratuvar
formuna kaydedilmelidir. Tiiberkiiloz basili balgamin cerahatli kisminda
bulunur, bu nedenle yayma yapilacagi zaman ozellikle balgamin sari-gri ya da
yesil kismindan 6rnek almmalidir. Balgam Orneklerinin alindigi mekanlarin

0zel olmasi ve bu yerlerin UV uygulanabilir olmasi gerekir. Balgam
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cikartmakta zorlanan yogun bakim hastalar1 ve diigkiin hastalarda indiiklenmis
balgam Ornekleri alinabilir. Cocuklar balgam verirken zorlanabilirler. Bu yas
grubunda 3 giin (5-10ml) aglik mide sivist akciger tiiberkiilozunun tanisinda
genellikle tercih edilen 6rnektir. A¢lik mide sivisi eger 4 saat i¢cinde isleme
konulmayacaksa laboratuvarda 100 mg sodyum karbonat igeren steril, tek
kullanimlik kaplara alinmalidir. Notralize edilmeyen 6rnekler kabul edilmez,
clinkii mikobakteriler aside uzun siire dayanamazlar. Balgam ¢ikaramayan bazi
hastalarda enefeksiyonu tanimlamak icin bronsial aspiratlar, bronkoalveolar
lavaj, akciger biyopsi Ornekleri gibi Ornekler kullanilabilir. Akciger dist
tiiberkiiloz siiphesinde ise idrar, gastrik aspirat ve dokular, biyopsi ornekleri,
plevral, perikardiyal, peritoneal sivilar, BOS ve kemik iligi vb. ornekler
almabilir. Kemik tiiberkiilozu sliphesinde kemik biyopsisi, gastrointestinal
sistem tiliberkiilozunda bagirsak biyopsisi, cilt tiiberkiilozunda cilt biyopsi
ornekleri kullanilabilir. Peritoneal ve perikardiyal tiiberkiiloz tanismni
koyabilmek giictiir, genellikle laporoskobi veya biyopsi gibi invaziv girigimler
gerekir. Kan gibi koagiile olma 6zelligindeki ornekler (kemik iligi, sinoviyal
stvi, pilevral, perikardiyal, peritoneal sivilar) siilfatlanmis polisakkaritli
antikoagiilanli tiiplerle tasmirlar. EDTA’Ll tiiplere aliman Ornekler kabul
edilmemelidir. Ciinkiit EDTA mikobakteri iremesini inhibe etmektedir. Biyopsi
ornekleri herhangi bir koruyucu veya tespit edici bir ajan i¢inde
gonderilmemeli ve serum fizyolojik veya herhangi bir soliisyon icerisine
konulmamalidir. Kan ve diski ornekleri sadece immun sistemi baskilanmis

hastalardan gonderilmelidir. Ornekler her zaman steril, sizdirmaz, tek
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kullanimlik, uygun sekilde etiketlenmis, laboratuvar onayli, fiksatif igermeyen
kaplar i¢inde toplanmalidir. Mumlu kaplar yanlis ARB yayma sonuglarma
neden oldugundan kullanilmamalidir. Eger 6rnegin laboratuvara nakli 1 saatten
fazla gecikirse (kan harig) +4 dereceye konulmalidir. Ayni sekilde laboratuvara
ulagtiktan sonra isleme alinincaya kadar buzdolabinda tutulmalidir.
Laboratuvara gonderilen idrar 6rnekleri sabah ilk orta akim idrar 6rnegi olmal
ve steril kaplara alinan 6rnekler 3 giin pespese incelenmelidir. Sabah ilk idrar
ornegi en 1yi sonucu verir. Kiiltiir i¢cin genellikle minimum 40 ml idrar
gereklidir. 24 saat biriktirilen veya miktar1 az idrar ornekleri kabul edilmez.
Orta akim idrar1 almamiyorsa katater kullanilmalidir. Steril viicut
bosluklarindan (periton, plevral, perikard, sinovia sivis1) alinan drnekler aseptik
kosullarda toplanmalidir. Kanli 6rneklerin koaglasyonunu 6nlemek icin anti
koagulanlar kullanilabilir. BOS, peritoneal diyaliz sivis1 gibi 6rneklerde ¢ok az
sayida bulunan mikobakterilerin kiiltiirde {iremesini ve tanimlanmasini
saglamak i¢in Orneklerin miktarmin en az 5 ml olmasi gereklidir. Biyopsi
ornekleri miimkiinse en az 1 gr doku igermeli, steril kaplar i¢inde aseptik olarak
toplanmalidir. Tuzlu su veya diger sivilara batirilmamali ve gazli beze
saritlmamalidir. Biyopsi materyali lezyonun periferinden alinmali hem 30 °C’de
hem de 37 °C’de enkiibe edilmelidir. Formalin iginde teslim edilen 6rnekler
yayma ve kiiltiir i¢in kabul edilemez.

Apse icerikli irin aspiratt ya da yara Ornekleri aseptik kosullarda miimkiin
oldugu kadar c¢ok miktarda aspire edilmelidir. Yaygin mikobakteriyal

enfeksiyonlarm c¢ogunlugu MAC’a baghdir bu yiizden eger bu organizma
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kandan izole edilirse her zaman klinik hastalikla iligkilidir. Eger kan 6rnekleri
transport edilecekse antikoagulan olarak sodyum polianetilen siilfat, heparin
veya sitrat kullanilabilir. Kanin EDTA’l1 tiipe alinmas1 ve pihtilagsmis kan kabul
edilemez. Kanin kat1 besiyeri lizerine direkt inokiilasyonu 6nerilmez. MAC
isalotor santriflij lizis tiiplerinde uzun siire canli kalabilir. Eger kan ornekleri
laboratuvarda hemen isleme almamiyorsa oda sicakliginda saklanmalidir. Kan
sedimentlerinin BACTEC-12B besiyerine inokiile edilmesi kontraendikedir.
Ciinkii iceriginde bulunan polipropilen glikol komponenti mikobakteriler i¢in
inhibitor etki gosterir. Mikobakteriler iizerine benzer etki Septi-Chek AFB
besiyeri ve Mycobacteria Growth Indicator Tuber (MGIT) siv1 besiyeri i¢inde
bildirilmistir. Yillardan beri izolator sistem ve radyometrik BACTEC 13A kan
kiiltlir siseleri yegane giivenilir sistemler olup kan kiiltiirii i¢in idealdir. Son
zamanlarda bu besiyerinin yerine MYCO/F LYTIC siseleri veya MB/BacT
ALERT kan besiyerleri kullanilmaktadir (40, 41).

Diski 6rnekleri (>1g), AIDS’1i hastalarin gastrointestinal sisteminde MAC
saptanmasi i¢in kullanilmaktadir. Direk yaymada ARB pozitif ise bu drneklerin
kiiltiiriiniin yapilmas1 Onerilir. Ancak digki yaymasmim duyarliligi %32-34
arasinda olup aslinda kiiltiir kararinin verilmesinde etkisi son derece smnirlidir.
Bu nedenledir ki MAC tanimlanmasinda ARB etkili bir yol degildir.
Mikobakteriler i¢cin uygun olmayan orneklerin isleme almmasi1 hem personel
hem de ekonomik kaynaklarin kaybi demektir. Bu nedenle ¢ok az miktarda
olan Ornekler tiikiiriikten olusan balgam, kurumus silgecler, biriktirilmis

balgam veya idrar, kaplar1 kirilmig Ornekler, toplama ve isleme alinmasi
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arasindaki siire 7 giiniin iizerinde olan 6rnekler uygun olmayan 6rneklerdir. Bu

nedenle ¢alisanlar uygun olmayan 6rnekler agisindan egitilmelidir.

1.8.3 Orneklerin Islenmesi

Normalde steril olan doku o&rnekleri (BOS, plevra, perikart, periton,
sinoviyal sivilar, kemikiligi, kan) %85’lik tuzlu su veya %02’lik sigir albumini
icerisinde ezilerek besi yerine inokiile edilebilirler. Steril viicut bosluklarindaki
sivilarda etken basil sayist az oldugundan, mikobakteri iireme sansmi artirmak
icin 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilmalidir.

Kontamine orneklerde, mikobakterilerin klinik Orneklerden en iyi
saptanmalar1 i¢in bunlar1 dekontaminasyon ajanlarindan koruyan maddelerin ve
diger mikrobiyal ajanlarin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. En sik kullanilan
dekontaminant sodyum hidroksit, ayn1 zamanda mukolitik etkilidir. Uzun siire
alkali ortam diger bakterileri, mantarlar1 ve mikobakterileri 6ldiirdiiglinden
NaOH kullanirken dikkatli olunmalidir. Kuvvetli dekontaminasyon sonucu
Klinik materyaldeki mikobakterilerin % 20-90 kadari 6lebilir (42). En sik
kullanilan likefaksiyon—dekontaminasyon kombinasyonu NaOH-NALC (N-
acetyl-L-cycteine)‘dir. En yaygm kullanilan sindirme ve dekontaminasyon
yontemi; radyometrik BACTEC 460 TB sistemi ve yeni ticari sivi besiyerli
kiiltiir sistemleriyle uyumlu NALC %2 NaOH yontemidir (42). Hangi yontem
kullanilirsa  kullanilsin, laboratuvardaki islemler sirasinda aerosollerle
olusabilcek kontaminasyonu engellemek i¢in dikkatli olunmali ve biyo-

giivenlik kabinleri kullanilmalidir.
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1.8.4 Mikroskobik inceleme

Mikroskop ile tiiberkiiloz basillerinin saptanmasi, tiiberkiiloz hastaliginin
tanisinda en hizli, en ucuz, en yararli yontemdir. Tiiberkiiloz basilinin direkt
olarak yaymada saptanabildigi en iy1 6rnek balgamdir. Mikroskobide ARB’ler
yaklagik olarak 1-10um uzunlugunda, 0.2-0.6 um genisliginde tipik olarak
silindir seklinde kivrimli veya egri ¢omaklar seklinde goriiliir. Birkag farkli
versiyonu olmakla birlikte en ¢ok kullanilani Ehrich-Ziehl-Neelsen (EZN)
yontemidir. Burada boyanan bakterilere asit-alkol ile renksizlesmedikleri i¢in
bunlara ARB (Asido-Resistan Bakteri) denilir. Ulkemizde en yaygm kullanilan
ARB yontemi EZR’dir. Bu yontemin duyarliligi, balgamin kalitesine, i¢erdigi
basil sayismma ve uygulanan teknigin yeterlili§ine bagli olarak degismektedir
(37).

Tiiberkiiloz bakterisi igin Gram boyama uygun degildir. Gram boyamada
mikobakteriler ici bos hayalet seklinde veya boncuk seklinde goriiliirler.
Mikobakterilerin ¢eperlerinde bulunan yogun mikolik asit nedeniyle karbon
fuksin gibi boyalar1 6zgiil olarak tutarlar ve asit-alkol gibi gii¢lii bir ¢oziiciide
dahi boyalar1 birakmazlar. Aside direngli bakterilerin boyanmasinda

genellikle iki tip boya tercih edilir.

1- Karbon fuksin boyalar1 : fuksinin karbolik asitle karigimidir.
a. Ziehl-Neelsen yontemi (sicak teknik)

b. Kinyoun yontemi (soguk teknik)
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2- Florokrom boya:
a. Auromine O boyast

b. Auromine-rhodamin boyasi

Bazik fuksin esasli boyama yonteminde en az 300 alan, florokrom boyama
yonteminde ise en az 30 alan incelenmelidir (43,44).

Mikroskobik inceleme saglikli ve giivenilir bir sonu¢ elde edebilmek i¢in
sistematik bir sekilde yapilmalidir. Tarama yaparken yayma alanmin bir
ucundan diger ucuna yatay ya da dikey dogrultuda yapilmalidir. Balgam
yaymasinda ARB’nin pozitif olabilmesi i¢in 6rnegin 1ml’sinde 5.000—10.000
basil bulunmas: gereklidir. Ozellikle kaviteli akciger lezyonlar1 yaklasik 200
milyon basil icermektedir; bu nedenledir ki kaviteli lezyonlarda kolaylikla
pozitif sonu¢ alinmaktadir. Tiiberkiiloz tedavisi yapan kurumlarm balgamin
direk mikroskobik inceleme sonuglarma 24 saat i¢inde erismeleri ilke olarak
kabul edilmelidir. Balgam mikroskobisi pozitif olgular asil bulastiric1 olgular
oldugu icin tiiberkiilozun kontroliinde o6nemlidir. Kiiltliir pozitif olgularda
mikroskobik tanmm duyarliligi gesitli faktorlere bagli olmak iizere %40 ile
%80 arasmda degismektedir. Klinik 6rnek icerisindeki yemek artiklari, boya
pargaciklari, lamdaki ¢izikler, atipik bakteriler veya nokardiyalar, laboratuvar
bulasi gibi nedenlerle yanlis ARB pozitifligi saptanabilir. Diger yandan yetersiz
ornekler, balgam veya boyanmis preparatin iyi korunamamasi, okuma hatalari,

kayit hatalar1 ve deneyimsiz personel nedeniyle yanlis negatif sonuclara
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rastlanabilir. Laboratuvar personellerinin rhodococcus, nocardia tiirleri ve
legionella micdadei gibi mikobakteri dis1 organizmalar ile cryptosporidium
Kistlerinin ve isospora, cyclospora ve microsporidium sporlarinin degisik
derecelerde Asido-Rezistan boyama 6zelligi gosterdiklerinin farkinda olmalari
gerekir. Son ¢alismalara gore kinyoun’un karbol fuksin yontemi, hem Ziehl
Neelsen ve hem de florokrom yonteminden daha tistiin degildir (45).

ARB’in goriilmedigi tlim yaymalar, aside direncli basil goriilmedi, ARB
tespit edilen yaymalar ise, aside direngli basil goriildii seklinde rapor edilmeli

ve 24 saat igerisinde sonug klinisyene bildirilmelidir.

1.8.5 Kiiltiir

Klinik 6rneklerde bulunan ¢ok az sayidaki (10-100/ml) basilleri saptamak
icin kiiltiir yaymadan daha etkilidir. Mikobakterilerin iiremesi i¢in selektif
(diger bakteri ve mantarlarin iiremesini inhibe eden) ve selektif olmayan sivi,
kat1 besiyerleri mevcuttur. Kati besiyerleri, yumurta bazli ve agar bazl
besiyerleri diye ikiye ayrilirlar. Yumurta bazli besiyerleri; tam yumurta yada
yumurta sarisi, patetes, gliserol, malasit yesili ve tuzlarin karigimindan
olusmakta, giiniimiizde en bilinenleri Lowenstein Jensen (LJ) besiyeridir. Bu
besiyerleri, mikobakterilerin iiremesini zorlastiran maddelerin etkisini bloke
eden iyi bir tampon Ozelli§ine ve uzun siireli (buzdolabinda birka¢ ay) raf
omriine sahiptir. LJ besiyeri tiiberkiilozu tanimlamada yeterli olmakla birlikte,

diger mikobakterileri tanimlamada yetersiz kalmaktadwr. LJ besiyerinde,
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M.tuberculosis’in  tipik koloni olusturmasi nedeniyle ilk izolasyon
caligmalarinda tercih edilmektedir (Sekill). M.bovis tiirii ig¢in gliserinsiz LJ
besiyeri tercih edilmektedir. Agar bazli besiyerleri, kimyasal olarak daha iyi
tanimlanmiglar ve seffaftirlar, dolayisiyla kolonilerin inokulum akrefatlarindan
ayirt edilmesini, erken ireyen kolonilerin saptanmasma olanak saglarlar.
Koloniler yumurta bazli besiyerinde 18-24 giinde, bunlarda ise 10-12 giinde
goriiniir hale gelirler. Agar bazli besiyerlerinden en sik kullanilan1 Middlebrook
7H10 ve 7HI11’ dir. Bu besiyerleri kontaminantlarin iiremesini bloke eder,
ancak hazirlanmalar1 pahali olmakta ve raf émiirlerinin (buzdolabinda bir ay)
kisa olmasi nedeniyle kullanimlar1 kisitlanmaktadir (42). Middlebrook besiyeri
MAC’m iiremesini hizlandiran %2 oraninda gliserol igerir. M.bovis den siiphe
ediliyorsa %02’lik piriivik asit eklenmesi faydahdir (46). Middlebrook 7H9 ve
Dubos Tween besiyerleri primer izolasyon, stok suslarin alt kiiltiirlerinin
yapilmasi, ilag duyarlilik testleri ve diger deneylerde kullanilir.

Secici besiyerleri, genellikle yumurta bazli yada agar bazli bir besiyeriyle
birlikte kullanilmalidir. Yumurta bazli olanlara penisilin, siklohegzimid,
nalidiksik asit ve linkomisin eklenerek, agar bazli olanlara ise karbenisillin,
polimiksin B, trimetoprim laktat, amfoterisinB eklenerek secici besiyerleri elde
edilir.

Bifazik besiyerleri, septi-chek AFB (BD Biosciences, Sparks MD);
zenginlestirilmis (%25) CO2’li ortamda 20 ml modifiye 7H9 sivi besiyeri
iceren, kapakli bir siseden olusan mikobakteriyel kiiltiir sistemidir. Tiip i¢ine

yerlestirilmis ¢ikolata agar, Middlebrook 7H11 agar ve modifiye L-J besiyeri
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gibi ii¢ farkl1 kat1 besiyerini igermektedir. Inokiilasyondan once kiiltiir sisesine
glikoz, pridoksal HCL, katalaz, bovin alblimiin, oleik asit (OADC) ve
antibiyotikler PANTA (polimixinB, amfoterisinB, nalidiksik asit, trimetoprim,
azlosilin) igeren suplement eklenir. Inkiibasyon siiresi esnasmnda kat1 besi
yerlerine inokiilasyon i¢in zaman zaman siselere dokunulmasi gerekir. Bu
besiyerinde iireme siiresi radyometrik yontemlere gére uzun olmasina ragmen
klasik besiyerlerinden daha kisadur.

Stv1 besiyerleri hem mikobakterilerin primer izalasyonu hem de alt
kiiltlirlerinin yapilmasi i¢in kullanilabilir. Sivi bazl kiiltiirler, kat1 kiiltiir
ortamina gore daha hizli sonug verirler ve izolasyon oranlar1 daha yiiksektir. Bu
besiyerlerinde ortama eklenen Tween 80 eklenmesi mikobakteri kiimelerinin
homojen dagilmasimi saglar. Giiniimiizde ticari olarak kullanilan MGIT (BD)
ve MB Redox gibi basit sise ve tiiplerden olusan sistemler yaninda yari
otomatize sistemler (BACTEC 460 TB system, BD) ve tam otomatize sistemler
(BACTEC 9000 MB ve BACTEC MGIT 960, ESP Culture System 11 ve MB/
BacT ALERT 3D System gibi) gelistirilmistir (59,60).

Hizli, otomatize kiiltiir yontemlerine MGIT 960 sistemi, BACTEC 460 TB
sistemi, BACTEC 9000 MB sistemi, MB/ BACT Myco ESP2 sistemleri 6rnek
gosterilebilir. MGIT sisteminde radyoaktif madde kullanilmamasi, tiim
islemlerin otomatik yapilmig olmasi, tiplendirme ve duyarlik testlerine olanak
saglamasi avantajdir. BACTEC 460 TB sistemi DSO tarafindan altin standart

olarak kabul edilmis yar1 otomatize bir sistemdir. Bu yontemle mikobakterilerin
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primer izolasyonu, M.tuberculosis complex ve tiiberkiiloz cinsi bakterilerin

ayrimi, anti tliberkiiloz ilaglara duyarlilik saptanmasi yapilmaktadir (3).

Resim 1: Lowenstein Jensen besiyerinde tireyen Mycobacterium tuberculosis H37Ra
(Rifampsine duyarli) ve H37Rv (Rifampisine direngli) referans suslarmin gériniimi

1.9 Mikobakterilerin Tanimlanmasi

1.9.1 Fenotipik Testler

Mikobakteriler tiir diizeyinde tanimlanmalidir. Mikobakterilerin bir ¢ok
ozelligininin belirlenmesinde lireme hizlar1 ve pigmentasyon Ozellikleri yol
gostericidir. Mikobakterilerin tanimlanmasinda geleneksel yontemler yaninda,
mikolik asit analizleri, niikleik asit problar1 kullanilarak genetik aragtirma ve
niikleik asit dizi analizi yapilmalidir. Tiiberkiiloz hastaliginmn yayginligi ve
enfektivitesi géz Oniine alindiginda, M. tuberculosis complexin hizli, dogru

tanimlanmas1 6nem arzetmektedir.
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Mikobakterilerin tiir tanimlanmasinda; koloni morfolojileri, boyanma

ozellikleri ve biyokimyasal reaksiyonlar 6nemli bir yer tutar (47).

Ureme Hiz1 ve Pigment Uretimi

Ureme hizi, kat1 besiyerinde biiyiitme olmaksizin ¢iplak gozle goriilebilen
koloniler olusmasi icin gereken siireye denir. Yedi glin icerisinde gozle
goriilebilen koloni olusturan mikobakterilere hizli iireyenler, daha uzun siirede
iireyenlere yavas iireyen mikobakteriler denilir. 16S rRNA gen dizilerinin
karsilagtirilmasi ile de hizli iireyenler yavas iireyenlerden ayrilir. Kiiltiirler 30-
37C°’de izlendiginde, 1s1yla ilgili ireme 6zellikleri belirlenebilir.
Mikobakteriler pigment tiretmelerine gore ti¢ grupta smiflandirilir. Bunlardan
fotokromojen mikobakteriler; karanlikta Tretildiginde pigmentsiz, 1sikli
ortamda iiretildiginde pigmenli koloni {iretirler. Skotokromojen mikobakteriler
1s1kl1 veya karanlik ortamda {iretildiginde sar1 portakal renginde koloni
olustururlar. Non-kromojen mikobakteriler, 1sikta ve karanlikta pigment
yapmazlar ya da soluk sar1 renkte pigment {iretirler. Pigment iiretimi i¢in testler
taze kiiltlirlerden izole edilen kolonilerden yapilmalidir. Isikta pigment
olusturma o6zelligi, oksijen ve sicaklik parametreleri ile iliskili bulunmustur

(48).
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Arilsiilfataz

Alkali ilave edildigi zaman kirmiz1 renge doniiserek, kolaylikla
saptanabilen serbest fenolftalein olusturan tripotasyum fenolftalein disiilfatin
aromatik halka ve siilfat grubu arasindaki bagi hidrolize eder. Arilsiilfataz
aktivitesi uzun siireli inkiibasyondan sonra biitiin mikobakterilerde saptanabilir.
Ancak ti¢ giinliik ikiibasyondan sonra yapildiginda M. celatum ve M. xenopi

gibi yavas lireyen mikobakterinin taninmasinda 6nemlidir.

Katalaz

Enzim varlig1 kiiltire H,0; ilave edildikten sonra reaksiyon karigimi
sonucu olugsan hava kabarcigmin yiliksekliginin semikantitatif Ol¢limiine
dayanan bir testtir. Niasin testi yapilamiyorsa M. tuberculosis’i diger

mikobakterilerden ayirmak i¢in kullanilabilir.

Niasin Akiimiilasyon Testi

Niasin (Nikotinik asit) NAD ve NADP koenzimlerinin biyosentezinde
prekiirsor olarak islev goriir. Biitiin mikobakteriler nikotinik asit tiretmelerine
ragmen niasin birikimi siyonojen halidin kiiltiir ortamina eklenmesiyle tespit
edilir. M. tuberculosis’de nadiren negatiftir. M. tuberculosis tanimlanmasinda
niasin testi yaninda katalaz testi mutlaka yapilmalidir. Niasin testi kimyasal

soliisyonlarla yapilabilecegi gibi ticari kagit striplerle de yapilabilir.
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Nitrat Rediiksiyonu
Mikrobakterilerin nitratlar1 nitritlere indirgeme kabiliyetleri kantitatif
olarak farklidir. Besiyerinde bulunan nitritin iizerine siilfanilamid ve N-

naphthylendyamine ilavesi sonucu pembe renk olusmasi pozitifligi gosterir.

Pirazinamidaz

Bu enzim prazinamidi (PZA), pirazinoik asit ve amonyaga hidrolize eder.
Bu test M. marinum’u M. kansasii’den ve M. bovis’i M. tuberculosis’ten ayirt
etmede faydalidir. Pirazinamidaz negatif M. tuberculosis izolatlar1 PZA’ya

direngli kabul edilir.

Sodyum Kloriir Toleransi

Icinde %5 NaCl iceren veya tuz bulunmayan LJ besiyerinde 30 veya 35C°
de tireyebilen sadece M. triviale M. abscesus ve M. fortiutum i¢in ayrt edici
ozelliktir.
Thiophene-2-Carboxylic Acid Hydrazide (T2H) ile Uremenin Inhibe
Edilmesi

Bu test niasin pozitif M. bovis’i, M. tuberculosis ve diger non-kromojenik
yavas lireyen bakterilerden ayirmak i,¢in kullanilir. M. bovis izolatlar1 T2H’a
duyarli iken M. tuberculosis ve diger non-kromojenik yavas iireyen bakterilerin

cogu direnclidir.

44



Telliirit Rediiksiyonu
Telliirit rediiksiyonu testi diger non kromojenik mikobakterilerden
M.avium ve M. intracellulare’yi aywrmak ic¢in kullanilir. Bazi hizli {ireyen

bakterilerde pozitif sonug gosterebilir (44).

Tween 80 Hidrolizi

Bazi mikobakteri tiirleri tarafinda tretilen lipazlar, polyoxyethylene
sorbitan monooleate (tween 80) deterjani1 hidrolize ederler. Bu test yavas

ireyen NTM tiirleri arasindaki ayrim i¢in kullanilir (44).

Ureaz Testi

Ureyi, amonyak ve CO;’ye c¢evirme 0zelligi skotokromojen ve
nankromojenlerin tanimlanmasinda faydalidir. M.scrofulaceum iireaz pozitifken
M. avium ve M. intracellulare iireaz negatiftir. Ureaz testi dzellikle pigment
yapan M. avium suslarmin tanmmmasmda yardimcidir. M. gordonae iireaz
negatiftir. Bu testte besiyerinin pembe ve kirmizi rende doniisiimii pozitif

olarak kabul edilir (44) .

NAP Testi (Nitro-a-Acetylamino-p-Hydroxypropriophenone) Deneyi
Radyometrik BACTEC yontemine adapte edilmeye ¢aligilmistir (44). Bu testte
kullanilan p-nitro—o—asetilamino—p—hidroksipropio-fenon’un mikobakterilerin
gelisimi iizerine inhibitor etkisi vardir. Bu madde M.tuberculosis disindaki

mikobakterilerin gelisimini etkilemez veya ¢ok az etkilerken, M.tuberculosis’in
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gelisimini segici olarak inhibe eder. NAP testi M.tuberculosis kompleksini diger
mikobakterilerden ayirabilir. Ancak mutlaka diger testlerle desteklenmesi

gerekir.

Mikolik Asit Analizleri

Mikolik asit analizleri yeni mikobacteri tiirlerinin tanimlanmasinda
onemlidir. Mikolik asitler mikobakteriyel hiicre duvarmin lipit igeriginin
onemli bir kompanentidir. Hiicre duvarmnin mikolik asit yapisi tiirler arasinda
degisiklik gosterir. Mikolik asit tiirleri, barindirdig1r karbon atomu sayis1 ve
farkl1 fonksiyonel gruplarin varhigina bagli olarak degisir. Mikolik asit
esterlerinin  High-Pressure  Liquid Chromatography (HPLC)’si ¢ogu
mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda hizli ve uygun yontemdir. Ayrica
Thin-layer chromatography (TLC) ve gas-liquid cromatography (GLC)
yontemleriylede farkli tlirdeki mikobakteriler arasindaki mikolik asit yapilar
tanimlanabilir (49).
Demir tutulumu
Yalnizca M. fortuitun ve M. phlei gibi hizli iireyen tiirlerde demir uptake’i
olumludur. Koloni renginin paslh kahverengi veya sarimsi kahverengi olmasi

pozitif olarak kabul edilir.
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1.9.2 Genotipik Testler

Tiiberkiiloz tanisinda kullanilan geleneksel yaklasim, klinik 6rneklerden
dogrudan hazirlanan materyallerin ARB boyamasindan sonra direk olarak
mikroskobik incelenmesi veya sivi-kat1 besiyerlerinde ekimde iireyen basillerin
tanimlanmas1 esasina dayanmaktadir. Bu yontemlerden ARB boyama hizli,
ucuz, pratik bir tan1 yontemi olmasma ragmen duyarlilig1 azdir. Diger bir klasik
yontem olan kiiltiir yontemi altin standart kabul edilmesine ragmen bu
yontemde basilin iireme siiresinin 4-8 haftalik uzun bir periyot gerektirmesi
nedeniyle; tani icin daha duyarli, spesifik, giivenilir ve hizli yontemlerin
gelistirilmesi geregi duyulmustur (1). 1980°li yillarm ortalarinda Kary. B.
Mullis tarafindan gelistirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi bilim
cevrelerinde bir devrim olarak kabul edilmistir. PZR daha sonraki yillarda
modifiye edilerek niikleik asit amplifikasyon (NAA) esasli molekiiler
yontemler gelistirilmistir. Bu yOntemlerde secilmis bir gen bdolgesinin dis
ortamda kisa siire ¢ogaltilmas1 ve goriintiilenmesi islemleri yapilmaktadir. PZR
metodunun mikrobiyolojide kullanim gerekgeleri belirtilirken 6zellikle ge¢ ve
giic iireyen etkenlerin tanimlanmasinda kullanim hedeflenmistir. Bu 6zellik
dikkate alindiginda Mycobacterium genusunda bulunan M.tuberculosis
complex (M. tuberculosis) ve M.tuberculosis disi bakteriler (MOTT) akla
gelmektedir. Gilintimiizde klinik Orneklerden direkt olarak M.tuberculosis
varligininin gosterilmesi ve kiiltiirde lireyen mikobakterilerin kisa siirede tiir

diizeyinde tanimlanmasi, tiiberkiiloz ilaclarina duyarliliklarinin arastirilmasi,
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ilaca direngli olgularin tespiti, direngle ilgili mutasyonlarin saptanmasi
amaciyla NAA ve prob hybridizasyon yontemleri kullanilmaktadir (1).
M.tuberculosis H37Rv nin tam bir genom dizini 4,411,529 bg¢’den olusur
ve yaklasik olarak 4000 gen bulunur. M.tuberculosis, nokta mutasyondan ¢ok
“insertion sequence” hareketinin sebep oldugu degisken genomu ile miikemmel
bir klonal populasyon yapisma sahiptir (30,31,32). NAA esasli en eski ve en
bilinen yontem PZR teknigidir. Giinlimiizde farkli amaglar i¢in gelistirilen
cesitli modifiye yontemlere ragmen hala en c¢ok kullanilan PZR yontemi in-
house PZR teknigidir. In-house PZR teknigi hasta orneklerinden direkt olarak
M. tuberculosis’in tanis1 i¢in pek cok laboratuvarda uygulanmaktadir. Bu
metodun kiiltiir metodlarina kiyasla kisa siirede sonu¢ vermesi ve maliyetinin
ucuz olmast gibi avantajlar1 vardir. Ancak protokollerde kullanilan
kimyasallarin tam bir standartizasyonunun bulunmamasi nedeniyle yalanci
negatiflikler, kontaminasyona fazla agik olmasi nedeniyle yanlis pozitiflikler
dezavantajlaridir. Ayrica bu metodlarin uygulanmasi icin g¢alisacak teknik
elemanlarin ¢ok iyi yetistirilmis olmas1 ve calisirken ¢ok dikkatli ¢aligmalar1
gerekmektedir. Cogunlugu geleneksel PZR’dan modifiye edilerek gelistirilen
gerek DNA’y1 gerekse RNA’y1 hedef alan NAA ve prob hibridizasyon
yontemlerinin sayist hizla artmaktadir. Giiniimiizde tiiberkiiloz dahil pek ¢ok
etkenin teshisinde kullanim alan1 bulmakta ve ticari otomatize sistemler
gelistirilmektedir. M.tuberculosis complex tanimlanmasinda en sik kullanilan

hedef bolge IS 6110 DNA dizisi veya rRNA’nin c¢ogaltilmasidir. PZR
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teknolojilerinin mikobakterilerde esas kullanim amac1 direngli M.tuberculosis
bakterilerinin hizli tanimlanmasidir (1)

PZR ile rpoB (RNA polimarese subunit B) geninde saptanan mutasyonlar
rifampisin direncini gosterir. Rifampisine direngli izolatlarin %90°1 ayni
zamanda INH’e de direngli oldugundan rifampisin direncinin belirlenmesi,
CID-TB olgularinin erken taninmasini saglar. Bu metodlarin tiiberkiiloz
tanisindaki Ustiinliikleri 6zellikle kiiltiir bazli metodlarin tanida yetersiz kaldigi
ekstra pulmoner tiiberkiiloz olgularinda ortaya ¢ikmaktadir.

Molekiiler yontemlerden PZR; ters transkriptaz (Reverse transcriptase)
PZR, ligaz zincir reaksiyonu (LCR), strand displacement amplifikasyon (SDA)
yontemleri gibi tekniklerden olusmaktadir. M.tuberculosis genomunda bir¢ok
kopyast bulunan IS 6110 ve hsp65 geni, bu yontemlerle amplifiye edilen
baslica genlerdir. Bu yontemler baz alindiginda c¢esitli ticari Kkitler
gelistirilmistir. Bunlar arasinda Amplified MTD (Gen Probe- San Diego, CA,
USA) ve Amplicor MTB’yle (Roche Molecular Systems,Basel,Switzerland)
16S ribozomal RNA; BD Probe Tec ET’yle (Becton Dickonson, Sparks, MD)
ise 1S6110 geni amplifiye edilmektedir. Amplifikasyon esasli yontemlerin
duyarliliklar1 6zgitlliiklerine gore daha diisiiktiir. Bunun nedeni klinik 6rnekte
basilin homojen dagilmamasi, niikleik asit ekstraksyonunun yeterli olmamasi
ya da ortamda amplifikasyonu Onleyici bir faktdriin  bulunmasidir.
Ozgiilliiklerini etkileyen ve yalanci pozitiflige yol acan esas faktdr ise klinik

ornegin kontaminasyonudur.
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Son yillarda M.tuberculosis kompleks iiyelerinin tanimlanmasinda ve ilag
duyarhliklarinin belirlenmesinde bir¢ok yontem rutin tani laboratuvarlarinda
kullanilmaktadir. Bu testler arasinda PZR esash restriksiyon enzim analizi
(PRA), DNA prob ve DNA dizi analizi yontemleri sayilabilir. 16S ribozomal
DNA’nin farklilik gosteren bdlgesini taniyan AccuProbe (Gen-Probe, San
Diego, CA , USA), 16S ve 23S ribozomal RNA’lar1 arasindaki tiire 6zgi
fragmanlar1 taniyan Line prob yontemleri (INNO-LiIPA Mycobacteria-
Innogenetics,Ghent,Belgium) ticari olarak gelistirilmis hibridizasyon esasl
DNA prob yontemlerinin 6rnekleridir. DNA dizi analizi, kat1 faz hibridizasyon,
gercek  zamanli PZR (Real-Time PCR) ve mikroarray yOntemi;
M.tuberculosis’de ilag direncinin saptanmasinda kullanilan molekiiler esash
yontemlerden 6nde gelenleridir (3). Kat1 faz hibridizasyon esasli testlerden
‘Line Probe Assay’ ( INNO-LIPA Rif TB Assay-Innogenetics, Ghent,
Belgium), M.tuberculosis’in rpoB geninin en siklikla mutasyon goriilen
bolgelerine kars1 gelistirilmis problar1 sayesinde kisa siirede rifampin direncinin
Saptanmasina imkan veren ticari bir kittir. Cogunlugu geleneksel PZR’dan
modifiye edilen, gerek DNA’y1 gerekse RNA’y1 hedef alan NAA ve prob-

hibridizasyon yontemleri hizla kullanima girmektedir.
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1.9.2.1 Ger¢ek Zamanh PZR (Real- time PCR)

Gercek zamanli PZR teknigi amplifikasyon aninda iiriin olusumunun
izlenmesi ve kalip DNA miktarinin tahmini temeline dayanmaktadir. Bu
sistemde fluorescent detecsiyon kimyasallar, amplifikasyon sinyal degisimlerini
algilayan ve monitorleyen, bilgisayar programlariyla destekli sistemler
gelistirilmistir. Giinlimiizde Gergek zamanli PZR’da; TagMan prob sistemi,
SYBR Green prob sistemi ve beacon prob sistemi kullanilmaktadir. Mevcut
gercek zamanli PZR, tir ayriminda, niikleotit polimorfizimlerinin
saptanmasinda ve tedavi esnasinda etken ylkiiniin belirlenmesinde yeterli
olmaktadir. Mikobakteri tiirleri i¢in giiniimiizde kullanilan ger¢ek zamanli PZR
esash ticari sistemler bulunmaktadir. Roche Diagnostic Systems tarafindan
gelistirilen LightCycler, BIO-RAD firmasmin iriinii iCycler, Applied
Biosystems tarafindan gelistirilen ABI Prism 7700 Detection system ve Abott
diagnostik tarafindan modifiye edilen ABI Prism 7000 sistemleri gercek
zamanli PZR esash sistemlere 6rnektirler. Bu sistemler ¢ogunlukla bakterinin,
16S rRNA bolgesini kodlayan gen bolgesi (rDNA) veya IS 6110 gen bolgesini
hedef alir. Sonugta floresan 1g1malarin 6l¢iilmesiyle tantya yardimei olunur.

Bu sistemlerin istiinlikkleri olarak, PZR sonrasinda elektroforeze
gereksinim duyulmamasi, kapali sistem oldugundan kontaminasyon riskinin
diisiik olmasi, PZR’da kullanilacak karigimlarin hazir olmasi, duyarlilik ve
Ozgilliigiiniin yliksek olmasi, ¢ok kisa (1-3 saat) siirede sonu¢ vermesi

sayilabilir (1).
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1.9.2.2 Ligaz Zincir Reaksiyonu (Ligase chain reaktion ; LCR)

NAA esasli bir PZR teknigidir. Goriintiilemede prob kullanildigindan prob
hibridizasyon olarakta adlandirilir. Bu teknikte; 1siya dayanikli DNA ligaz
enzimi, iki ileri primer ve bunlarin komplementeri iki primer olmak iizere
toplam dort primer kullanilir. DNA Ligaz enzimi yiiksek seviyede spesifik
oldugundan, yanlis baz eslesmelerine imkan vermezler. Teknik olarak klasik
PZR’a gore daha 6zgiil yaklagimdir.

Ticari olarak LCR bazli sistemlerden biri; LCx MTB Assay (Abbott Lab.
USA)’dir. Bu test M. tuberculosis’nin protein antijen b genini kodlayan yar1
otomatize bir sistemdir. Bus sistemin duyarhlik ve ozgiilliikleri oldukca
tatminkar diizeylerdedir. Klinik 6neklerde %70-90, kiiltiirlerde %85-99, pozitif

mikroskobi drneklerinde %90-100 oraninda duyarhlik ve 6zgiilliige sahiptir (1).

1.9.2.3 Self-sustained sequence-replication (3SR)

Genellikle PZR ve NAA esasli tekniklerin ¢gogunda hedef bolge DNA’dir.
DNA’nin laboratuvar sartlarinda stabil olmasi nedeniyle, siirekli laboratuvar
kaynakli bulasa neden olmaktadir. Self-sustained sequence-replication (3SR);
transkripsiyon esasli bir NAA yontemidir. Bu teknik, hasta serumlarinda
HIV’in (insan immun yetmezlik virusu) tanis1 ve viriis yiikiinii tanimlamada
oldukca faydali olmustur.Bu teknik ii¢ tane enzimin aktivitesine baghdir. Bu
enzimler; retro virus kokenli revers transkriptase, faj kokenli T7 RNA

Polimeraz ve bakteri kokenli riboniikleaz H enzimleridir.
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1) T7 promotoruna sahip primer, kalip RNA’nin 3’ ucuna tutunmasi

2) RT enzimiyle cDNA olusmasi

3) RNAase H aktivitesiyle RNA-cDNA hibridindeki RNA’larin kesilmesi

4) Ikinci primerlerin c DNA’nm 5’ ucuna bglanmasi

5) T7 RNA polimeraz aktivitesiyle, c¢cDNA’dan transkripsiyonla RNA
senntezlenmesi

6) Yeni sentezlenen RNA’larla, RNA sentezi siirekli devam eder. Bu teknigin
en Onemli avantaji, izometrik sabit 1sida (41°C) reaksiyonun gerceklesmesi,
PZR’a gore daha kisa siirede sonu¢ vermesi ve duyarlilimmmn standart RT

PZR’a gore yiiksek olmasidir (1).

1.9.2.4 Transkripsiyon aracili cogaltma (TMA)

Bu metot, transkripsiyon esasli NAA yontemidir ve izometrik 1sida, bir saat
gibi kisa siirede RNA ve DNA hedeflerini bir milyon kat ¢ogaltabilmektedir.
Burada RT ve RNA polimeraz enzimleri kullanilmaktadir. Bu metottaki
asamalar 3SR yontemindekiyle benzerdir. En son asamada {riinler prob
teknolojisiyle gosterilir. Transkripsiyon esasli yontemlerin PZR ydtemine
istiinliigii amplifikaston problarmin olusmasidir. Olusan RNA laboratuvar
ortaminda DNA’ya gbre daha stabil oldugundan kontaminasyon zinciri kirilir.
Reaksiyon sonrasi olusan iirlin miktar1 ¢ok yiiksek oldugundan, duyarlilig

oldukga yiiksektir (1).
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1.9.25 Zincir Aynistirma Cogaltma ( Strand displacement
amplification; SDA)

SDA teknigi ekzoniikleaz aktivitesi yetersiz DNA polimeraz, fosforothiot
tanima bolgesine sahip restriiksiyon endoniikleaz ve iki farkl primer aktivitesi
ile gergeklesir. Ilk iki primer PZR’daki gibi ileri ve geri primerleri seklinde
ancak restiriiksiyon enzim tanima bolgesine sahiptir. Ikinci primerler, birinci
primerlerin agtig1 restrilksiyon enzim tanima bolgesine hizla baglanirlar. Hedef
DNA’nin denatiirasyonu sonrasi ileri ve geri primerlerle hemifosforothiolanmig
DNA hibridini olustururlar. Sentezlenen ipler ayristirilir ve yeni sentezlenecek
DNA i¢in kalip olusturur. SDA esash gelistirilen, ilmik aracilifiyla ¢ogaltma
(loop-mediated isotermal amplification; LAMP) yontemi tanida umut vaad
etmektedir. Bu metotda i¢ ve dig primerler kullanilir ve reaksiyonun olmasi i¢gin
dort primerin ayni1 anda baglanmasi gerekir. LAMP duyarliligi bu nedenledir ki
standart PZR’a go6re yiiksektir. Reaksiyon sonunda olusan magnezyum
pirofosfat sayesinde DNA artis1 enzimatik ya da spektrofotometrik olarak
belirlenip, kantitatif sonug verilebilir.

SDA esasli ticari sistemlerden biri, BD probe Tec ET (Becton Dickinson
Biosciences)’dir. Bu sistem floresan deteksiyon sistemiyle birlestirilmistir ve
M.tuberculosis complex’in 1S6110 geni ile 16S rRNA geni (rDNA) birlikte
cogaltilir. Bu yontemle ¢alisilan solunum yolu 6rneklerinde duyarlilik (%88-

100), dzgiilliik (%85-100) arasinda bulunmustur (1).
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1.9.26 Prob Hibridizasyon ve Sinyal Amplifikasyon

Teknikleri

Bu yontemlerde problarin sinyalle isaretli olmasi ve sinyallerin dlglimiiyle
degerlendirme yapilmasi nedeniyle sinyal amplifikasyon yontemleri denilir.
Genel olarak bu sistemde iki prob sistemi kullanilir ve birinci prob hedef
niikleotite baglanirken, sinyal tasiyan ikinci prob; birinci proba baglanir.
Baglanma aninda 1s1ma gergeklesir, sinyal olusur ve olusan sinyaller olciilerek
sonuglar degerlendirilir. Bu sistemlerin modifiye edilmis sekilleri mevcuttur.
ELISA testine benzeyen modifiye hali branched DNA (bDNA) yontemidir.
Burada hedef DNA’ya spesifik problarin oldugu ortama hedef DNA eklenir,
spesifik problarla DNA hibridize edilir. Ortama bDNAlar, uygun problar
eklenerek, bDNA’nin problara ve alkalen fosfataza baglanmasi saglanir. En son
olarak ortama alkalen fosfatazla reaksiyona giren ve renk olusumuna neden
olan kromojen madde eklenir. Bu yontem siklikla virolojide (6zellikle HIV-
HBV-HCYV) hastalarin viral yiikiinii belirlemede kullanilmaktadir (1).

Diger bir Prob Hibridizasyon ve Sinyal Amplifikasyon teknigi ise, hibrit
yakalama (hybrid capture) yontemidir ve bir ¢cok yonden ELISA’a benzer. Bu
teknikte prob olarak hedef bolgeye spesifik RNA’lar kullanilir ve elde edilen
DNA-RNA'’lar kat1 fazdaki antikor ortamina aktarilir, son olarak kromojen
madde eklenir. Sonugta renkli irlinlerin miktar1 Jlgiilerek sonuglar
degerlendirilir. Yakin zamanda gelistirilen yeni hibridizasyon teknigi de
peptide nucleic acid in situ hybridization (PNA-FISH) ‘dur. Bu teknikte

M.tuberculosis complex’in 16S RNA’larn1 hedef alan floresansla isaretli peptid
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niikleik asit problar1 kullanilir. Klinik 6rneklerden tiir tanimlanmasi ve ayrimi
yapilabilmektedir.

Niikleotid cogaltilmasi yapilmaksizin sadece prob teknigi kullanilarak
kiiltiir orneklerinden bakteriler izole edilebilir ancak bunlarin direk klinik
orneklerde duyarhliklar1 diisiik seviyededir (The Accu Probe System; Gen-
Probe, San Diego Californiya).

NAA’u ile birlikte sinyal amplifikasyon ve prob esash ticari sistemlere
ornek olarak Cobas Amplicor MTB ve Line Probe Assay verilebilir. Bu
sistemlerde Ozellikle bakterininl6S yada 23S RNA gen bdlgesine 6zgiil ve
biotinle de isaretli primerler kullanilarak amplifikasyon saglanir. Olusan
driinler M.tuberculosis’in  spesifik problarinin  bagli oldugu manyetik
parcaciklarla yakalanir. Bu sistemde goriintiilemeye yardimei olarak avidin ve
kromojen kullanilir ve sonuglar fotometrik olarak degerlendirilir. Bu yontemin
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii klinik 6rnekleri tipine gore degisir. Solunum yollar1

orneklerinde duyarlilik %60-86, 6zgiilliik ise %90-98 civarindadir (1).

1.9.2.7 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, mikobakterilerin yavas ve uzun siirede iiremeleri
nedeniyle bu bakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda, ila¢ direnglerinin
saptanmasinda ve salgin hastaliklarda tip tayininde biiylik fayda saglar. Bu
yontemde bacterilerin korunmus gen bdlgelerine uygun primerler kullanilarak

analiz gergeklestirilir. DNA dizi analizi dort asamadan olusur. Bu asamalar,
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1) Klinik materyallerden ve kiiltiir 6rneklerinden niikleik asit (DNA; RNA)
izolasyonu

2) Elde edilen niikleik asitlerin ¢agaltilmasi (amplifiye edilmesi)

3) Uriinlerin isaretlenmesi, elektroforetik olarak ayristirilmasi ve lazer
yardimiyla okunmasi

4) Okunan bilginin bilgisayar yardimiyla kaydedilerek anlamli DNA dizilerine
doniistliriilmesi ve elde edilen niikleik asit dizilerinin daha sonra uluslararasi
gen bankalarindaki dizilerle kiyaslanarak sonuglarin  degerlendirilmesi
seklindedir.

DNA dizi analizi yonteminde siklikla Sanger’in zincir sonlandirma teknigi
kullanilmakta olup, bu teknikte DNA sentezi aninda ortamdaki
dideoksiniikleotit trifosfat’in (ddNTP) diziye eklenerek diziyi sonlandirmasi
esasma dayanir. Cesitli korunmus genlerin polimorfizmi 32 kDa proteinini
kodlayan gen, siiperoksit dismutazi1 kodlayan sod geni, DNA giraz subunit B’yi
kodlayan gyrB geni, RNA polimerazi kodlayan  rpoB geni, “internal
transcribed spacer” 16S-23S dizisi ve stoplazmik membrandaki protein
salgilyan bolgeyi kodlayan secAl geni gibi genler arastirilmistir.
Mikobakterilerin tanimlanmasinda dizi analizi i¢in en sik kullanilan gen
bolgeleri, 16S rRNA, hsp65, gyrB, rpoB, secA ve internal transcribed spacer
(ITS )’dur.

16SrRNA gen dizilerinin ayrimi ve dizi analizi i¢in yapilacak islemler
mitkemmel seviyede tanimlanmistir. Kontaminasyonu azaltmak ve 6zgiilligi

artirmak i¢cin mikobakterilere spesifik primerler dizayn edilmistir. Bu amagla
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primerleri amplifikasyonda kullanilir.16S rRNA genleri tim genomun smnirl
korunmus bdlgesini yansitir ve belirtecin molekiiler saati olduk¢a yavastir. En
son ayrilan tiirler bu ylizden birbirlerine oldukca benzer 16S rRNA gen dizisi
icerirler. Rutin ayrimda suslar, 6rnek sus dizileriyle karsilastirilarak 16S rRNA
hypervariable A bolgesine gore tanimlanmalidir.

Hsp65 geninin bir boliimiiniin dizi analizinde 441bg’lik bir bolgenin (396-
836 aras1 niikleotit) amplifikasyonu i¢in TB11 ve TBI2 primerleri

kullanilmaktadir (1).

1.9.2.8 DNA Microarray

Bu metod kiiciik bir alanda ¢ok sayida oligoniikleotid probun yogun bir
sekilde bulunmasi ve DNA dizilerinin tek bir hibridizasyon basamaginda
incelenmesine olanak saglayan gen cip teknolojisidir. Bu ydntem birgok
yoniiyle dot-blot hibridizasyon yontemine benzerlik gosterir. Bu testte isaretli
irlinler farkli oligoniikleotid prob iceren dar bir alanda spesifik problarla
hybridize edilir. Isaretli sinyaller gercek zamanli PZR’daki gibi miktar
Olglilerek  degerlendirilir. ~ Fazla  sayida  probun elde  edilmesi
mikroorganizmalarin genetik dizilimlerinin hizla ortaya konmasi ve bunlarin
gen bankasma sunulmasina paralel olarak tanida kullanimlar1 artmaktadir. Bu
metod klinik 6rneklerde M.tuberculosis tiirlerinin tanisinda kullanilmakla

birlikte daha ¢ok ilag direncinin belirlenmesinde tercih edilmektedir.
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M.tuberculosis genomu i¢in ticari olarak iiretilmis (operon/Qiagen) niikleik asit

setlerini igeren bir¢ok mikroarray ¢ipleri bulunmaktadir (1).

1.9.3 Serolojik Tam

Serolojik testler, basit, ucuz, karmasik ekipman gerektirmeyen, ekonomik,
her laboratuvarda uygulanmasi uygun testlerdir. Bu testler yeterince solunum
yollar1 Ornegi veremeyen, direkt mikroskobileri negatif olan hastalarda ve
klinik 6rnek vermeleri zor olan ¢ocuklarda tiiberkiiloz tanisinda faydali olabilir.
En yaygin kullanilan serolojik testler; M.tuberculosis’e karst olusan humoral
yada T hiicre temelli hiicresel immun yanitin ve serum disindaki orneklerde
lipoarabinomannan (LAM) antijenlerin saptanmasi esasina dayanir. Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), immunokrogmatografik testler

giliniimiizde en sik kullanilan serolojik testlerdir.

1.9.3.1 Mikobakteri Antijenleri

Mikobakterilerin  hiicre duvarinda glikolipid yapisinda antijenler

bulunmaktadir. Bu glikolipidler ;

1- PGL antijen (phenol glycolipit veya triglycosyl phenolphthiocerol
dimycocerosate)
2- DAT (2,3 —diacyltrehalose )

3- TAT ( 2,3,6 —triacyltrehalose )
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4- CF (cord factor veya trehalose-6,6’-dimycolate)

5- SL-1(2,3,6,6’-tetraacyl trehalose 2’-sulphate)

Hiicre duvarinda bulunan antijenler disinda hiicre disina salinan A38 ve
A30 gibi sitoplazmada bulunan antijenler de tespit edilmistir. Mikobakteri
kiiltiir filtratlarindan a-antijen, MPB51, MPB64, MPB70, MPB83, MPB57 ve
bir¢ok protein ekstrakte edilmis ve klonlanmistir. BCG’nin kiiltiir filtratlar: iki
boyutlu elektroforezle incelenmis ve Ag85 kompleksi ile MPB51’in immun

dominant antijenler oldugu bildirilmistir (10).

1.9.3.2 Mikobakterilerin Serolojik Tamsinda Kullanmilan Testler

Antijen Tespitine Dayanan Testler

Bu testler M.tuberculosis’in karbonhidrat ve glikolipid kisimlar1 bulunan
protein antijenleri ve yapisal Ozellikteki antijenler tanimmlanmstir.
Mikobakterilerin  plazma membraninda bulunan antijenler: Antijen5,
Lipoarabinomannan (LAM), sitoplazmik antijenler ve diger antijenleri tespit

eden ¢esitli serolojik test kitleri hazirlanmistir. Bunlar;

Idrar, balgam ve serumda lipoarabinomannan (LAM) tespiti ile

Tiiberkiiloz tanisi:

LAM, mikobakterilerin hiicre duvarinda bulunan bir lipopolisakkarittir ve

dogal mikobakteri enfeksiyonu sirasinda antikor yamitmni indiiklemektedir. idrar
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orneklerinde bulunan tiiberkiiloz basillerini tespit etmek icin LAM’1 kantatif
olarak tespit eden testler gelistirilmistir. Akciger ve akciger digi orneklerde
LAM’1 tespit etmek amaciyla dipstik metodu kullanilmaktadir. Balgam
yaymalarmda bu testin duyarliligi %93, 6zgiilliigii ise %95°dir. Idrarda anti-
LAM ELISA testi ile alinan %45.8 pozitifligin ve %77.9 negatifligin dogru
sonuglandigi tespit edilmistir (10).

Tiiberkiilozun endemik oldugu alanlarda, 6zellikle akciger tiiberkiilozunun
diger indikatorlerle birlikte oldugunda anti-LAM negatifliginin pratik 6nemi
vardir. Anti-LAM ELISA testi yayma sonuglariyla degerlendirildiginde yayma
pozitif akciger tiiberkiilozlu olgularinin %90.6’sinda ve yayma negatiflerin
%52.5’inde dogru olarak tani konmustur. Idrar disinda akciger tiiberkiiloz
hastalarinin balgam ve serumunda bulunan mikobakteri antijenlerini veya
antikorlarmi tespit eden immun blotlama ve immunassay testleri gelistirilmis ve
bu testler hizli tanida kullanilmastir.

Viicut sivilarindaki antijenin tespiti i¢in sandvi¢ ELISA, inhibisyon ELISA,
lateks agliitinasyon ve zit pasif hemagliitinasyon yontemine dayanan yontemler
kullanilmistir. Bu yontemlerin ¢ogunda mikobakterilerden ekstrakte edilen
glikolipidler PPD, Antijen 5 (38 kDa), Antijen A60, 45/47 kDa’luk antijenler,
antijen Kp90, 30 kDa’luk antijen, P32 antijeni, kord faktorii (trehaloz
dimikolat) ve LAM antijen olarak kullanilmaktadir. M.tuberculosis’e 6zgiil
antijenleri tespit eden testlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri olduk¢a yiiksektir.
Klinik 6rneklerde M.tuberculosis’e ait tiiberkiilostearik asit tespiti ile

karboksilik asitlerin kromatografik profilleri birlestirilip klinik ve kiiltiir
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sonuglar1 ile karsilastirilan ¢aligmalarda eriskin akciger tiiberkiilozunda
duyarlilik %95, 6zgiilliikk %91 olarak belirlenmistir. Tiim bu yontemler teknik
olarak ileri donanim ve uzmanlik gerektir.

BOS’ta dolasan antijenler1 tespit icin ELISA teknikleri kullanilmis ancak
duyarhliklar diisiik seviyede kalmistir. Yine BOS’ta dolasan antijenleri tespit
icin revers pasif hemagliitinasyon yapilmis ve duyarlilik %91.1, 6zgillik %99
olarak bildirilmigtir. Immun-blot testi ile BOS’ta dolasan mikobakteri
antijenlerinin Ozellikleri belirlenmis ve en fazla 30-32 ve 71 kDa’luk

antijenlerin bulundugu bildirilmistir (10).

Antikor Tespitine Dayah Tiiberkiiloz Tam Yontemleri

Tiberkiilozlu hastalarmm serumunda mikobakteri antijenlerine karsi olusan
antikorlar monoklonal ve poliklonal olarak tespit edilir ancak ¢evredeKi
mikobakterilerle capraz reaksiyon nedeniyle yanlis pozitif sonuglar dogurabilir.
Bu tiir serolojik testlerde kullanilan antijenik proteinler (A65, A60, A38, Al4,
A19, A90, A34 ve AS5 kDa’luk antijenler) ve polisakkaritler (LAM, PGP)
disinda 1s1 sok proteinleri, diagil trehaloz, ekskretuvar-sekretuvar antijenler ve
saflagtirilmis protein tlirevleri hizli bir tami testi gelistirmek icin ELISA
teknigine uygun bir ¢ok antijen denenmistir. M.tuberculosis’in saflastirilan
protein deriveleri (PPD) veya M.bovis BCG (Bacillus Calmette-Guerin)’den
elde edilen A60 gibi yar1 saflagtirilmis antijenler kullanilmistir. Bu antijenlerin
ozgiilliikleri distiktiir. A5, A6 ve rekombinant teknolojiyle elde edilen saf

proteinlerin 6zgiilliikleri daha iyi ancak duyarhiliklarinin diisiik oldugu tespit
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edilmistir. Akciger tiiberkiilozu tanisinda kullanilan antikor tespit esasina
dayanan ticari testler; MycoDot (LAM / Dot-blot testi), Detect- TB
(Rekombinant protein peptit / ELISA), Pathozyme Myco (38 kDa ve LAM /
ELISA), Pathozyme TB plus (38 kDa ve 16 kDa / ELISA), Antigen A60
(Antijen-60 / Membran) ve ICT tuberculosis (rekombinant / Membran) ‘dir.
Bunlar icinde duyarlilik ve 6zgilliigli en yiiksek olan Pathozyme TB plus
testidir.

Tiiberkiiloz hastalarinin kan, plazma veya serumlarinda bulunan antikorlar
tespit etmek amaciyla immunokromotografik yontemli hizli invitro testler
(InstaTest TB, TB STAT-PAK ve ICT diagnostics, BIO-ANALYTICS TB
gibi) gelistirilmistir. Tiiberkiiloz tanisinda c¢ok antijenli serolojik testler
mikroskobi kadar duyarli olabilir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), M.tuberculosis tarafindan salgilanan 6nemli bir
proteindir. M.tuberculosis H37Ra, M.tuberculosis H37Rv, M.bovis BCG,
M.vaccae, M.smegmatis, M.avium, M.scrofulaceum gibi mikobakterilerin
stiperoksit dismutazi kullanilarak saflastirilmis ve anti-SOD antikorlarin
olusturulmasi saglanmistir.

Tiiberkiilozun serolojik tanisinda bu antikorlar immun presipitasyon ve ELISA
testlerinde kullanilmistir. Tiiberkiiloz menenjitli olgularda, BOS’da anti-BCG
salgilayan hiicreleri tespit eden ELISA testlerinin kullanilmasi duyarlilig
artirabilir. Yine BOS’da anti-PPD IgG antikorlarmnin kantitatif 6l¢timiinde

hiicre-ELISA metodu kullanilabilir.
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Pulmoner ve ekstra pulmoner tiiberkiilozlu hastalarda antikor saptamaya
dayali ticari serolojik testlerle yapilan g¢aligmalar sonucunda bu testlerin
duyarlilik ve Ozgilliikleriyle ilgili veriler uyumsuzdur ve higbirisi
mikroskobinin yerini alacak yeterlilikte degildir.

DSO’ye gore Tiiberkiiloz tamisinda kullanilacak serolojik testin duyarlilig:
%80’in ozgilligu 1se %95’in iizerinde olmalidir. Serolojik tani (antijen veya
antikor saptama) pek ¢ok enfeksiyon hastaliginda kullanilmasina ragmen
tiiberkiiloz tanisinda 1. grup tarama testi olarak duyarli, spesifik ve pratik
olmay1 simdiye kadar basaramamistir. Giiniimiizde mevcut olan serolojik
testlerin higbirisi Amerika veya Avrupa’da heniiz onaylanmamistir. Bu nedenle
su an ic¢in bu testlerin tiiberkiiloz tanisinda onemli bir katkis1 yoktur ancak

tarama amagli kullanimlar1 faydali olabilir.

1.9.3.3 Diger Testler

Interferon gamma(IFNy) iiretiminin 6l¢iilmesi

Perferik kandan elde edilen mononiikleer hiicrelerin invitro sartlarda
uyarilip, duyarlilasan T lenfositlerden salman interferon gamma (IFNy)
tiretiminin ELISA ile 6l¢timii esasina dayanir (enzim linked-immunospot testi/
ELISPOT). Bu test invitro sartlarda mononiikleer hiicrelerin izolasyonunun zor
ve pahali olmasi nedeniyle kullanim1 siirhidir.

PPD yanit1 sonrasi kanda gamma interferon (IFNy) tespiti yapan (CSL/

QuantiFERON TB) testler gelistirilmis olup, bu testlere interferon gamma
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salinim testleri (IGSA) denir. Bu testlerin duyarliliklar1 %90, 6zgiilliikleri %95-
98 olarak degerlendirilmistir (Bu testlerde PPD, lenfositleri uyarici olarak
gorev yapmaktadir) .

Invivo deri testlerinde PPD’ye alternatif olarak ESAT-6 (erken salnan
Tiberkiiloz antijeni-early secretory antijen TB) ve CFP10 (koloni olusturan
protein) gibi antijenler T lenfositleri uyarici olarak kullanilmistir. ESAT6
antijenlerini, tiiberkiilozlu vakalarda T lenfositler tanirken, BCG ile asili veya
asis1z saglikl kisilerin T lenfositleri tanimazlar. Bu nedenle Interferon gamma

(IFNy) ol¢timii Tiiberkiiloz tedavisinin izlenmesinde yararl olabilir (10).

MPB 64 Tansdermal Yama Testi

MPB64 M. tuberculosis’in 6zgil bir antijenidir ve aktif tiiberkiilozlu
vakalar1 tespit etmek icin transdermal yama testi olarak uygulanir.Yama
testinde 72 saat sonra pozitif sonug alinir ve pozitiflik bir hafta kadar siirer. Bu
test tiiberkiiloz tedavisi sonrasinda ve tiiberkiilin testi pozitif, tiiberkiiloz
olmayan vakalarda negatiftir. Bu test aktif tiiberkiilloz vakalarni belirleme

yanmida tedavinin izlenmesinde de yararlidir (10).

Tiiberkiilin Deri Testi

Tiiberkiilin deri testi M.tuberculosis ile olusan enfeksiyonlarin varligini
gostermek i¢in uzun yillar kullanilan tek yontem olmustur. Bu test, enfeksiyon
veya BCG asis1 yoluyla basille karsilasan kisilerde gelisen asir1 duyarlilik

reaksiyonunun ortaya ¢ikarilmasi esasma dayanir. Pozitif test; immuniteyi,
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enfeksiyonun varligint yada yoklugunu gostermez ancak kisinin tiiberkiiloz
basili ile karsilastigini ve infekte oldugunu belirtir. Tiiberkiilin maddesi sivi
besiyerlerinde tiretilen M.tuberculosis basillerinin ¢oktiiriilmesiyle elde edilir.
Bu testte, old tiiberkiilin veya saflastirilmis protein Purified Protein Derivate
(PPD ) kullanilmaktadir. PPD uluslararasi standartlara uygun sekilde hazirlanir
ve 1TU (tiiberkiilin {initesi) 0.00002mg PPD proteinine esdegerdir. 0.1ml
soliisyonda bulunan 5 TU dozundaki PPD giiniimiizde en yaygin uygulanan ve
en 1yl yorumlanan tiiberkiilin test materyalini olusturmaktadir. Mantouxs
metodu olarak bilinen standart tiiberkiilin testinde 0.1 ml PPD soliisyonu deri
icerisine enjekte edilir ve enjeksiyon yerinde 6-10 mm capinda bir kabarcik
goriiliirki, bu testin dogru uygulandiginin kanitidir. Tiiberkiilin deri testi 48-72
saat sonra degerlendirilir. Test degerlendirilirken, enjeksiyon yerindeki eritem
degil endiirasyon ¢api Olgiilerek mm seklinde ifade edilir. Genel olarak
endiirasyon ¢apmin 10mm ve tizerinde olmasi pozitif, 5-6 mm olmas siipheli,
Smm’den az olmasi negatif olarak ifade edilir. Tiiberkiilin testi, ciddi
enfeksiyonlar (agir tiiberkiiloz vakalari, ciddi viral ve bakteriyel nfeksiyonlar),
metabolik hastaliklar (kr.renal yetmezlik vb), canli viral asilar, lenfod sistem
hastaliklar1 ~ (lenfoma, 16semi, sarkoidoz), ilaglar (kortikosteroidler,
immunosupressivler), yaniklar, cerahi girisimler gibi durumlarda yalanci
negatif sonug verirler. Tiiberkiilin testi BCG asisina bagl olarak pozitif olabilir.
Bu nedenle iilkemizde PPD degerlendirilirken; BCG asis1 olmayanlarda
pozitiflik sinir1 10mm, BCG asis1 olanlarda pozitiflik sinir1 15mm olarak kabul

edilmektedir. BCG’ye bagli pozitiflik genellikle 3-5 yil siirmekte ve 10 yilda
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tamamen kaybolmaktadir. Daha oOnce tiiberkiilloz enfeksiyonu gegirenlerde
zamanla PPD pozitifligi azalabilir ve PPD testi negatif ¢ikabilir. Bunlara test
bir hafta sonra tekrarlanirsa, 10 mm’den biiyiik veya ilk testten 6 mm daha
biiyilk PPD endiirasyonu tespit edilirki bu olaya booster reaksiyonu denilir.

Bunun anlami PPD testinin gergekte pozitif oldugudur (9).

1.10. M.tuberculosis Enfeksiyonlarinda Tedavi

Tiiberkiiloz un tedavisinde kullanilan ilaglarmn kesfi 20. yilizyilin en dnemli

tibbi gelismeleri arasindadir.

1.10.1 Tedavide kullanilan ilacglar

I-Birinci grup ilaglar

Izonizid (INH), Rifampisin (RIF ), Prazinamid (PZA), Streptomisin(ST) ve
Etambutol (EMB)’dur. Etambutol disindakilerin hepsi bakterisidal etkilidir.
Birinci grup ilaglar, genellikle tek doz uygulanan ve daha az toksik olan
ilaclardan olusur. Akciger Tiiberkiilozunda 3 tip basil populasyonu vardir.
Bunlar:
1-Metabolik olarak aktif olan, ndtral pH da ve hafif alkali ortamda ¢ogalabilen
acik kavitedeki basiller
2-Makrofajlarim i¢inde fagozomlarda bulunan, intraselliiler, asidik (pH 5.5)

ortamda yavas olarak ¢ogalan basiller
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3-Kronik Tiiberkiilozlu hastalarin kapali kazedz lezyonlarinda bulunan basiller

Streptomisin  (ST), agik kavitelerde ekstraselliiler olarak hizli {ireyen
bakterilere etkili ancak kazedz lezyonlardaki ve makrofaj igindeki basillere
etkisi yoktur.

Izonizid (INH), Rifampisin (RIF), her ii¢ grup basillere de etkilidir.
Rifampisin (RIF ), kazedz lezyonlardaki yavas iireyen basillere en etkili
ilagtir.Prazinamid (PZA), asidik ortamda aktiflesen bir ila¢ oldugundan
yalnizca makrofajlarm igindeki basillere etkilidir (4-9).

Iki veya daha fazla antitiiberkiiloz ilaca direncli M.tiiberculosis suslarina
cogul ilag direnci (CID-TB) gosteren suslar denir. Klinik olarak en &nemli
coklu ilag direnci; Izonizid (INH) ve Rifampisin (RIF ) direncinin birlikte
bulunmasidir. CID-TB olgularinda; birinci grup ilaglara ilaveten kullanilan ve

tedavi siireleri uzun olan ikinci grup ilaglar kullanilmaktadir.

IT) ikinci Grup ilaclar

Sikloserin, Etionamid,Ttiasetazon, Amikasin, Kanamisin, Kapreomisin,

PAS, Rifabiitin ve Florokinolonlar dir (4-8-9).
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Izonizid (INH):

Tiiberkiiloz basillerine en etkili ilagtr. Oral ve parenteral olarak
kullanilabilen, emilimi iyi, merkezi sinir sistemide dahil olmak tizere dokulara
1yl dagilan, ucuz ve 1yi tolere edilebilen bir ilactir. Aktif olarak hizli ¢ogalan
basillere oOldiiriicii etki gosterir. Karacigerde (KC) asetilasyon yolu ile
metabolize olur ve bu asetilasyon hizi ilacin yar1 dmriinii degistirir. INH” 1n en
sik yan etkisi, pyridoxin (B6 vit) metabolizmasinda etkilesim sonucu, periferik
ndropati yapmasidir. Noropati, daha c¢ok alkoliklerde diyabetiklerde ve
beslenme bozuklugu olanlarda goriilmektedir. Bu yan etki giinde 25 mg
piridoksin alimi ile 6nlenebilmektedir. Hepatit, INH kullanimina bagli gelisen
en onemli yan etkidir. Ilacin kullanimindan iki hafta sonra ortaya ¢ikan KC
enzimlerindeki yiikselme bir ka¢ haftada kendiliginden diizelebilir. Normalin 3-
5 misli yiikselen KC enzimlerinin oldugu vakalarda ilag toksititesinin oldugu

diistiniiliir ve ilag kesilir (8-9).

Rifampisin (RiF)

Izoniazid (INH) gibi metabolik olarak aktif basillere daha etkilidir.Gastro
intestinal sistem (GIS)’ den asit pH’da daha iyi emildiginden; antiasitlerle ve
yemeklerle alindiginda emilimleri, etkinlikleri azalwr. RIF a¢ karnma
alindiginda; biitlin vucutta iyi dagilmakta, pulmoner ve ekstrapulmoner
bdlgelerdeki tiiberkiiloz olgularinda giiglii bakterisidal etki gostermekte ve

inflamasyon varlifinda merkezi sinir sistemi tiiberkiilozundada gii¢lii
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bakterisidal etkisini siirdiirmektedir. INH, RIF’e gore daha erken bakterisidal
etki gosterirken RIF, INH’a gore daha sterilizan etkilidir. Rifampisin diizensiz
alindiginda allerjik reaksiyonlara neden olmakta ve grip benzeri tablo,
trombositopeni, renal yetmezlik olusturmaktadir. Bu ilag KC’de sitokrom P450
enzimini aktive etmekte ¢esitli ilag etkilesimlerine neden olmaktadir. Oral
kontroseptif ve oral antikoagiilan gibi ilaglarin etkisini azaltarak klinik sorunlar
olusturabilir. HIV enfeksiyonunda anti-retroviral tedavide proteaz inhibitorleri
ve/veya reverse transkriptaz inhibitorleri kullanilacaksa hastalara rifampisin
icermeyen tiiberkiiloz tedavi protokolii baglanmalidir. Bu olgularda rifampisin

tiirevi rifabutin kullanilabilir (8-9).

Pirazinamide (PZA)

Gerekli tedavi siiresini kisaltma yetenegi nedeniyle modern tiiberkiiloz
tedavisinde INH ve RIF’den sonra en onemli 3. ilag PZA’dir. PZA, pirazin-2-
korboksilik asitin amid tiirevi bir 6n ilagtir, pH 7.0-7.4 ‘de hig etkisi yoktur ve
asidik ortamlarda bakterisidal etkisi artmaktadir. Pirazinamid dokularda ¢ok iyi
bir sterilizan etki gostermekte olup,bu 6zelligiyle erken bakterisidal etkili diger
ilaglarla birlikte kullanildiginda ¢ok iyi sonuglar alinmasini saglar. Ozellikle
kaze6z lezyonlardaki basillere giiclii sterilizan etki gostermektedir. En fazla
goriilen yan etkisi, hiperiirisemidir ve en sik goriilen semptomu artraljidir.
[lacin aktif sekli pirazinoik asit, iirik asidin bdbrek tiibiillerinden atilimmi
engeller. Diger nadir goriilen yan etkisi hepatitdir ve tedavi sonrasinda

diizelmesi uzun zaman almaktadir (8-9).
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Etambutol (EMB)

Oral olarak alindiginda, iyi emilen, tedavi edici dozlarda alindiginda ¢ok
fazla toksik olmayan bir ilacdir. Klinikte fazla kullanilmayan ancak yiiksek
dozda giiclii bakterisidal etkili bu ilacin en 6nemli 6zelligi, diger antitiiberkiiloz
ilaglara diren¢ gelisimini dnlemesidir. Ozellikle INH ve/veya ST direncinin
yaygin oldugu bodlgelerde, bu ilaglarin yerine kullanilmaktadir. Etambutol
biiyiik 6lctide bobrek yoluyla temizlendiginden, bobrek yetmezligi vakalarinda
doz ayarina gidilmelidir. EMB’nin en 6nemli yan etkisi, optik norit ve gérme

bozuklugudur (8-9).

Streptomisin (ST)

Biitiin aminoglikozidlerde oldugu gibi bakterilerin 30S ribozomal alt
iinitesine baglanarak protein sentezini engelleyerek etki gosterirler. Genel
olarak giinde bir kez ve enjektabl olarak uygulanirlar. Santral sinir sistemine iyi
penetre olmazlar. Bobrek toksiteleri nedeniyle hastalara uygulanirken bobrek
fonksiyon testlerinin kontrol edilmesi gerekir. Bu olusan nefrotoksitite diger
aminaglikozitlerden daha siklikta olmaktadir. Ozellikle non-steroid anti
inflamatuar ilaglarla birlikte kullanilmasi nefrotoksititeyi daha da artirmaktadir.
Streptomisine bagli olusan en 6nemli toksitite isitme kaybi ve vestibiiler
fonksiyon bozuklugudur. Streptomisin, INH, RIF; PZA‘nin yaninda 4. ilag
olarak  kullanilmaktadir. Ulkemizde Streptomisin  direngli  vakalarda,

streptomisin yerine etambutol kullanilmaktadir (8-9).
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1.10.2 Tiiberkiiloz Tedavisinin Genel ilkeleri

a- Tiiberkiiloz tedavisinde diren¢ gelisimini 6nlemek icin tedaviye, duyarh
oldugu bilinen en az iki ilagla baslamak gerekir.

b- Tiiberkiiloz tedavisinde birinci segenek ilaclar iki evrede ve yeterli siirede
uygulanmahidir. Farkli ilaclar, farkli basil topluluklarm1 daha fazla
etkilemektedir. Baslangi¢ evresinde 2-3 ay siireyle, 3-5 ilag birlikte kullanilmali
ve bdylece hizli ¢ogalan basiller yok edilmelidir. Idame tedavisi déneminde ise
4-6 aylik siirede 2-3 ilagla geride kalan,yavas cogalan basiller yok edilerek
hastaligin tekrarlanmasi engellenmelidir.

c- Tedavi; etkili rejimlerin, kisa siireli ve yakin gézlem altinda uygulanmasina
dayandirilmalhidir. Gliniimiizde tiiberkiilozda temel sorun, hastalarin diizenli ve
yeterli bir siire ilaglarin1 kullanmalarinin saglanamamasidir. Bunun sonucu
olarak direngli vakalar olusmakta ve bu direng kazanan basiller hasta olmayan
kisileri de enfekte etmektedir. Bu nedenle DSO, hastalarin miimkiinse ilk 2-3
aylik baslangi¢c tedavilerinin hastahanede ya da baska bir saglik biriminde
yapilmasimi 6nermektedir.

d- Basarisiz bir tedavi kombinasyonunda ila¢ eklenmemeli, tedavi tekrar

uzmanlarca diizenlenmelidir.
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1.10.3 Tiiberkiiloz’da Tedavi Rejimleri

a. Daha once tedavi gormemis yeni Tiiberkiiloz olgularinda
Baslangic Tedavisi : INH+RIF+PZA+EMB veya SM iki ay hergiin (iki ayin
sonunda ARB pozitif ise bu siire 3 aya ¢ikarilir)

idame Tedavisi: INH+RIF dort ay hergiin

b. Daha once tedavi gormiis ve yeniden hastalanmus olgular veya
tedavilerine 2 ay veya daha fazla ara verip donenler

INH+RIF+PZA+EMB+SM iki ay

INH+RIF+PZA+EMB bir ay

INH+RIF+EMB (5 ay) seklinde uygulanir.

c. Akciger dis1 Tiiberkiiloz olgulann (Tiberkiiloz menenjit, milier
tiberkiiloz, trogenital tiiberkiiloz, bagirsak tiiberkiilozu, perikard ve
pilevral tiiberkiiloz, kemik tiiberkiilozu )

Baslangi¢c Tedavisi: INH+RIF+PZA+EMB veya SM iki ay hergiin

Idame Tedavisi: INH+RIF 7-10 ay hergiin

d. Cocuk Tiiberkiilozu

Baslangi¢c Tedavisi: INH+RIF+PZA iki ay hergiin

Idame Tedavisi: INH+RIF dort ay hergiin
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e. CID-TB siipheli, tedavisi basarisiz olanlar ve kronik olgular

Bu olgularda tedavinin daha az toksik, daha ucuz ve daha etkili olmasi i¢in
mindr ve/veya yeni gelistirilmis antitiiberkiiloz ilaglarla belirli merkezlerde
yapilmalidir. Bu tip tedavi genellikle 18-24 ay kadar siirebilir ve gerektiginde

cerrahi tedaviye gidilebilir.

f.  Ozel Durumlarda Tiiberkiiloz Tedavisi

Gebelik durumunda streptomisin kullanilmamalidir. Diger ilaglar normal
dozunda kullanilmali, tiiberkiilozlu annenin bebegine dogumdan sonra derhal
BCG asis1 yapilmali ve INH profilaksisine almmalidir. Anne bebegine siit
verebilir.

Oral kontraseptiv alan kisiler rifampicin iceren tiiberkiiloz tedavisi
alacaklarsa ya baska bir dogum kontrol hapi kullanmali ya da kullanilan
dogum kontrol hapindaki 6strojen miktar1 50 pg’in altinda olmalidir.

Hepatit viriis tastyiciligl, gegirilmis akut hepatit ve alkol kullanimi tedavide
degisikligi gerektirmez. Kronik karaciger hastalarinda;

2 ay SM+INH+RIF+EMB ve alt1 ay INH+RIF veya

iki ay INH+SM+EMB ve 10 ay HMB+INH tedavisi onerilmektedir.

Renal yetmezliklerde en giivenilir protokol 2 ay INH+RIF+PZA ve 6 ay
INH+RIF tir.

Diyabetik hastalarda ve HIV pozitif kigilerde tedavide genellikle
degisiklik yapilmasi Onerilmemektedir ancak o6zellikle diyabetiklerde tedavi

stiresinin uzun tutulmasi onerilmektedir.
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g. Tiiberkiiloz Tedavisinin izlenmesi

Akciger tiiberkiilozunun tanisinda oldugu gibi takibinde de en etkili
yontem bakteriyolojik incelemedir. Tedavinin yogun doneminden sonra yani
ikinci aym sonunda, dordiincii aymn sonunda ve tedaviyi kesmeden 6nce 6 ve 8.
aylarda mutlaka balgam yaymalar1 incelenmelidir. Genellikle vakalarin
cogunlugunda tedavinin ikinci aymnin sonunda balgam yaymalar1 negatiflesir.
Eger balgam yaymasi pozitif olursa baslangi¢ tedavisi 1 ay uzatilir ve hastanin
ilaclar1 diizenli alip almadig1 kontrol edilir. Tedavinin 5. ay1 sonunda hala
balgam yaymasi pozitif olan hastalar biiyiik olasilikla CID-TB vakalaridir. Bu
vakalarm tedavi protokolleri degistirilmeden CID-TB tedavisi yapan
merkezlere gonderilmelidir.

Tedavinin izlenmesinde bakteriyolojik ve radyolojik yontemler birlikte
kullanilmali ve tek basina radyolojik tetkiklerle takip yapilmamalidir. Ozellikle
akciger dis1 tiiberkiiloz olgularinda klinik bulgularin yaninda sedimentasyon

hizinin da kontrol edilmesi gerekir.

h. ila¢ yan etkilerinin izlenmesi

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglarin en Onemli yan etkisi
hepatotoksititedir. Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan primer ilaglardan
INH+RIF ve PZA hepatotoksik ozelliktedir. Bu hastalar karaciger enzimleri
yoniinden ve bilirubin degerleri acisindan siirekli takip altinda tutulmalidir.

Hepatotoksitite tanis1 alan hastalarin tiimiiniin tedavisi kesilmeli ve karaciger
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enzimleri normale dondiikten sonra tiim ilaglar tam dozda yeniden
baslanmalidir. Tiiberkiiloz tedavisi esnasinda igitmenin azalmasi ve/veya denge
kusuru gelisen olgularda streptomisin hemen kesilmeli ve bir daha
kullanilmamalidir.

EMB’ye bagl olarak gérmede azalma ve renk ayrimi bozukluklar: (optik
norit) hakkinda hastalar uyarilmali ve bu durumun gelistigi hastalarda EMB
hemen kesilmelidir. RIF’e bagli 16kopeni ve akut renal yetmezlik durumlarinda

ilag kesilmeli ve bir daha kullanilmamalidir.

i. Koruyucu Tedavi (kemoproflaksi)

Koruyucu tedavi infekte olmus ve hastalanma sansi yiiksek olan kisilerde
hastaligi onlemek amaciyla yapilir. Kemoproflaksi’de temel ilag INH’tir.
Eriskinlerde 300mg/giin, ¢ocuklarda 10mg/kg/giin dozunda INH 6-12 ay
arasinda kullanilmaktadir. Bu tedavinin basar1 sansi %60 civarindadir. INH
proflaksisi sirasinda hastalarin, ilaglar1 diizenli ve yeterli bir sekilde alip

almadig1 ve yasl hastalar hepatiti agisindan takip edilmelidir.

INH Proflaksisi

1- Tiiberkiilozlu hastayla temaslilar
2- BCG asis1 olmayan PPD + 0-6 yas aras1 ¢cocuklar
3- Son yillarda yapilmig BCG’si olmadigi halde PPD + ve risk faktorleri

tasiyan hastalar (HIV enfeksiyonu, silikozis, diyabetikler, kronik bobrek
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yetmezligi, TNF o tedavisi alacaklar, uzun siire steroid tedavisi
gerektirenler, lenfomalilar, gastrektomi operasyonu gegirenler)
4- Son 2 yil iginde tekrarlanan PPD degerlerinde 10 mm’den fazla artis

olanlar (9).

1-11 Tiiberkiilozda Ilac¢ Direnci

Tammlar:

Yeni olguda ila¢ direnci: Hig tiiberkiiloz tedavisi almamis ya da bir aydan daha
kisa siireli tadavi almig hastadaki saptanan ila¢ direncidir ve bulas yoluyla
alinmustir. Primer direng oraninin yiiksek olmasi o toplumda uygulanmakta olan
tiiberkiiloz korunma ve kontrol onlemlerinin yetersiz oldugunu gdstermektedir
(10-73).

Tedavi gormiis olguda ila¢ direnci: Bir aydan daha fazla tiiberkiiloz tedavisi
gormiis hastalardaki ila¢ direncidir. Edinilmis ilag¢ direnci denilebilir. Bulas
yoluyla alinmig ya da tedavi aninda kazanilmistir. Sekoder direng, uygun
olmayan tedaviye bagl olarak yeni mutantlarin gelisimi sonucu olusur ve bu
direncin artis1 uygulanmakta olan tiiberkiiloz tedavisinin yetersizligini gosterir
(10-73).

Cok ilaca direncli tiiberkiiloz (CID - TB ) yada multi- drug resistant
tiiberkiiloz: izoniyazid (INH) ve rifampisin (RIF)’e birlikte direng gdsteren
hastalardaki direnci tanimlar.

Yaygin ilag direncli tiiberkiiloz (YID — TB ) yada extensive drug resistance

tiiberkiiloz: izoniyazid (INH) ve rifampisin (RIF)’e dirence ek olarak bir
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kinolon ve birde enjektabl ilaca (amikasin, kanamisin, kapreomisin) direng
saptanmasidir (58).

Mikobakterilerde gelisen ilag direnci; primer diren¢ yani direngli basille
hastalanma ya da tedavi sirasinda gelisen sekonder diren¢ seklinde olabilir.
M.tuberculosis’te en sik gozlenen diren¢ mekanizmasi, antimikobakteriyel
ilaglar1 aktive eden veya kendileri ilaclarin hedefi olan enzimlerde meydana
gelen mutasyonlardir. Mikobakterilerdeki mutasyon oranlar1 diger bakterilerle
kiyaslandiginda 10 misli daha fazladir. INH ve etionamid mikolik asit yapisini
bozan anti tiiberkiiloz ilaglardir (4).

Anti tiiberkiiloz ilaglar tek baslarina kullanildiklarinda baslangigta klinik
yanit alinmasina ragmen ortalama ii¢ aylk bir siire i¢inde direng ortaya
cikmaktadir. Anti-tiiberkiiloz ilaglara karsi direng gelisimine yol acan en
onemli tedavi yanlisi, tedavi basarisizliginda tedaviye tek ila¢ eklenmesidir.
Bunun yaninda yetersiz doz, sayr ve uygun olmayan kombinasyonda ilag
kullanimi, biyoyararlanimi kanitlanmamis ilaglarin kullanimi, anti-tiiberkiiloz
ilaclarin diizenli temin edilememesi ve bu ilaclarin baska endikasyonlarda
kullanilmasi, yetersiz hasta egitimi ve hastalarin iyi takip edilememesi gibi
nedenlerle ilaglara direng gelismektedir.

Cogul ilag direnci (CID/ MDR) ifadesi, izoniazid ve rifampisine ayn1 anda
direngli basilin neden oldugu tiiberkiiloz olgularinda kullanilir. Primer direng
aslinda sekonder direncin sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir.Sekonder direng
gelismis basilleri tagiyan hastanin basilleri bulastirdig1 hasta olmayan kisilerde

gelisen tiiberkiilozda primer direngten soz edilir (58).
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Mikobakterilerin hem dogal hemde kazanilmis direncinde pompa
proteinlerinin de rol aldigi, bunlardan Tap ve P55 ’in aminoglikozid, EfpA’nin
izoniazid ve LfrA’nin kinolon direnci ile iliskili oldugu ¢alismalarda ortaya
konmustur.

M.tuberculosis’in Kklinikte sorun olusturan ila¢ direnci, tedavide kullanilan
ilaglarin hedef bolgeleri olan molekiilleri kodlayan genlerde mutasyon sonucu
gelismektedir. Yine bu basillerin diger bir ¢ok bakterinin aksine plazidleri
olmadigindan diren¢g genleri bir, bakteriden diger bakteriye aktarilamaz.
Birbirinden bagimsiz ortaya ¢ikan mutasyonlarin birikimi sonucu CID-TB
enfeksiyonlar1 olusmaktadir. Son yillarda asir1 ilag direngli (XDR-TB)
tiiberkiiloz olarak adlandirilan ve hem birinci grup, hem de ikinci gruptaki belli
ilaglara direngli vakalara rastlanmstir. DSO, XDR-TB’yi rifampin, izoniyazide
ek olarak ikinci grup ilaglardan florokinolonlara da diren¢ gdsteren ve ikincil
grup ilaglardan enjeksiyon yoluyla uygulanan antibiotiklerden kapreomisin,
amikasin ve kanamisinden en az birine direngli izolatlar olarak tanimlamistir
(58).

1-izoniasid (INH) Direnci

katG Gen Mutasyonu

INH, mikolik asit biyosentezinde rol alan enoyl ACP rediiktaz enziminin
aktivitesini inhibe edilmektedir. INH normalde inaktif formda olup,
M.tuberculosis’in katG geni tarafindan kodlanan katalaz- peroksidaz enzimi
tarafindan aktive edilerek hiicre duvari sentezini inhibe etmektedir. Iste katG

genindeki mutasyon sonucu inaktif formdaki INH aktif forma doniisememekte
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ve etki gosterememektedir. Bu mekanizma INH direncinin %50-70’inden

sorumludur (3).

inhA Gen Mutasyonu:

Mikolik asit biyosentezinde rol alan enoyl ACP rediiktaz, inh geni
tarafindan kodlanmaktadir. Bu gende olusan mutasyon sonucu siirekli olarak
mikolik asit sentezlenmektedir ve izoniazidin etkinligini ortadan
kaldirmaktadir. Bu tip direng INH direncinin %25’ini olusturmaktadir (3).

INH direngli suslarda, katG geninde %67.8, inhA geninde %20.4 oraninda
mutasyon goézlenmistir ve katG i¢in ACC315. kodonda, inhA i¢in TGA 209

nolu kodonda en sik mutasyon saptanmistir (50).

ahpC Gen Mutasyonu
Klinik izolatlardaki INH direncinin %10-15’inden sorumludur. INH’nin
aktif formunu inhibe eden alkil hidroperoksit rediiktaz enziminin bu direngten

sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir (3).

2-Rifampin (RIF) Direnci:

Rifampisin, bakterinin DNA’ya bagimli RNA polimerazimin potent
inhibitoriidiir. Rifampin, RNA polimerazin 3 —sub iinitesine baglanarak mRNA
sentezini inhibe etmektedir. RIF’e direngli M. tuberculosis kokenlerinin
%095’inden fazlasinda direngten, RNA polimeraz enziminin  -sub iinitesini

kodlayan rpoB genin 507-533 kodonlar arasindaki 81 bg (baz ¢ifti)
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uzunlugundaki yiiksek siklikta degisken bdlgedeki mutasyonlar, kiigiik
delesyonlar ve insersiyonlar sorumludur. Yine rpoB genini kodlayan bu bolge
disinda 146, 490, 505, 535, 541, 553 ve 572. kodonlardada mutasyonlar
gosterilmistir. RIF direngli vakalarn  %34-57’inde rpoB geninin 531.
kodonundaki ser531Leu mutasyonu saptanmistir. Bunu 526. kodondaki
mutasyon izlemektedir. Kodon 531, 526, ve 513’deki mutasyonlar yiiksek
diizeyde rifampisin direncine (MIC >64ug/ml) neden olurken, 514 ve 533.
kodon mutasyonlar1 genellikle diisiik diizeyde mutasyonlardir. Rifampine
direngli tiirlerin tiimiinde rifapentin’ede ¢apraz direng goriilmektedir (50). Sanic
ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada 227 vakanin 216’inda rpoB geninde 8
farkli kodonda 20 farkli nokta mutasyon, iki delesyon ve bir insersiyon tespit
etmiglerdir ve rpoB geni i¢cin en sik TTG531. kodonda mutasyon tespit

edilmistir.

3-Streptomisin Direnci:

M.tuberculosis’de streptomisin’e kars1 direng, ribozomda ilacin hedef
bolgesinde olusan mutasyonlar sonucu gelisir. Mutasyonlar genellikle,
ribozomal kiigiik alt tinite S12 proteinini kodlayan rpsL geninde olusurlar ve
streptomisin direncinin %50’sinden sorumludurlar. Ayrica 16S ribozomal
RNA’nin bir bolgesini kodlayan rrs genindeki mutasyonlarda streptomisin
direncinden sorumludur. Bu da streptomisin  direncinin  %20’sini
olusturmaktadir (3). rpsL proteinindeki aminoasit degisikligi yiiksek diizeyde

(MIC>500 pg/ml) streptomisin direnci olustururken, rrs genindeki mutasyonlar
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orta diizeyde (MIC<250 pg/ml) S T direnci olusturur (50). Streptomisine direng
gelismesi durumunda, diger aminoglikozitlere c¢apraz direng gelismez ve

streptomisin yerine kullanilabilirler (4).

4-Etambutol (EMB) direnci:

EMB, arabinozil transferazin 06zgiill hedefidir. EMB arabinozun,
arabinogalakton ve lipoarabinomannana polimerize olmasma aracilik eden
arabinozil  transferaz  enzimini  bloke ederek arabinogalaktan ve
lipoarabinomannanin hiicre duvarina taginmasini engeller.

Arabinozil transferaz enzimini kodlayan, embC, embA ve embB genleri 10
kilo baz c¢iftlik bir operon seklinde organize olmustur. Etambutole direngli
tirlerde embB genindeki en sik mutasyonlar, 306. kodondaki missense
mutasyonlardir. EMB direncinin %47-65’inden embB genindeki mutasyonlar
sorumludur. Yine Phe285 Leu, Phe330 val ve Thr 630 il diger sik olan
mutasyonlardir.  Met306Leu, Met306Val,Phe330Val ve Thr631 e

mutasyonlarinda EMB i¢in MIC degerleri genellikle daha yiiksektir.

5-Pirazinamid (PZA):

Pirazinamide duyarli M.tuberculosis suslari, pirazinamidi aktif formu olan
pirazinoik aside ¢eviren pirazinamidaz enzimi {retirler. M:tuberculosis de bu
enzimi kodlayan pncA genindeki mutasyonlar, piraziamidaz aktivitesinin

kaybma neden olurlar. Bu olay pirazinamid direncinin %72-94’tinden
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sorumludur. pncA geninin ii¢ bolgesindeki mutasyonlar (3-17, 61-85 ve 132-
142 kodonlar arasi) belli bir kiimelesme gosterirler. Bu mutasyonlar diginda,
delesyon, insersiyon ve terminasyon mutasyonlarida goriilmektedir.

PZA’ya dogal direngli olan M.bovis BCG tiirlerinde pncA geninin 1609.

kodonunda M. tuberculosis tiirlerindeki histidin yerine aspartik asit gelmistir.

6-Florokinolon direnci:

Florokinolonlarin hedefi DNA’nin negatif siipersarmal olusturmasii
katalizleyen ve ATP bagimli Tip-Il DNA topoizomeraz olan, DNA giraz
enzimidir. Bu enzimin inhibe edilmesiyle, DNA’nin siipersarmal yapis1 bozulur
ve bakteri hayatin1 devam ettiremez. insan DNA’s1 bu durumdan etkilenmez.
DNA giraz enzimi AveB alt {initelerinden olusmus bir heterodimerdir. Bu
tiniteler gyrA ve gyrB genlerince kodlanirlar ve direngli vakalarda bu gen
bolgelerinde mutasyonlar saptanmistir. Tiiberkiiloz tedavisinde etkili olan,
siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin ve sparfloksasin birinci grup
tiiberkiiloz 1ilaglarma alternatif olarak kullanilmaktadir. Yiiksek diizeyde
siprofloksasin direnci, gyrA geninin 90. kodonu civarindaki mutasyonla iliskili
bulunmustur. Yiiksek diizeyde florokinolon direnci saptanan tiirlerde, bu
bolgedeki 40 aminoasitlik Quinolone rezistance determining region (QRDR)
olarak adlandirilan gen bdlgesinde mutasyonlar bulunmaktadir. M. tuberculosis
tirlerindeki kazanilmis florokinolon direncinin - %75-94’tinden, QRDR

bdlgesindeki gyrA mutasyonlar1 sorumludur (50).
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7-Etionamid Direnci:

Etionamid, etkisini mikolik asit biosentezini bloke ederek gosterir. Bu
direngte etkili olan gen bdlgesi INhA gen bolgesidir. Ancak direngli M.

tuberculosis suslarindaki mutasyon oranlar1 belli degildir (50).
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2-GEREC VE YONTEM

2.1 Kimyasal Bilesikler, Besiyerleri, Kitler

Tris (Amiesco, ABD)

Borik asit (Scharlau, Ispanya)
Etilendiamin tetraasetik asit (Carlo Erba)
Agaroz (Sigma, ABD)

Yiikleme tamponu

Etidyum Bromid (10mg/ml distile su i¢inde)
dNTP (Bioron, Almanya)

Primerler

Buffer (Bioron, Almanya)

Taq polimeraz (Bioron, Almanya)
MgCl2 (Bioron, Almanya)

Lowenstein Jensen besiyeri (Orbak)
Formamit (Applied Biosystems, ABD)
Isopropanol (Sigma, ABD)

BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, ABD)

Invisorb® Spin PCRapid Kit for purification of PCR-fragments (Invitek,

Almanya)
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0.5M EDTA hazrlans::
Disodium EDTA. 2H20 186.1gr
Distile su ile 1L’ ye tamamlandh.

NaOH ile pH 8 olarak ayarlanda.

5X TBE hazirlanisi
Trisbase  54gr
Boricacid 27.5gr

EDTA 0.5M 20ml

Distile su ile 1000ml’ ye tamamlandi.

%2’ lik Agaroz jel hazirlanis::
1X TBE 75ml

Agaroz 1.5gr

Yiikleme Tamponu:
Orange G  25mg
Gliserol ~ 3ml
5XTBE 2ml

H20 5ml
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2.2 Aletler

Hassas terazi (Schimadzu, Japonya)

Otoklav (Niive, Tirkiye)

Vorteks (MS2 minishaker, IKA)

Mikropipetler (Gilson, Fransa)

Yatay elektroforez

Is1 dongii aletleri (Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems, ABD)
ABI Prism310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD)
Mikrosantrifiij ve sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya)

Is1 blogu (Bio TDB100, Boeco, Almanya)

Jel goriintiileme sistemi (Syngene, Ingenius, ABD)

pHmetre (Accumet, AB15, Fisher)

Manyetik karistiric1 (Jenway 1000, hotplate & Stirrer, Ingiltire)

Distile su cihazi (Seralpur PRO90C)
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2.3 Kullanmilan M.tuberculosis Suslari

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran hastalara ait klinik
orneklerden, hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda pasajlanarak iiretilen ve
tiiberkiiloz pozitif olarak degerlendirilen 30 tane M.tuberculosis susu
caligtimistir. Bu ¢alismada kontrol grubu olarak Ankara Refik Saydam
Hifzissihha Merkezi Tiiberkiiloz Laboratuvarinda iiretilen H37Ra (rifampisine

duyarl) ve H37Rv (rifampisin direngli) M.tuberculosis suslar1 kullanilmistir.

2.4 Yontem

Mikrobiyoloji laboratuvarinda l6wenstein jensen besiyerinde kiiltiirde
ireyen Ornekler mikroskopta incelendi.. ARB pozitif olanlarin kiiltiirlerinden
DNA izolasyonu i¢in kiiltir materyali 1.5ml’lik plastik konik tiiplere
(ependorf) alindi. Alinan 6neklerden spin kolon yotemiyle hazir kit protokoliine
uygun olarak DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen DNA’lar LA1 ve
LA2 primerleri kullanilarak rpoB gen bdlgesinin i¢cinde bulundugu genis bir
bolge protokollere uygun sekilde in-house PZR ile ¢ogaltildi ve %2’lik agaroz
jelde goriintiilenerek DNA bantlar1 gosterildi. Elde edilen DNA, atiklardan
temizlenerek daha saf DNA eldesi saglandi. Saflagtirilmis DNA, rpoB gen
bolgesine uygun primerlerin (rpoB101F- rpoB101R) ve buna uygun PZR
protokoliiniin kullanildig1 sekans oncesi PZR ile ¢ogaltildi. PZR’da kullanilan
Iki oligoniikleotitten olusan primerler, 2201 ile 2611 (Gen Banc accession no.

L27989) arasindaki 411 bg’lik (rpoB genine ait 81b¢ cok degisken bolgeyi
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iceren) bir bolgeyi tanimlamaktadir. Sekans PZR ile elde edilen diriinler
presipitasyona tabi tutuldu. Presipitasyon sonrasi 6rneklere formamid eklenerek
DNA’nin ¢Oziinmesi saglandi. Tim Orneklere ait (formamid eklenmis)
DNA’lar, 95°C’de 3 dakika daha sonra buz tizerinde 2 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda oOrneklere ait DNA’lar “ABI-PRISM 310 genetic
analyzer” cihazmmn kullanim talimatina uygun sekilde dongiisel dizi analizi
tepkimesi i¢in cihaza yiikklendi. DNA’nin gen dizileri, uygun bilgisayar
programlart kullanilarak uluslararasi gen bankalarindaki gen dizileriyle
karsilastirilarak dizilerde olusan farkliliklara gére mutasyonlarin olup olmadigi

degerlendirildi.

2.4.1 Kalip DNA’min Ekstraksiyonu (elde edilmesi)

1 Yeterli miktarda bakteri kolonisi (i¢inde serum fizyolojik bulunan) 1.5ml’lik
plastik konik tiiplere alinir ve siispanse edilir.

2 -Siispanse haldeki 6rnekler 12000 rpm’de, 15 dak. santrifiij edilir ve satrifiij
sonrast iist kisim dokdiliir

3 -1.5ml’lik plastik konik tiiplerin dibindeki materyal tizerine 400 plt
resuspansiyon buffer eklenir (bakterilerin hiicre duvarlarinin yikimi saglanir) ve
vortekslenir.

4 -Bu siispansiyon 95°C’de 20 dak. ve iizerine proteinaz K (20 plt) eklenerek
68°C de 20 dak.bekletilir (Bakteri DNA’sinin hiicre digina ¢ikmasi saglanir).

5 -Sonra 400 plt binding buffer eklenir (serbestlesen DNA’lar yakalanir) ve

hafif¢e vortekslenir.
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6 -1.5ml’lik plastik konik tiiplerdeki materyal filtreli tiiplere aktarilir
(DNA’nin silikon yapidaki filtrelere tutunmasi saglanir) ve 10.000 rpm’de 1
dak. santrifiij edilir.

7 -Sonra iki kez spin kolonlar yikama tamponu ile yikanir ve 10.000 rpm’de 1
dak. santrifiij edilir, alt kistm dokiiliir.

8 -Spin kolondaki alkolii uzaklastirmak i¢in 14.000 rpm’de, 4 dak. santrifiij
yapilir.

9 -Spin kolon iizerine (Spin kolondaki DNA’nin yeni tiiplere ¢dziinmesi igin)
80-100 plt elution buffer eklenir ve 1 dak. beklendikten sonra 10.000 rpm’de
santrifiij yapilarak DNA’nin 1.5ml’lik plastik konik tiiplerin tabanma ¢ékmesi

saglanir.

2.4.2 PZR Primerleri

Tablo 1: PZR’da kullanilan primer ¢iftlerinin dizileri, uzunluklar1 ve birlesme

sicakliklar1

Primer adi Primer dizisi (5°—3°) Uriin Birlesme
uzunlugu  sicaklhigi(°C)
(baz ¢ifti)

LA1 TCGACGCTGGAGAAGGACAACACC 1017 60

LA2 GTCCCAGGAAGGGAATCATCGCGG 1017 60

rpoB101F TACGGTCGGCGAGCTGATCC 411 57

rpoB101R TACGGCGTTTCGATGAACC 411 57
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2.4.3 PZR icin karisimin hazirlanmasi

PZR i¢in optimum MgCl, ve primer konsantrasyonlari belirlendi. Her 6rnek
i¢in, 1X tepkime tamponu (MgCl2’siiz) (Bioron), 1,5 mM MgClz (Bioron), 200uM
dNTP (Bioron), 0.1 uM LA1, 0.1 uM LA2 primerleri ve 0.026U/ul Taq polimeraz

enzimini igeren 32.5 ul karisim hazirlandi ve PZR tiiplerine aktarildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR tiiplerine aktarilan 32,5 pl karisimin iizerine klinik 6rneklerden elde edilen
DNA’dan 2.5 pl eklendi. Thermal Cycler (1s1 dongiisii) cihazi, protokole uygun

olarak PZR dongiileri ve sicaklik ayarlar1 asagidaki sekilde yapildi (74).

95°C 3 dakika 1 dongii (denatiirasyon)
95°C 20 saniye (denatiirasyon)
60°C 20 saniye } 45 (baglanma)
72°C 45 saniye (uzama)

72°C 7 dakika

PZR dongiileri tamamlandiktan sonra g¢ogaltilan DNA iiriinlerinin her
birinden 4 ul alind1 ve 3 pl yiikleme tamponu ile karistirildi. Bu karigimlar
%?2’lik agaroz igeren jele 1. ve sonuncu kuyucuklara molekiiler agirhik
standard1 (marker), diger kuyucuklara sirasiyla drneklere ait DNA’lar ytiklendi.
Sonra 100V- 80 amp akimda 45 dak.elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez
sonras1 Etidyum bromiir ile 6rnekler boyanarak DNA bantlarmin goriiniir hale

gelmesi saglandi. Boyanan ornekler UV 1sik altinda 1017 bg’lik DNA

91



bantlarinin fotograflar1 ¢ekilerek bilgisayar ortaminda kaydedildi. Kaydedilen
goriintiideki bantlarm seviyeleri molekiiler agirlik standardi ile kiyaslanarak
tespit edildi. Pozitif bantlarin oldugu ornekler PZR atiklarinin DNA’dan

ayiklanmasi i¢in saflagtirmaya alindi.

2.4.4  Amplifikasyon Sonrasi DNA’min Saflastirilmasi

PZR iirlinlerinin saflastirilmasinda, dizi analizi tepkimelerini etkileyen
ortamda kullanilmayan niikleotit ve primerlerin uzaklastirilmasi amaglanmistir.
LA1-LA2 PZR iiriinleri “Invisorb® Spin PCRapid Kit for purification of PCR-

fragments" saflastirma sistemi ile protokol-1" de 6nerildigi sekilde saflastirildi.

1. PZR iriinlerinin bulundugu tiiplere direkt olarak 130 pl Buffer P eklendi ve
hafif olarak karigmalar1 saglandi.

2. Karisim hazirlanan kolonlara yerlestirilen spin filtrelere aktarildi, 1dak. inkiibe
edildi.

3. Spin kolon filtreli tiipler 10 000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi, alt kistm
bosaltildi.

4. Filtreler tizerine 700 pl yikama tamponu eklendi ve 10 000 rpm’de 30 saniye
santrifiij edildi.

5. Sonra filtre edilen sivi bosaltildi. Yikama tamponundaki etanoliin tamamen
uzaklastirilmasi i¢in 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

6. Daha sonra spin filtreler 1.5ml’lik plastik konik tiiplere yerlestirildi.
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7. Filtre iizerine gelecek sekilde 20 pl Elution Buffer eklendi. Oda sicakliginda en
az 3 dakika bekletildi, 10. 000 rpm’ de 1 dakika santrifiij yapildi ve bdylece

DNA’nin elution tiiplerine (1.5ml’lik plastik konik tiiplere) aktarimi saglandi.

2.4.5 Dongiisel Dizi Analizi Tepkimesi

Bunun i¢in BigDye Terminator v3.1 kullanildi. Toplam 20 pl’ den olusan
karigim, dNTP, ddNTP ve Taq polimeraz, 1X tampon ve 0.160 uM rpoB
primerleri (rpoB101F, rpoB101R) icermekteydi. Dizi analizi tepkimesinde
incelenecek 6rnek sayisina gore, bu karisimin katlart hazirlandi. PZR tiiplerine 17
ul dagitildi, tizerine 3 pl saflastirma iriinleri (DNA) eklendi ve dizi analizi

tepkimesi i¢in 1s1 dongii (thermal cycler) cihazina yerlestirildi (75).

96°C 10 saniye
50°C 5 saniye 25 dongii
60°C 4 dakika

2.4.6 Déngiisel Dizi Analizi Uriinlerinin Presipite Edilmesi ve
Formamid ile Coziilmesi:

Presipitasyon i¢in sodium asetat yontemi kullanildi.

a. Dongiisel dizi analizi Griinlerinin bulundugu tiipler lizerine 3 pl sodium
asetat ve 50 pul %100 soguk etanol konuldu, karisim elle yavas sekilde
vurularak homojenize edildi.

b. PZR tiiplerindeki 6rnekler 1.5 ml’lik plastik konik tiiplere aktarildi
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2.4.7

Sonra bu karisim 20 dak, -20 “C’de buzdolabinda bekletildi.

Ornekler bu siirenin sonunda hemen 14.000rpm’de 20 dak. santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi s1vi kisim dikkatlice pipetle bosaltildi ve tizerine 250 ml
oda 1sisinda bekletilmis, % 70’lik etanol eklendi .

14.000 rpm’de 5 dak.santrifiij yapild1 ve sivi kisim pipetle tiiplin cidarina
yapismis DNA’dan uzaklastirildi.

Daha sonra epandorf kapaklar1 20 dak.agik birakilarak alkoliin
uzaklasmasi saglandi.

1.5mI’lik plastik konik tiiplerin ¢eperindeki DNA’y1 ¢6zmek igin, 20 pl
formamid eklendi ve 10 dak. oda 1sisinda bekletildi.

Sonra kapiller jel elektroforezi i¢in kullanilan tiiplere aktarildi ve

elektroforeze kadar -20°C’de saklandu.

Kapiller jel Elektroforezi

Formamid eklenmis DNA’lar 95°C’de 3 dakika denatiirasyona maruz
birakildi ve sonra buz {izerinde 2 dakika tutuldu.

Daha sonra “ABI Prism310 Genetic Analyzer”cihazina yiiklenen DNA’ lar
kapiller jel elektroforez sisteminde yiiritildi.DNA dizileri cihaz

tarafindan kromotogram dosyalar1 seklinde kaydedildi.
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2.4.8 DNA Dizi Analizi (Sekans Analizi )

rpoB 101F-rpoB101R primerleri kullanilarak elde edilen DNA dizilerine
ait, veriler “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) web
sayfasindaki ~ BLAST  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  programi
kullanilarak gen bankasi veri tabani ile karsilastirildi. M.tuberculosis olarak
tanimlanan suglar cesitli programlar kullanilarak rpoB gen bdlgesinin baz dizisi
incelenerek rifampin direncine neden olan kodonlar incelenerek olusan

mutasyonlar saptandi.
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3. BULGULAR

Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Rutin Laboratuvari’na
2006-2010 yillar1 arasinda gonderilen klinik 6rneklerden ARB ve kiiltiir sonuglari
pozitif olan 30 hasta 6rnegi calismaya alindi. Klinik 6rneklerden DNA elde
edilmesini takiben, LA1- LA2 primerleri kullanilarak PZR yapildi. PZR’de elde
edilen 1017 bg biiytikliigiindeki DNA bantlar1 %2’lik agaroz jelde goriintiilendi

(Sekil 2).

Sekil 2: M. tuberculosis suslarmin LA1-2 primerleri ile ¢ogaltilan 1017 bg¢’lik
ve rpoB 101 F-R primerleri ile ¢ogaltilan 411 bg’lik DNA’nimn, agaroz jel
goriintiileri (1. molekiiler agirhik standardi, 2-6. klinik orneklere ait DNA

bantlar1)
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Pozitif olarak tespit edilen orneklere ait DNA’lar ve rifampisine direng
genlerini kodlayan rpoB gen bolgesini tanimlayan rpoB 101 F (forward) ve R
(reverse) primerleri kullanilarak sekans oncesi PZR yapildi. Sekans oncesi
PZR’de elde edilen 411 bg biiyiikliigiindeki DNA bantlar1 %2’lik agaroz jelde

goriintiilendi ( Sekil-3). Tim 6rneklerin MTBC ailesine ait oldugu tespit edildi.

7 8 9 710 11 NK H37Ra H37Rv

411 bg - - e ) G ) Gl G

Sekil 3: M. tuberculosis suslarinin 411 bg’lik rpoB gen bolgesinin PZR sonrasi
agaroz jelde bant goriintiileri (molekiiler agirhik standardi,1-11.bantlar klinik
orneklere ait DNA bantlari, negatif kontrol, H37Ra-H37Rv pozitif kontrol

suslarma ait DNA bantlar1 goriilmektedir).

DNA dizi analizi sonrasi her 6rnegin hem forward hem de reverse baz
dizileri, rifampisin direncini olusturan mutasyonlarin belirlenmesi i¢in
degerlendirildi. Bu degerlendirme sonucunda; incelemeye alman 30 klinik
ornekten 28 tanesinde dizilerde hi¢ bir farklilik goézlenmedi. Bu c¢alismada
farklilik saptanan iki 6rnekten birinde rpoB gen bolgesini kodlayan 507-533.
kodonlardan (27 kodonluk bolge), 531. kodona ait baz dizisinde farklilik

(6nceden tanimlanmig mutasyon) saptandi (Sekil-4).
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codon codon
codon 507 codon 511 51 a

mscrroe HGETETTEGE BTccEEEE cHREEREEEG 2399
4 BCGTTETTEGC EAEEEGEEEC ETCACEEAAT TEATGCHEEA cEAEAEEEEG 145

Consensus AGTTCTTCGG CACCAGCCAG CTGAGCCAAT TCATGGACCA GAACAACCCG
0%

1 G

msGRPOB ETcTEccecT TCHEEEREEE cEcEEcEETc TEccEcETcc GGEEEcGEGG 2440
4 @TcTEcGGGT ToHEEEEEEE cEcEECAETc TTccEcETccG ccEEEGGEGGE 195

Conservation
[

File Edit View Finch Help

22000 WA [FEEE Sl s

Goto Base No. Find Sequence |GCGCTGGGGCCCGGCGEG ALCG T
Wertical
Seale GACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGOGTCACGTGAGCGTGCCGGGLTGG
g 210 220 230 240

e

Sekil - 4: M. tuberculosis suslarinda rpoB gen bolgesinde 531. kodonda

TCG (Ser) — TTG (Leu) degisimi sonucu olusan mutasyonun gosterilmesi
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Diger bir 6rnekte ise rpoB gen bolgesini kodlayan 526. kodona ait baz dizisinde

farklilik (6nceden tanimlanmis mutasyon) saptanmustir (Sekil-5).

codon 514 codon516 codon 518

BEEERCEEAGE TcHCEEAATT EATccEEEAC ANEEAEEECE 2400

MSGRPOB GTTETTEGG

sample GETETTEGGE EEENGEEEGE TcHGEEEATT BETGCHEEEC NAEAEEEECE 131
Consensus GTTCTTCGGC ACCAGCCAGC TGAGCCAATT CATGGACCAG AACAACCCGC

O

00%
Caonservation
%

d

527 Codp! JL

GGGGTT GEEEEREEE: BcEBEGAETGT BccBcBTccc GEEEGGEGGT 2450
Sample WGTEGGGGTT cAEETARARG EcEEcEETGT BccEcETcec GEEEGGEGGT 181

Sl‘wﬁ C s

codon >3

MSGRPOB TGE

File Edit View Finch Help

=] €] ™) [Vesion | - N
2R 8 wea & D] ceostka
Go to Base No. Find Sequence A C G T |
Wertical
Scale |CC GCT G_CGGGG__G;:'.CC;Z'.C;Z'.;Z'.GC GCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCLG
180 170 180 180 200

Reset Scales Horizontal Scale D

Sekil 5: M. tuberculosis suslarinda rpoB gen bélgesinde 526. kodonda

CAC(His) = TAC(Tyr) degisimi sonucu olusan mutasyonun gosterilmesi

Bu calisgmada 30 klinik ornekten 2 tanesinde (%6.66) Onceden tanimlanmis

rifampisin direnci tespit edilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Tiberkiiloz gecmisi ¢ok eski tarihlere dayanmasina ragmen, bugiin hala
giincelligini koruyan bir enfeksiyon hastaligidir. Etkenin kesin olarak bilinmesine
ve tedavide etkili ilaglarin kullanilmasina ragmen hala yiiksek seviyede morbidite,
mortaliteye sebep olmaktadir (58). DSO calismalarmnin en dnemli hedefi, 1990 yil1
verileriyle 2015 yili verileri karsilastirildiginda 6liim oranlarmnin ve prevalansin
yartya diisliriilmesi, hastalik insidansindaki artisin durdurulmasi hatta tersine
cevrilmesidir. DSO’{i verilerine gore yeni tiiberkiiloz olgularmin en yiiksek
oldugu tilkeler sirasiyla Hindistan, Cin, Endonezya, Gliney Afrika ve Nijeryadir.
DSO Avrupa raporuna gore, Avrupa kitasi iilkelerinde 2006 yilinda 422.830
tiiberkiiloz olgusu (48/100.000) saptanmistir. 2006 yilinda Avrupa Birliginin 34
iilkesinde tiiberkiiloz insidansi 17/100.000 olarak belirlenmis ve en yiiksek
insidans oran1 Romanya, Bulgaristan ve baltik {lkelerinde goriilmiistiir.
Ulkemizde Verem Savas Daire Baskanligmin 2008 yili raporuna gore toplam
tiiberkiilozlu hasta sayis1 20.526, olgu hizi 28/100.000 niifus, yeni olgu sayisi
18.544 ve tedavi gormiis olgu sayist 1982°dir(69). 2003 yilindan itibaren
tiiberkiiloz insidansinda diismeler goriilmiistiir. Verem Savas Daire Bagkanligi
verilerine gore yillar i¢inde iilkemizde de tiiberkiiloz insidansinda diismeler olmus
ve 1991 yilinda insidans 44/100.000 iken, 2006 yilinda bu oran 25.4 /100.000’e
kadar gerilemistir. Giiniimiizde tiiberkiiloz tedavisindeki en 6nemli sorun ilag
direncinin olugmasidir. Tiiberkiiloz INH, RIF, EMB ve SM gibi major tiiberkiiloz

ilaglar1 ile yarim asirdir tedavi edilmesine ragmen, tiiberkiiloz ilag direnci 6nemli
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evrensel bir sorun olarak giincelligini korumaktadir (65). Tiiberkiiloz olgularinin
sayica yiikksek oldugu bolgelerde, tiiberkiilozlu hasta sayisina parelel olarak
direngli tiiberkiiloz olgu sayisida artmaktadwr. Bu artista, verilen tedavi
protokollerinin uygunsuzlugu, hastalarm ilacglar1 kullanmada direngli olmalari,
yetersiz tedavi ve takipler, toplumsal sosyo ekonomik diizeydeki dengesizlikler,
hastalarin yasadig1 cografyanin olumsuzluklari, yas ve cinsiyet farklari, hastaligin
epidemiyolojik olarak arastirilmasindaki imkansizliklar ve tedavinin tecriibeli
ekiplerce yapilmamasi rol oynamaktadir. Tiiberkiiloz ilag direnci (CID-TB)
degerlendirildiginde, diinyada en yiiksek oranlar Azerbeycan (%22.3), Moldova
(%19.4), Ukrayna (%16), Rusya (%15) ve Ozbekistan (%14.8) gibi iilkelerde
rapor edilmistir. Direng¢ oranlar1 Rusya, Kore ve Peru gibi iilkelerde artarken,
ABD ve Hong Kong’da azalmaktadir (65). Ulkemizde cogul ilaga direngli
tiiberkiiloz olgularmin prevalansi yeni olgularda %3-5, dnceden tedavi gormiis
olgularda %15-20 civarinda bulunmaktadir. Bu oran Bat1 Avrupa iilkelerine gore
yiiksektir(76). Diinyada tiim olgular degerlendirilerek yapilan c¢aligmalarda
rifampisin direnci %6,3 (4.4-7.8), CID-TB %5.3 (%3.9-6.6) diir.

Tiiberkiiloz sagaltiminda en giiclii antitiiberkiiloz ila¢ rifampisindir.
Rifampisine direncli kdkenlerin %90°dan fazlasi ayn1 zamanda izoniyazid direnci
de tasimaktadir. Bu sebeple rifampisin direncinin gdsterilmesi CID-TB
olgularmin tanisi i¢in belirleyici olmaktadir (61,66). Rifampisin yari sentetik,
bakterisidal etkili bir ilagtir. Rifampisin, bakterinin DNA’ya bagimli RNA
polimeraz enziminin potent inhibitdridiir. Rifampisin, RNA polimerazin f alt

initesine baglanarak MRNA sentezini inhibe etmektedir. RIF’e direncli M.
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tuberculosis kokenlerinin  %95’inden fazlasinda direngten, RNA polimeraz
enziminin 3 alt {initesini kodlayan rpoB genin 507-533 kodonlar arasindaki 81 bg
(baz ¢ifti) uzunlugundaki yiiksek siklikta degisken (kor bolgesi) bolgedeki tek
niikleotid mutasyonlari, kiigiik delesyonlar ve insersiyonlar sorumludur
(62,63,66).

Tiirkiye’de tek basina rifampisine primer direng %5-15, sekonder direng %15-
58 olarak saptanmistir (63).

Ulkemizde 1990-2004 yillar1 arasinda yapilan bir ¢ok calismanin ortak
sonuglart degerlendirildiginde, ortalama primer RIF direncin %9.3 ve sekonder
RIF direncinin %36.4 olarak tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada rifampisine karsi
olusan ila¢ direncinin de giderek azaldigi gosterilmistir.

Ulkemizdeki 1990-2004 yillar1 arasmnda bildirilmis INH ve RIF’e karsi
baslangic ve sekonder diren¢ oranlarmnin yillara goére dagilimi tablo.2’de

gosterilmistir.
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Tablo 2: Ulkemizde bildirilmis INH ve RIF’e kars1 baslangic ve sekonder direng

oranlarmnm yillara gére dagilimi(64)

YIL Olgu sayis1 (n) Baslangi¢ direnci (%)  Sekonder direng(%) Kaynak

INH RIF INH RIF
1990 952 8.9 6.5 32.8 24.7 Ozkara ve ark.
1990 - 95 550 145 5.2 40.8 30.2 Ilgazl ve ark.
1992 785 5.1 10.8 30 36.2 Tahaoglu ve ark.
1993-95 | 295 111 6.1 44.2 37.2 Kosar ve ark.
1993-95 2161 8.8 12.5 35.5 38.4 Sevim ve ark.
1994 439 12.4 5.4 45 35.2 Kiligarslan ve ark.
1994-95 120 4.1 25 244 45.3 Ortakoylii ve ark.
1995 677 5.9 21.6 30.2 43 Altinbas ve ark.
1995-97 282 8.2 16.8 325 42.4 Ogul ve ark.
1995-97 605 8.4 17.4 34.8 37 Ozsahin ve ark.
1999-2000 | 365 14.8 3.0 - - Kartaloglu ve ark.
1999-2004 | 385 19.9 4.1 26.1 10.1 Dogan ve ark.
Ortalama 10,2 9,3 34,2 34,6
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Ulkemizde Ugar ve arkadaslarmin yaptiklar:

bir ¢alismada, 264 ilag

direngli tiiberkiiloz olgusundan %10.1° inde tek basina rifampisin direncinin

oldugunu tespit etmisler. Yine bu ¢alismada yillara gore tiiberkiiloz ilag direncinin

dagilimin1 incelemisler ve daha 6nceki caligmalara parelel olarak tek ilaca direng

oranmin giderek azaldigmi gostermislerdir. RIF ilag direncini 2003°de 12.5,

2004°de 13.2, 2005’de 11.1, 2006°da 8.4 olarak tespit etmislerdir. Yaptiklari

caligmanin sonuglar1 Tablo 3 de gosterilmistir (65).

Tablo.3.Mycobacterium tuberculosis

izolatlarinin yillara gore major anti

tiiberkiiloz ilaglara kars1 direng oranlar1(65)

flag 2003 2004 2005 2006 Total
(n=88) (n=114) (n=341) (n=548) (n=1091)

n % n % n % n % n % p
INH 12 | 136 |16 |14 54 | 158 |52 9.5 134 | 12.3 | 0.038
RIF 11 | 125 |15 |132 |38 | 111 |46 8.4 110 | 10.1 | 0.272
EMB 3 3.4 22 | 193 |20 |59 24 4.4 69 6.3 <0.001
SM 33 | 375 |26 |228 |44 |129 |69 12.6 | 172 | 15.8 | <0.001
INH+RIF |6 6.8 10 |88 33 |97 28 5.1 77 7.05 | 0.064
INH-RIF-

3 3.4 6 5.3 10 |29 13 2.4 32 2.9 0.415
EMB-SM
CiD-TB 9 102 (16 |14 43 | 126 |41 7.5 109 |9.98 | 0.074
En az bir

41 466 |40 | 351 |82 |24 101 | 184 | 264 |24.2 | <0.001
ilaca direng
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DSO’niin diinya genelinde 1994-2007 yillar1 arasindaki ilag direng siirveyansi

tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Diinya genelinde 1994-2007 yillar1 arasindaki ilag direng siirveyansi (58)

Rifampisin direnci CiD direnci
Yeni olgularda % 3.7(2.8-4.5) % 2.9 (2.2-3.6)
Tedavi gomiis olgularda | % 17.5 (11.1-23.9) % 15.3 (9.6-21.0)
Tiim olgularda % 6.3 (4.4-7.8) % 5.3(3.9-6.6)

Bu tabloya gore rifampisin direnci yeni tiiberkiiloz olgularinda %3.7,
tedavi gormiis olgularda % 17.5 olarak tespit edilmistir. Ilag tedavisi alan
olgularda her iki (RIF ve CID-TB) direncin, ila¢ tedavisi almayanlara gére dnemli
diizeyde arttig1 goriilmektedir. Bu artis etkili ve yeterli tiiberkiiloz tedavisinin ne
kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.

Ulkemizin yedi farkli bdlgesinden 2003-2006 yillar1 arasinda izole edilen
Mycobacterium tuberculosis suslarmin major antitiiberkiiloz ilaglara direng
oranlarinin arastirildigr ¢aligmalarda, bdlgeler arasinda diren¢ oranlarinda
farkliliklar gézlenmektedir. Bu yedi farkli bolgede yapilan ¢aligmalara gore INH
icin % 4.2-33, RIF i¢in % 1.2-22.6, EMB i¢in %0-18.8, SM i¢in %1.5-29.0,
CID-TB i¢in % 3.8-14.7 arasinda farkli direng oranlar1 saptanmistir (65). Farkli
bolgelerin incelendigi bu ¢alismaya gore iilkemizde RIF direnci; en fazla % 32.1
orantyla Akdeniz bdlgemizde, en az RIF direnci ise %4.8 oraniyla Giineydogu

Anadolu bolgemizde oldugu tespit edilmistir. Yine bu ¢alismaya gore lilkemizdeki
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CID-TB direnci; en fazla % 39,3 oraniyla Akdeniz bdlgemizde, en az CID-TB

direnci %4.3 oraniyla Ege bolgemizde oldugu saptanmistir (65).

Ulkemizdeki major antitiiberkiiloz ilaglara karsi olusan direncin bdlgelere gore

dagilimi tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo-5.:Mycobacterium tuberculosis izolatlarmin bolgelere gore

major antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng

oranlar1

Ic Anadolu Karadeniz Ege Akdeniz Dogu Anadolu  Giineydogu

(n=392) (n=146) (n=419) (n=28) (n=20) (n=64) (n=21)

flag n % n % n % n % % % % P
INH 48 122 |30 | 205 |33 |79 9 321 20 9.3 19.04 | <0.001
RIiF 38 9.7 25 | 171 |29 |6.9 9 321 15 7.8 4.8 <0.001
EMB 23 5.9 20 | 137 |15 |36 6 21.4 10 4.7 <0.001
SM 69 176 |28 | 192 |51 |[121 |9 321 20 7.8 28.6 0.006
INH-RIF | 28 7.1 18 [ 123 |15 | 36 7 25 15 7.8 4.8 <0.001
INH- 13 33 8 55 3 0.7 4 14.3 5 4.7 <0.001
RIF-
EMB-SM
CiD-TB 41 104 | 26 17.8 18 | 4.3 11 | 393 20 125 4.8 <0.001
En az bir | 105 | 26.8 |47 | 322 |77 |184 |13 | 464 30 10.9 42.8 <0.001
ilag
direng

INH: Izoniazid, RIF: Rifampisin, EMB: Etanbutol, SM: Streptomisin, CID-TB: Cok ilaca direngli tiiberkiiloz(65)

1999-2002 yillar1 arasinda diinyanin 75 farkli cografik bolgesinden hig

tiiberkiiloz tedavisi almamig 55.779 tiiberkiilozlu olgunun analizi sonrasinda, bir
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yada daha fazla ilaca kars1 direng oran1 %10.2 oldugu belirlenmis ve en fazla oran
Kazakistan’da tespit edilmistir. Ortalama primer direng oranlar1 INH i¢in % 5.9,
SM i¢in % 6.3, RIF i¢cin % 1.4 ve ETB i¢in % 0.8 olarak bulunmustur. Ortalama
CID-TB oran1 ise % 1.1 olarak degerlendirilmistir. Ortalama sekonder direng
oranlar1 INH i¢in %14.4, SM i¢in % 11.4, RIF i¢in % 8.7 ve ETB i¢in % 3.5°dir.
Ulkemiz tiiberkiilozun hafif orta siklikta goriildiigii cografyada bulunmaktadir.

Ulkemizde 2005 yilinda yapilan ¢alismada her bir tiiberkiiloz ilac1 igin toplam

diren¢ oranlar1 tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Tiirkiye’de 2005 yili ilag duyarlilik testi galigilan hastalarda her bir tiiberkiiloz ilact i¢in toplam

direng sonuglart*

Yeni hasta (n= 3237) Tedavi gormiis (n= 508) Tiim hastalarda (n= 3745)

Direncli % Direncli % Direncli %
Izoniazid 291 9.0 139 27.4 430 115
Rifampisin 144 4.4 107 21.1 251 6.7
Ethambutol** 97 3.0 51 10.0 148 4.0
Streptomisin** 227 7.0 77 15.2 304 8.1
CID (MDR) 101 31 90 17.7 191 5.1

** Etambutol i¢in 3 yeni, 1 tedavi gérmiis; streptomisin i¢in 1 yeni, 1 tedavi gormiis hastanin ila¢ duyarlilik

testi sonucu bulunmamaktadir. CID: Cok ilaca direngli (73).

Tiiberkiiloz enfeksiyonun yas ve cinsiyet ile iliskisi bilinmektedir. Zira

hastalarin yaklasik %751 ekonomik olarak iiretken ¢aglar1 olan 15-25 yaslari
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arasindadir ve bir ¢ok cografyada tiiberkiiloz orani erkeklerde kadinlara oranla
daha yiiksektir.

Bu ¢aligmada incelenen klinik 6rneklerin 20 tanesi erkek (%66.66), 10
tanesi kadin (%33.33) hastalara aitti. Hastalarin agirlikli yas ortalamalarini 53.22
olarak saptandi. Hastalarin yas dagilimlar1 irdelendiginde, 13 (%43.333)’1 30 ve
30 yas alt, 11 (%36.666)’1 30-60 yas, 6 (%20)’s1t 60 yas iizerinde oldugu
belirlendi ve ¢ogunlugunun immun sistemin zayif oldugu yada tiretken ¢agdaki
hastalardan olustugu goriildii. Calismadaki elde edilen bu veriler iilkemizdeki
verilerle uyumlu oldugu gozlemlendi.
Tiiberkiilozda rifampisin direncine sebep olan rpoB gen bolgesiyle ilgili
mutasyonlar en sik 531, 516, 526 ve 513. kodonlarda gozlenmektedir. RIF
direngli vakalarin %34-57’inde rpoB geninin 531. kodonundaki Ser 531 Leu
mutasyonu saptanmistir. Kodon 531, 526 ve 513’deki mutasyonlar yiiksek
diizeyde rifampisin direncine neden olurken; 514, 511, 516, 518, 522, 529 ve 533.
kodon mutasyonlar1 genellikle diisiik diizeyde mutasyonlardir. Rifampisine diisiik
diizeyde dirence neden olan mutasyonlar1 bulunduran suslar, rifabutin ve yeni RIF
olan KRM 1648’¢ duyarli olabilmektedir (71).

Tiiberkiiloz diinyada en sik Cin ve Hindistanda goriilmektedir. Jun Yue,
Wei Shi ve arkadaslarinin Cin’de yaptiklar1 RIF direnciyle ilgili rpoB gen
calismasinda, Ser-531 (% 41), His-526 (% 40) ve Asp-516 (% 5) kodonlarda
mutasyon tespit etmisler. Yine Ramaswamy ve Musser’in Cin’de yaptiklari
caligmada benzer sekilde 531. kodonda (%41), 526. CAC (His)—»GCC(Ala)

kodonda (% 36) mutasyon tespit etmislerdir (62). Cin’de Wang. Y.C, Zhu. R.Y ve
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arkadaglarinin 2009 yilinda yaptiklari ¢calismada yiiksek seviyede en sik rpoB gen
mutasyon paternini Ser531 Leu (% 55.6 ) olarak saptamiglar, benzer olarak bu
mutasyonun Polonya’da (%37.5), Vietnam’da (%40.4) ve Almanya’da (% 41.7)
oldugunu bildirmislerdir.

Ulkemizde Manisa’da 2007 yilinda Ozkiitiik ve Siiriiciioglu’nun yaptiklari
bir ¢aligmada en sik 531 (%67), 516 (%9) ve 526. (%5) kodonlarda rpoB gen
mutasyona rastlanmustir (61). Izmir’de yapilan bir ¢alismada RIF direncli suslarda
531 (%56.1), 526 (%19.5) ve 516.(%7.3) kodonlarda mutasyon saptanmustir.
Ullkemizde yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada; RIF’a direngli 227 susun 216
(%95.2)’sinda rpoB geninde 8 farkli kodonda 20 farkli nokta mutasyonu, 2
delesyon ve 1 insersiyon tespit edilmistir (71).

Malatya’daki CID-TB’lu suslarda yapilan ¢alismalarda RIF’e direncli kokenlerde
sirastyla 531 (%47.6), 516 (%23.8), 526 (%14.3) ve 513. (%14.3) kodonlarda
mutasyon belirlenmistir. 516. kodonda mutasyon saptanan 5 susun 3’iinde ayni
zamanda 527. kodonda, 1’inde 572. kodonlarda da mutasyonlar kaydedilmistir.
Cavusoglu ve arkadaslar1 Ege Bdolgesinden izole edilen 41 rifampisine direngli
M.tuberculosis izolatinda en sik mutasyonlar1 531. kodonda(%56.1), 526.
kodonda (%19.5) saptamislar ve en sik goriilen aminoasit degisikligini Ser 531
Leu (%46.3) olarak tespit etmislerdir (63).

Rifampisin direncini belirleyen rpoB geni mutasyonlarmmin % 95’ini 531 ve 526.
kodonlarda goriilmektedir. 533. kodondaki mutasyonlar ise direngte minor rol

oynamaktadir (67).
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Bu c¢alismada tiiberkiiloz olduklar1 tespit edilen 30 hastaya ait Klinik
orneklerden elde edilen DNA’larla yapilan dizi analizi sonrasinda, 28 olgunun
DNA dizilerinde rifampisin direncini gosteren bdlgelerde hi¢ bir farklilik
gozlenmemistir. Ancak 531. kodonda TCG (ser)—»TTG(Leu) ve 526. kodonda
CAC(His)>TAC(Tyr) olmak iizere iki tane yiiksek diizeyde rifampisin
direncine ait mutasyonlar1 gosteren (aminoasit degisikligi) baz dizi farkliliklar1
tespit edilmistir. Burada saptanan rifampisin direng orant %6.66’dir. Elde
edilen sonuglar, rpoBgen mutasyonlarmm % 95’ini olusturan 531. ve 526.
kodonlarla ve tilkemizdeki primer rifampisin direng oranlariyla (%5-15)
uyumlu oldugu goriildii.

Tiiberkiiloz ila¢ direnci saptanan olgularm tedavileri zor ve maliyeti
yiiksektir (duyarli tiiberkiiloz tedavisinin 100 kat1). DSO’niin direngli olgu
tedavisinde kulanilmasini 6nerdigi ikinci kusak ilaglar pahali ve toksik olup, uzun
stireli tedavi gerektirmektedir (70). Tiiberkiiloz tedavisindeki gecikmeler
hastaligin ilerlemesine, hatali tedaviler hastanin hayatma mal olmaktadir. Bu
nedenledir ki hastalarin tanismin erken ve dogru konulmasi, tedavilerininde
tecriibesi kanitlanmig merkezlerce yapilmasi hayati 6nem arzetmektedir.

Tiiberkiilozda ilag direncinin azaltilmasinda tedavideki ve sosyo kiiltiirel
diizeydeki olumsuzluklarin diizeltilmesi yaninda, ilag diren¢ ¢aligmalarina agirlik
verilmesi, direncin epidemiyolojik boyutunun belirlenmesi gerekir.

Molekiiler yontemler M.tuberculosis’in hizli tanis1 ve direng tanimlanmasinda
onemlidir. DNA dizi analizi rifampisine ilag direnci ile iliskili genlerindeki

mutasyonlarin  gosterilmesi,  tiiberkiiloz ~ hastaliginda  dogru  tedavi
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protokollerinin belirlenebilmesi igin referans yontem olarak Onerilmektedir.
Tiim Diinyada yaygin oldugu diisiiniilen ¢cogul ila¢ direngli olgularin tespiti i¢in

yeni ¢aligmalarin yapilmasma DNA dizi analizi katki saglayacaktir.
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OZET

Tarihin en eski hastaliklarindan biri olan tiiberkiilozun tedavisinde etkili
ilaclarin  kullanilmasina ragmen giiniimiizde tedavideki basarisizliklarin
temelinde, tiiberkiilozda uygulanan tedavi protokollerinin yanhslig1 ve ilaglara
kars1 direng gelisimi yatmaktadir.

Tiiberkiilozda ilag direnci, diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli bir
halk sagligi sorunudur. Ila¢ direnci, yanls tedavi sonras1 olusabilecegi gibi,
direngli hastalarin enfeksiyonu ¢evrelerine bulastrmalar1 sonucu meydana
gelmektedir.

Rifampisin ve izoniyazid, tiiberkiiloz tedavisinde birincil olarak kullanilan
ve tedavide en etkili ilaglardir. RIF direngli olgularin yaklasik olarak %901
INH direnciyle birliktedir ve bu nedenle RIF direnci ¢ogul ilag direnci de
tanimlamaktadir.

Bu ¢alismada kiiltiirii ve direk mikroskobisi pozitif olarak tespit edilen 20’si
erkek (%66.66), 10’u kadmn ( %33.33) olmak iizere 30 klinik Ornegin
kiiltiirlerinden DNA izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen DNA’larin DNA dizi
analizi ile baz dizileri belirlendi. Veriler uluslararasi gen bankalarindaki
rifampisine  direng olusturan gen bolgelerine ait baz  dizileriyle

karsilastirildiginda rifampisin direnciyle ilgili mutasyonlarm goriildiigi (507-
533 kodon) kodonlardan 531.kodonda TCG (Ser) — TTG (Leu) mutasyonu
(aminoasit degisimi ) ve 526. kodonda CAC(His) — TAC(Tyr) mutasyonu

(aminoasit degisimi ) olmak tizere toplam 30 tane olgudan iki (%6.66 ) olguda
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RIF direnci saptandi. Bu verilerle iilkemizde yapilan diger ¢aligmalarda elde
edilen RIF direng verileri kiyaslandiginda oranlar daha diisiik seviyede oldugu
goriilmektedir. Bunun nedeninin calisilan hastalarin primer tiiberkiiloz hasta
grubu oldugu diistiniilmektedir.

Hizli tanm1 ve ilag direnci ile ilgili mutasyonlarmim saptanmasinda molekiiler
yontemler Onemlidir. Molekiiler yontemlerden DNA dizi analizinin
M.tuberculosis’in tiir diizeyinde tanimlanmasinda, etkili tedavi protokollerinin
olusturulmasmda, RIF direncini olusturan mutasyonlarin hizli olarak tespitinde
yararl olacag: diisiiniilmektedir. Tiim diinyada yaygm oldugu diisiiniilen CiD-
TB olgularinin tespiti i¢in de yeni ¢alismalarin yapilmasina DNA dizi analizi

katk1 saglayacaktir.
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SUMMARY

Although the use of the effective drugs in the treatment of tuberculosis
which is one of the oldest diseases in history, nowadays the main reasons of the
failure of tuberculosis treatments are the false treatment protocols and the
development of drug resistance.

The drug resistance in tuberculosis is a major public health problem in our
country as in the world. It may occur whether as a result of false treatment or the
contamination of the infection through resistant patients to people around them.

Rifampicin (RIF) and isoniacid (INH) are the primary and most effective
drugs used in the treatment of tuberculosis. Approximately 90 % of RIF-resistant
cases also show resistance to INH. Because of this reason RIF-resistance is also
defined as multi-drug resistance.

In this study, DNA isolations were performed from cultures of the 30
patients [(20 males (66,66%) and 10 females (33,33%)] whose direct
microscopies and cultures were positive. After DNA was obtained, base
sequences were determined by DNA sequence analysis. Our data were compared
with the international gene bank data cancerning base sequences which are
responsible for rifampicin resistance. According to these data mutations causing
rifampicin resistance occur between the codons of 507 and 533. In our study, in 2
of 30 cases (66,66%) mutations related rifampicin resistance were identified. One
mutation was in 531" codon (TCG(ser) —»TTG(leu)/aminoacid change) and the
other was in 526" codon (CAC(His) —TAC (Tyr) / amino acid change). As we

compare our rifampicin resistance ratio (6,66%) with other studies in Turkey, our
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result seems to be lower. The reason of the lowest resistance ration in our study is
thougt to be the patients inclueded who all have primary tuberculosis.

Molecular methods are important for rapid diagnosis and determination of
drug resistance related to mutations. DNA sequence analysis which is one of the
moleculer methods is thought to be useful in the identification of M.tuberculosis
at the species level, in the determination of the effective treatment protocols and
in rapid diagnosis of rifampicin resistant mutations. It will also contribute to new
studies for the detection of MDR-TB cases that are believed to be widespread all

over the world.
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