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1. GIRIS ve AMAC

Insanlik tarihinin en eski ve en yaygin bulasici hastaliklarindan biri olan tuberkiil oz
(TB) guniumizde de halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir (1). Dinyada yaklasik 2
milyar kisinin TB basili ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (2). Dinya Saglik Orgti
(DSO) 2010 yih raporuna gore 2009 yilinda 9,4 milyon yeni vaka gorulmstir. Toplam
hasta sayiamin 14 milyon oldugu tahmin edilmektedir. 2009 yilinda, yaklasik 1,7 milyon
insan hastalik sebebiyle 6lmustir. TB, Ulkemizde de 6énemli bir toplumsal saglik sorunu
olmaya devam etmektedir (3). Turkiye'de 2008 yil1 itibariyle 18.452 kayitli TB olgusu
bulundugu rapor edilmistir (4).

Bakterinin cok tabakali1 hlicre duvan ve ¢ok ilaca etkili disa-atim pompalarinin
neden oldugu dogal ilag direnci, TB tedavisinin en 6nemli sorundur (5-6). Uygun olmayan
tedavi rgimleri ve tedaviye uyumsuzluk kromozoma genlerde mutasyona sebep
olmaktadir. Kromozomal genlerde meydana gelen mutasyonlar edinsel ilag direncine
neden olabilmekte ve TB tedavisinde kullanilan ilaclan simirlamaktadir (7).

TB basili ile enfekte olmus bireylerin bir an 6nce tespit edilmes toplum sagligi
acisndan 6nem tasimaktadir (8).

Ilag direnci olan TB hastasinin tedavisi, o hastanin hayatina 6nemli etki yapabilecek
bir konudur. Gecikmeler, hastaligin ilerlemesine yol acar ve hatal1 tedaviler hastamn
hayatinamal olabilir.

M. tuberculosis’in ¢ok ilaca direncli (CID) suslarimn gorilme sikhigindaki artis ve
yaygin ilag direncli (YID) suslarimin goriilmeye baslamasi nedeniyle TB hagalarinin ilag
tedavisi, mortalitenin azaltilmas ile bulagsma zincirinin kirilmasi bakimindan ¢cok 6nemlidir
(9). Hastalarin tedaviye uyumsuzlugu, etkin olmayan ilag kombinasyonlari, giderek artan
direng sorununa yol agmaktadir (10).

TB tedavisinde kullanilan ilaglar baglica iki grupta incelenebilir. Bunlardan primer
ilaglar; izoniazid (INH), rifampisin (RIF), pirazinamid (PZA), etambutol (ETM),
streptomisin (SM)’dir. TB tedavisinde yan etki ya da direng durumu stz konusu degilse
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primer ilaclar kullarulir. Kanamisin, amikasin, kapreomisin, viomisin, siprofloksasin,
ofloksasin, levofloksasin, moksifloksain, gatifloksasin, PAS, sikloserin, etionamid,
protionamid ve tiasetazon gibi ilaglar ise sekonder ilag grubunda yer almaktachr (11). ilag
direncinin varhginda;, ilk segenek ilaclarin ciddi yan etkileri goéruldiginde veya
kontrendikasyon varliginda tedavide kullanilir. Sekonder antibiyotiklerin ilag duyarliliklar
tedavinin yonlendirilmesi agiandan dnemlidir.

Ilag direng siirveyansinin yapiimas TB kontrol ve tedavi programlarinin temelini
olusturur. Ulkemizde 2005 yilina kadar TB direnci ile ilgili yapilmis olan genis kapsamli
surveyans calismalar bulunmamakla birlikte, gesitli bolgeler veillerdeki direng oranlarimin
bildirildigi rapor edilmistir (12). 2007 yilindan itibaren primer ilag direnci ileilgili raporlar
Saglik Bakanlig1 Verem Savasi Daire Baskanligi tarafindan yayinlanmaktadir. Bélgemizde
sekonder ilag direnci ileilgili calisma bulunmamaktadir.

Hastanemizde izole edilen M. tuberculosis complex suslarimn primer ilaglara SM,
INH, ETB ve RIF'e kars1 duyarliik testleri BACTEC-MGIT 960 yontemi ile
belirlenmistir. Bu ¢calismada proporsiyon yonteminin kullanillarak M. tuberculosis complex
suslarinin sekonder antitUberkiloz ilaglara kars1 duyarliliklarinin belirlenmesi, elde edilen
sonuglarin BACTEC-MGIT 960 yontemi ile elde edilen primer ilaclara kars1 direncinin
karsilastirilmas: amaclanmistir. Calismada M. tuberculosis complex suslarimn sekonder
antitiberkuloz ilaglara duyarhliklarn agar proporsiyon yontemiyle saptanacaktir. Coklu ilag
direnci bulunan olgular igin sekonder ilag duyarhligin bilinmes tedavinin
yonlendirilmesinde 6nemli avanta saglayacaktir.

Bu calismada laboratuvarinmzda izole edilen M. tuberculosis complex suslarinin
sekonder antitliberkiloz ilaglardan amikasin ve siprofloksasine diren¢ durumlarinmn

belirlenmesi amaclannustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Tamm

TB, M. tuberculosis complex olarak tammlanan bir grup mikobakteri tarafindan
olusturulan, bulasict ve iltihabi bir hastaliktir. Hastaligin olusumundan genellikle M.
tuberculosis sorumludur. TB etkenin M. tuberculosis oldugu Robert Koch tarafindan 1882
yilindabulmustur. TB, solunum yoluyla bulastigindan siklikla akci gerlerde hastaliga neden
olmakla birlikte, kemik, beyin, akciger zar1, kalp zar1, bobrek ve daha bir¢ok organda daha
nadir olarak hastalik ortaya cikabilmektedir. BCG asisi ilk kez 1921 yil inda yapil mistir.

TB, 19501i yillarda antitUberkiloz ilaglarla tedavi edilmeye baslandi. 1970'li
yillarda hastaligin ortadan kaldirilacagi dusuntlyordu. 1985 yilindan itibaren Ozellikle
yoksul Ulkelerde insidanst artmaya baslamigtir. TB, glinimuzde dnemli bir saglik sorunu
olmaya devam etmektedir.

TUm dunya nifusunun yaklasik Ucte biri TB basili ile enfektedir (13). Yilda 8
milyon yeni haga ortaya ¢ikmakta ve yaklasik 2 milyon insan TB nedeniyle 6lmektedir
(13).

2.2. Tiiberkiilozun Tarihcgesi

Arkeolojik kazi bulgularina gore TB yuzyillardir bilinen bir hastaliktir. TB,
gecmiste cigek, veba, kolera gibi hastaliklarla birlikte birgok salginlara neden olmustur.
Gunumuizde AIDS, TB sikliginda artislara neden ol maktadir (14).

M.O. 8000 yillarinda sigirlarin evcillestirmesiyle insanlarin mikobakteriler ile
karsilastigr distinilmektedir. Almanya da M.O. 8000 ait tarih 6ncesi insana ait iskelet
kalintilarimn hastalik izi tasichgr gordlmastir. Eski Misr uygarligina ait iskeletlerde ve
Inka dénemi insanlarinda pott hastal1gina bagl1 kesin bulgular saptanmustir (15).
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M.S. 700 civarinda yasayan, sekiz yasindaki, inka erkek cocugu mumyasinda TB
kanit1 bulunmustur. Hipokrat (M.O. 460-377) hastalik icin erime, tikenme anlamina gelen
“phtisis’ deyimini kullanmustir. M.S. 2. yiuzyilda yasayan Galen, istirahat, oksurigin
kesilmesi, gogus yakilar, venden kan alimi, stlik uygulamasi, kusturucular, mushiller,
kabartici maddel erle ciltte yaralar olusturmak gibi tedavi 6nerilerini ortaya koymustur.

TB hastaligimin dogru patolojik ve anatomik tammlamas: ise ilk kez 17.yy da
ortaya cikmistir. Anatomi profesdril olan “Francius Sylvius de la Boe” (1614-1672),
hastalarin akciger ve diger organlanndaki karakteristik degisiklikleri tammlayan ilk kisidir.
1679 da yayimlanan “Opera Medica” adl1 kitabinda lezyonlarin tiberkillerden Ulserlere
ve kavitelere gelisimini tanumlamigtir (16).

Sanayi devrimi ile birlikte kétl yasam kosullart TB salgininin genislemesine neden
olmustur. Robert Koch 1882'de TB etkeninin M. tuberculosis oldugunu gostermistir.
Patates ve agardan olusan kat1 besiyeri kullanarak saf kiltir elde etmede yeni metotlar
bulmustur. TB basilini kiltirde Gretmis ve basil ile deney hayvanlarinda TB olusturmustur.
TB basili ile ilgili ¢cahismalart ve “Koch fenomeni’ olarak bilinen immin reaksiyonu
tammlamasi ile Robert Koch 1905’ de Nobel Odiilii almastir.

TB tedavisi i¢in 1854 yilinda Almanya’ da sanatoryumunlar agilmaya baslanmistir.
Avrupa da ve ABD'de yayginlasan sanatoryumlarda, hastalar temiz hava, iyi besenme ve
bol gines ile tedavi edilmeye caisilmistir. Hastalara dnceleri agik havada eksersiz ve
ormanda yurlyus onerilmistir. Eksersizlere ve ylrlyuslere katilmayanlarda daha iyi netice
ainmasiyla hastalara istirahat uygulanmistir. 1895 yilinda X isinlarimn bulunmas TB
acisandan dnemli bir gelismedir.

F. Seibert 1932 yilinda old tuberkulini amonyum siilfatla ¢oktirerek saflastirilmis
protein tirevi (PPD) elde etmistir. PPD ile TB enfeksiyonu varligi saptanmaya
baslanmistir. TB asia Bacillus Calmette-Guerin (BCG), Camette ve Guerin tarafindan
1921 yilinda Fransa da gelistirilmistir.

Rus asilli Selman Abraham Waksman (1888-1973) ve Ogrencisi Albert Shatz
(1920-2005) 1943'te ABD’de ve Streptomyces griseus’tan streptomisini buldu. Boylece
1944 yilinda tedaviye antibiyotik girmis oldu. 1948 yilinda Isveg te para-aminosalisilikasit
(PAS) tedavide kullanilmaya baslanmistir. 1952 yilinda INH, 1954 yilinda PZA, 1962
yilindaEMB ve 1966 yi1linda RIF bulunmustur.

Yetmigli yillarda TB'un kontrol atina alindigi ve eradikasyonunun yakinda
gerceklesecegi  dustnuliyordu. Fakat 1985 yilindan itibaren TB insidansinda artis
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gorulmustir. Gunumuzde TB tedavi edilebilir olmasina karsin halen ciddi bir halk saglig
olarak etkisini strdirmektedir. 1990 yi1lindan sonra Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratgjisi
(DGTS) tum diinyada artmaya baglamistir. 1993 yilinda DSO, TB icin acil durum ilan
etmistir.

19. yuzyihn ortalarinda Osmanli Imparatorlugu’'nda TB goriilmeye baslanmus,
Birinci Dunya Savasi’min getirdigi yoksulluk ve koéti yasam kosullartyla Anadolu’ya
yayilmistir. 1940’11 yillarda TB en sik 6lum nedeni olmustur. Ulkemizde TB ile etkin
miicadele 1950'li yillarda baglamstir. lki 1953 te olmak (izere 1980 e dek 9 kez kitlesel
asillama kampanyast yapilmistir. 1960 yilinda Verem Saves Dispanserleri (VSD)
kurulmustur. Bu calismalar sayesinde 1965’ de yuz binde 172 olan olan TB insidansi 1975
yilinda yiz binde 50'ye dismustir. Ulkemizde 2006 yilindan itibaren DGTS
uygulanmaktadir. Ulkemizde 2008 yil1 TB insidans yiiz binde 30 dur. 2008 nokta
prevalana yuz binde 22 dir (4).

2.3. Tiiberkiiloz Bakterilerinin Ozellikleri

Mycobacterium cinsi bakteriler genel olarak yavas Urerler ve aside direnclidirler
(17). Gunumuzde insanlarda gortlen TB’un esas nedeni, M. tuberculosis’dir. M. bovis ve
M. africanum’ un etken oldugu olgu sayis ¢ok azdir (17). M. microti ise kemiriciler igin
patojen olup insanlarda hastalik yapmaz. Bakteriyolojik ¢zellikleri ve DNA benzerlikleri
nedeniyle birbirleriyle yakin iligkili tirler "complex” baslig: altinda toplanmaktadirlar. "M.
tuberculosis complex” M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum ve M. bovis
BCG'yi icermektedir (18).

M. tuberculosis, M. bovis ve M. africanum bazi aywrmlarn ile birlikte genellikle
birbirlerine benzerler. TB etkeni M. tuberculosis 0,2-0,6 pm kainhginda, 1-4 pm
uzunlugunda hafif kivrik veya diizgiin comak bazen dallannus yapida bakterilerdir.



‘ Actinomycetales

lStrcptomycetaceae

M. africanum

Sekil 1. Mikobakterilerin Taksonomik Siniflamast

M. tuberculosis’'in Ureme zaman oldukca yavastir. ikiye bolinme zamanlarn 12-18
saat arasinda degisir. Kati besiyerlerinde kolaylikla gorilebilecek koloni olusturmas igin
2-3 hafta gegmesi gerekir. Insanlarda hastalik olusturan M. tuberculosis ve M.bovis
disindaki mikobakterilere (Iepra harig) atipik mikobakteri veya tiiberkiloz disi mikobakteri
(MOTT/Mycobacteria other than tuberculosis) denmektedir (19).

Atipik mikobakteriler dogada, toprakta, suda bolca bulunurlar, insandan insana
gecisi cok enderdir ve cogu patojen degildir. Bu grubun Uyeleri ender olarak hastalik
olusturur ve antitiberkiloz ilaglann coguna direndlidirler. Immin sistemi zayiflams
konakta ciddi infeksiyonlara neden olabilirler.

TB basilleri gram boyama ile boyanmazlar (20). En iyi boyandiklari boyama
yontemleri asidorezistan boyama yontemleridir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan Ehrlich-
Ziehl-Neelsen yontemidir. Bu boyama ile bakteriler mavi zemin icerisinde kirmizi olarak
gorulur.

TB bakterileri aerop, asido rezistans karakterde, hareketsiz, sporsuz, kapsulsizdir.
Ortamda % 5-10 CO, in bulunmasi Uremeyi hizlandirir. Optimal Ureme derecesi 37°C'dir
(21). Basit karbon kaynaklarinin oksidasyonu ile enerji saglayabilirler. Ureme ortaminda
karbon kaynagi olarak gliserin, glikoz, sitratlar ve azot kaynagi olarak aminoasitler,
aspargjin ve amonyum tuzlar yeterlidir. M. bovis ilk izolasyonlarinda gliserinli ortamda
zayif Ureme gosterir. Zamanla uyum saglar.
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M. tuberculosis kain ve etkileyici bir hicre duvarina sahiptir. Bakteri yuksek
oranda lipid ve balmumu iceren hicre duvarnina sahiptir. Hicre duvar iskeletini
peptidoglikan, arabinogal aktan ve mikolik asit olusturur (22).

Plazma zar1 Uzerinde bulunan peptidoglikan tabakasi, bakteriye sekil ve
dayanikhilik verir. Bu tabakanmin tzerinde arabinogal aktan tabakasi bulunur. Polisakkarid
olan bu tabaka arabinoz ve galaktozdan olusur. Arabinogalaktanin zincirlerindeki ug
arabinoz birimlerine mikolik asitler baglanmistir. Mikolik asitler hiicre duvar kalinligindan
ve aside direngli olmasindan sorumludur (22). Mikolik asitler trehalose gibi sekerlere

baglandiginda “ kord faktori” olustururlar.

% MYCOLIE ACID, i

GLYCOLIPIDE

MAR-CAPPED LIPD-
AFRAEIHOMANHAM

CELL MEMBRAMNE

Sekil 2. M. tuberculosis hucre duvari. Fenton ve Vermeulen (1996) tarafindan

Onerilen yapidan uyarlanmustir.

2.4. Epidemiyoloji

TB kuresel ve ulusal olarak oncelikli bir halk saglhigi sorunudur(20). TB 1970'li
yillarda kontrol atina alindigi, artik ayakta tedavi edilebilir bir hastalik oldugu ve kisa bir
sire sonra ortadan kalkacagi zannediliyordu. Gelismis olan Ulkelerde hastaligin gorilme
skhigi azamis ve antibiyotiklerin kullaniimasiyla 6lum orani oldukga dismusti. Ancak

sosyoekonomik bozukluklar, Afrikada AIDSin artmas, uygulanan TB kontrol
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programlarinda gevseme, hastalik icin bitceden daha az para ayrilmasi, arastirmalarin
durdurulmas gibi etkilerle hastaligin insidananda artislar gorilmuistir. Ayrica uluslararasi
yolculuklarin kolaylasmas: ile hastalik yalmzca yoksul bolgelerde kalmanus gelismis
Ulkelerde de sorun olmaya baslamistir. TB hastaligi 1985 yilindan sonra U¢ epidemik
yayilim gostermistir (23).

TB epidemiyolojisi, toplumdaki enfekte hasta nifusun oranini belirler ve
enfeksiyon havuzunun kigultul Up, yok edilebilmesi, tedavinin etkinligi ve halen yururltkte
olan TB savas programlarim degerlendirme olanag: saglar(24).

Bir toplumdaki TB sorununun boyutlarim kavramak, zaman icindeki seyrini
izlemek ve ainan kontrol oOnlemlerinin etkinligini degerlendirmek amaciyla degisik
epidemiyolojik dl¢itler kullamlmaktadhr.

Tiiberkiiloz enfeksiyon prevalansi: Enfeksiyon prevalansi sonucta toplumdaki
basille karsilasmus olgularin oramm gosterir. Ulkemizde enfeksiyon prevalans: 1959
yilinda % 56, 1982'de % 25'dir. DUnyada ise 1990 yilinda enfeksiyon prevalansnin %
32,8 oldugu bildirilmistir (24).

Tiiberkiiloz enfeksiyon riski: Belirli bir yas grubunda TB’la enfekte olmamis
kisilerin (BCG'siz ve PPD negétif), bir yil icinde enfekte olma olasiligidir (24).

YiR=1-(1-p)"*  p: Enfeksiyon prevalans:

a incelenen grubun yas ortalamasi

Saglhik Bakanlhigr'mn 1985 yilinda yaptigi calismaya gére 0-3 yas grubu icin TB
enfeksiyon riski 0.683 olarak bulunmustur (24).

Tiiberkiiloz prevalansi: Belirli bir toplumda arastirmanin yapildigir anda, 100,000
kisilik nUfus basina disen TB hasta sayisni gosterir. 1982 yilinda Turkiye'de TB
prevalans binde 3,58 bulunmustur (24).

Tiim tiiberkiiloz hastalarimin sayis:1
Tiiberkiiloz Prevalans = — x100000
Toplam niifus

Tiiberkiiloz insidansi: Bdlirli bir toplumda bir yil iginde 100,000 kisilik nufus
basina saptanan yeni TB hasta sayisini gosterir.



¥il icindeki yeni olgu sayist

x100000

Tiiberkiiloz insidams: =

¥il ortas: niifus

Tablo1. Ulkemizde ve DSO Avrupa Bolgesi’ nde insidans Hizlar1 2002-2008

(DSO Verileri)
Yillar Tiirkiye l?S(") Avrupa Bolgesi
insidans (1/100000) Insidans (1/100000)
2002 40 54
2003 37 53
2004 35 52
2005 33 52
2006 32 51
2007 31 50
2008 30 48

Enfeksiyon riskinde yillik degisim hizi (IRYDH):Zaman icindeki degisimi verir

(24).

Yj: R.tz 1/t2—1l

iRYDH=1— :
YIRt1

Bulastincilik parametresi:

enfekte ettigini gosterir.

t1: calismamn yapilchig ilk yil
t2: calismamin yapildig son il

Bir enfeksiyon kaynaginin 1 yil icinde kag Kisiyi

Tiiberkiiloz mortalitesi: Bir toplumda 1 yilda TB nedeniyle Olenlerin oramdir

(24).

Tiiberkiiloz Mortalitesi =

Tiiberkiilozdan yil icinde dlenlerin sayis1

x100000

Y1l ortas: niifus
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Tablo 2. Ulkemizde tiiberkilloz mortalitesi (24)

Yillar Mortalite (1/100000)
1945 262

1950 204

1960 55

1970 20

1980 8.8

1984 7.1

1986 54

1995 23

2.5. Tiiberkiiloz Bulasicihig:

M. tuberculosis hava yolu ile yayilan kicik parcaciklar ile bulasir (25). Ender
olarak diger gecis yollari dabildirilmistir.

Okslrik, hapsirma ve konusma gibi derin solunum hareketleri ile basil yikli
damlaciklar; cevre havaana dagilir ve buharlasarak daha kiguk partikiller haline gecer.
Bir okslrik 3000 damlacik cekirdegi olusabilir. Damlacik cekirdeklerin saglam kisiler
tarafindan solunum yoluyla alinmasi ile hastalik bulasir. TB’un yiyecek ve icecekler ile
bulasmas: nadirdir (26).

TB bulasiciigim etkileyen faktorler:

1. Kaynak olgunun 6zellikleri

e Asidedirencli basil pozitif balgam ¢itkarma miktar

e Aerosol olusturma potansiyeli (6kstirik, aksirik, konusmavb.)

e TB’unklinik formu

e TBtedavis alip amadtig:

. Cevresal faktorler

Havaandirma, ultraviyole, gines 15181

N

3. Karsilasma siresi ve basi| yogunlugu
4. Mikroorgani zmamn ozellikleri

5. Hedef kisinin 6zellikleri

Gecirilmis TB 6ykusi
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o Riski arttiran faktorlerin varligit (HIV pozitifligi, slikozis, kortikosteroid

kullamm, Diabetes mellitus vs.).
e BCG asisimin olup olmadig (27)
Hasta doktor, dis hekimi, hasta bakici ve ogretmenler bulastiricilik agisndan
tehlikelidir (28).

2.6. Tiiberkiiloz Olgu Tanimlari

2.6.1. Hastahgin Yeri

Hastaligin yeri tanimindan, hastanin, akciger mi yoksa akciger dis1 organ TB’u mu
oldugu anlagilir (29).

Akciger TB: Tum TB olgularimn % 80'ini akciger TB' u olusturmaktacir. Akciger
parankiminde veya trakeabrons yolunda bir tutulum olmasi olarak tarumlanir.
Bulastinicilik nedeniyle de halk sagligi agandan en énemlisidir. Larinks TB’u, akciger
TB’u iginde sayilmaktadir. Milier TB icin hem akciger, hem de akciger disi TB olarak
kabul edilmektedir (30).

Akciger dis1 organ TB: Akciger TB’u olarak tammlananlar disindaki organlarda
tutulum olmasidir. Plevra, lenf bezleri, menenjit dis1 merkezi sinir sistemi, intratorasik
lenfadenit, genitolriner, ekstratorasik lenfadenit, gastrointestinal, periton, vertebra, milier,
vertebra dis1 kemik/eklem, menenjit akciger dis1 TB olarak gruplandirilmaktadir (30).

Hastaligin yeri tedavi rejimini degistirmez (29). Hastaligin yerinin bildirilmesinin

epidemiyoloji ile kayit ve raporlama agisindan 6nemi vardir (29).

2.6.2. Bakteriyolojik Ozellikler

TB icin bakteriyolojik yontemler her turlt gelismislik duzeyindeki Ulkelerde
vazgecilmez ve en guvenilir yontemlerdir. Bakteriyolojik yontemler kolay uygulanir ve
dogru sonug verirler.

Yayma Pozitif Akciger Tiiberkiilozu: Bu amacla en az ti¢c kez balgam muayenesi
yaptirmak gerekir. Yayma pozitif akciger TB U¢ sekilde tammmlanir ( 29);

e Iki yadadahafazlabagam yaymasi ARB icin pozitif olan hasta.
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e Bir balgam yaymas (+) olup TB ile uyumlu radyolojik bulgusu olan ve
Klinisyenin klinik olarak aktif akciger TB dustindigi ve tam sire kiratif
antitiberkuloz ilaglarla tedavi etme karar1 aldigi hasta

e Bir bagam yaymas ARB aciandan pozitif olan ve kiltirde M.tuberculosis
Ureyen hasta

TB kontrol programlarimin amaci, toplumdaki yayma pozitif vakalarin en az %

70'ini saptamak, bu vakalarin en az % 85'ini etkili sekilde tedavi etmektir (19).

Yayma Negatif Akciger Tiiberkiilozu: Dort sekilde tanimlanir;

e Enaz 3 balgam yaymasi negatif olmasi

e Aktif akciger TB ile uyumlu radyolojik bulgular: olmast,

e Akciger TB ile uyumlu radyolojik bulgularin olmas ve genis spektrumlu
antibiyotik tedavisine yanitin alinamamasi,

e Klinisyen tarafindan tam doz antitiberkiloz ilag baslanmas kararn verilen
hasta.

2.6.3. Hastahgin Ciddiyeti

Hastaligin yayginligi, basil yuki ve sectigi organa goére ciddiyetini belirlemek
olasir.

Menenjit TB, Miliyer TB, Perikard TB, Periton TB, Omurga TB, Barsak TB,
Genito-Uriner TB, Bilatera ve fazla miktarda sivisi olan plevra TB ciddi olarak
degerlendirilir.

Lenf bezi TB, Plevra TB (tek tarafl1), Kemik TB (omurga haric), Eklem TB, Cilt
TB ise dahaaz ciddi olarak degerlendirilir (29).

2.6.4. Daha Onceki Tiiberkiiloz Tedavisi OyKkiisii

Hastalarin daha once TB tedavisi gorip gormedikleri konusunda ayrintil1 bilgi
ainmas gerekir. Kullandigi ilaglar ve bu ilaglart ne kadar kullandiklar: égrenilmelidir.
Daha 6nce TB tedavisi gbrmus olup yeniden yayma pozitif olanlarda sekonder (edinsel)
direnc oranlan yuksektir. Tedavi yeniden duzenlenirken bu durum g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Olgu taniminin yapilmasnin tg temel nedeni vardir:

e Hasta kayitlarinin diizgiin yapilabilmesi
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e Hastabildiriminin diizgin yapilabilmesi

e Hastanin standardize edilmis hangi tedavi kategorisine uygun oldugunun

belirlenmesi.

Yeni olgu: Daha Once hi¢ TB tedavisi olmamus, ya da ¢ok kisa bir sire (dort
haftadan kisa) tedavi gormiis hastalara denir (31).

Niiks: TB tamisi konularak bir hekim gozetiminde, bir tam sire TB tedavis
gordikten ve bir hekim tarafindan iyilesmis oldugu belirlendikten sonra, yasaminin
herhangi bir déneminde tekrar yayma pozitif TB olan hastalara denir (29).

Ara verdikten sonra tedaviye donen: TB tedavis atindaiken tedaviye iki ay ya
da daha uzun bir slire ara verip tekrar yayma pozitif olan hastalardir (29-31).

Tedavi basanisizhgindan dénen olgu: Onceki tedavis basarisz oldugu icin
yeniden tedavi rejimi baslanan hasta (31).

Nakil gelen olgu: Baska bir dispanserde kayda alinip tedavisi baglandiktan sonra,
kayitlar1 ile birlikte devir al inan hastadir (31).

Kronik olgu: NUks, tedaviyi terk ya da tedavi basarisizligi nedeniyle uygulanan
yeniden tedavi rejiminin sonunda hala balgaminda basil pozitif olan hastalardir (31).

Tedavi sonuclan ile ilgili tammmlamalar:

Kiir: Baslangicta balgam yaymas: pozitif hastada, birisi tedavinin son ayinda ve
digeri daha 6ncesinde olmak lizere en az iki balgamda yaymanin (-) olmasidir (31).

Tedaviyi tamamlama: Bagslangicta yayma pozitif ya da negatif olsun, TB
tedavisini tamamlayan ancak kir veyatedavi basariszlig tammlarina uymayan hasta (31).

Tedaviyi terk: Tedavisineiki ay ya da daha uzun stire ara veren hasta (31).

Tedavi basansizhgi: TB tedavis amakta iken, tedavinin besinci ayinda halen
yayma pozitif olan ya datekrar pozitiflesen olgulara denir. Tedavi baslamadan 6nce yayma
negatif oldugu halde tedaviye basladiktan iki ay sonra yayma pozitif olan olgular tedavi
basarisiz kabul edilir (31-32).

Oliim: Tedavi sirasnda bir TB hastasimin 6lmesidir. Hasta, TB’dan ya da TB dis1
bir nedenle 8lmus olabilir.

Nakil giden: Hastamn bagka bir dispanser bolgesine gitmesi nedeniyle tedavi
sonuclarinin bilinmemesi durumudur.

Bakteriyoloji ileilgili ifadeler:

Mikroskobik Inceleme: Mikroskop ile TB basillerinin saptanmasi, TB hastaliginin

tamsnin konmasim saglar. Basit, hizli ve ucuz bir yontem olup ayrica hastalarin
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izlenmesinde kullanilir (19). TB basili kiltirde cok ge¢ Uretildiginden mikroskop ile
saptanmasi buyuk 6nem tasir (32). Hastanin balgaminin ya da baska incel enecek drneginin
bir lama yayilarak mikroskopi ile degerlendirilmesi yapilir. Pozitif sonug basilin
gosterilmesi, negatif sonuc ise gosterilememesidir.

Aside direncli basil (ARB): Bu bakteriyolojik test TB tamsim saglar. Yayma (+)
hastalar 6nemli bir enfeksiyon kaynagi oldugu igin bunlarin belirlenmesi toplum saghig
agisndan 6nemlidir. TB mikrobu, 1sitilarak 6zel boya ile boyandiginda, asit ile bu boyay
vermediginden, mikroskopta farkl: renkte gorulir. Buna ARB denilir.

Kiiltiir: Yaymadan daha duyarli olup TB'un kesin tas saglamr. TB basili
Uremes icin besiyerine ekilir. Besiyerinde Ureme var ise kultur pozitif, Ureme olmazsa
kUltdr negatif denilir.

Ilaca Direngcli Olgu: En az bir antitiiberkiiloz ilaca kars: direncli olgudur.

Ila¢ duyarhlik testi (IDT): Kiiltirde Uretilen basil ilagsiz ve ilagli besiyerlerine
aym anda ekilir. flagl tiipte, kontrol tiplnin yuizde birinden fazla basil Gremesi olursa,
basil o ilaca direnclidir. llagsiz besiyerinde treme olurken, ilagl besiyerinde Greme olmaz
isebasil oilacaduyarlidir (33).

Yeni olguda ila¢ direnci: Hi¢ TB tedavisi dmamis ya da bir aydan daha kisa siire
tedavi almis hastada saptanan ilag direncidir. Bulasmaile a inmustir (11).

Tedavi gormiis olguda ilag¢ direnci: Bir aydan daha uzun sire tedavi gbrmis TB
hastasindaki ilag direncidir (11).

Cok ilaca direncli TB (CID-TB): INH ve RIF edireng icin kullanilir (11). INH ve
RIF, TB tedavisinde kullamlan temel ilaglardir.

Yaygm ila¢ direncli tiiberkiiloz (YID-TB) :INH + RIF direncine (CID) ilave
olarak herhangi bir fluorokinolon ve 2. sra parenteral ilaglardan en az birine (amikasin,

kanamisin, kapreomisin) diren¢ olmasi durumudur (33).

2.7. TB Tanm1 Yontemleri

2.7.1. Oykii (Anammez)

Akcigerle ilgili bulgular: Uc hafta siiren 6ksiirik TB’ u disundurmelidir. Okslrik,

gendllikle balgamla birlikte gorulir; bazen kanli olabilir. Plevra tutulumunda solunumla
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degisen gogus agnsi, sirt agris,, yan agrnis gordlur. Nefes darligr ve ses kiskhig
gorulebilir.

Genel bulgular: Halsizlik, ¢abuk yorulma, istahsizlik, kilo kaybi, ¢ocuklarda kilo
amada duraklama, ates, gece terlemesi gibi bulgular gordldr. Diger organ
tuberkUlozlarinda bulgular, tutulan organa gore degisir. Bobrek tuberkilozunda idrarda

kan, omurga tiiberkilozunda sirt agrisi olabilir (32).

2.7.2. Fizik Muayene

Akciger TB’unda belirgin bir klinik belirti ve bulgu olmayabilir. Hafif ates ve
halsizlik gozlenebilir. Hastalik ilerledikce ates belirginlesebilir. Atesin dismes ile gece
terlemeleri gorulUr. Halsizlik, bas agris, kilo kaybi, istahsizhik ve oksurik olabilir.
Hemoptizi ile birlikte balgam gorulebilir. Uzun sirmis hastalikta comak parmak olabilir.
Tlerlemi s hastalikta genel durumu bozuk, kasektik, nefes darligi olan bir hasta gorilebilir.

TB tedavisini etkileyebilecek saglik sorunlarini saptamada ve hastanin genel
durumunu degerlendirmede de fizik muayene yapiimalidir (32).

2.7.3. Radyoloji

Akciger radyolojisinde, TB’u dustindiren gorUntiler bircok hastalikla benzer
olabilecegi icin radyoloji ile TB'un kesin tanisi konulamaz (34). Akciger radyolgjis ile
TB’un gelisimi ve lezyonlarin lokalizasyonunda yararlidir. Elde edilen gorintinin dogru

yorumlanmast da gok onemlidir.

2.7.4. Bakteriyolojik Tan1

TB bir enfeksiyon hastaligidir ve kesin tanisi da bakteriyolojik olarak konulur (32).

Direkt Mikroskobik Inceleme: DSO’niin benimsedigi DGTS ne gore hastalann
takip edildigi yontemdir. Dogrudan mikroskopi ile enfeksiydz akciger TB olgularin
talarnmn konulmas, tedavinin izlenmesi ve iyilesmenin kayit edilmesi de
amaglanmaktadir.

Basit hizli ve ucuz olmakla birlikte duyarliligi, balgamdaki basil miktar1 ve

uygulayan kisinin tecriibesi gibi faktorlerden etkilenir. Ulkemizde de en yaygin kullanilan
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ARB yontemi EZN'’dir. Soguk boyama olarak da bilinen Kinyoun ve floresans yonteme
dayal1 Auramin Rodamin (AR) yontemleri de kullamimaktadir (17).

Lam Uzerinde genis bir alana yayilmis yaymalar, birim alana disen basil sayisnin
azalmas ve mikroskobik tarama alanimn artmasina neden olur. Dolayisiyla yalanci negatif
sonuglara ya da derecelendirme hatalar1 olusbilir (19).

Florokrom yonteminde lam 250x veya 450x blyitme ile incelenmekte, ENZ ve
Kinyoun boyama ile ise 1000x buyutme ile inceleme yapilmakta oldugundan florokrom
yonteminde EZN ve kinyoun boyamaya gore daha genis bir alan daha kisa zamanda
incelenebilmektedir. Florokrom yonteminin dezavantaji zaman icinde floresans azalmasi
oldugundan ornekler 24 saat icinde incelenmelidir. Bu metot ¢ok fazla 6rnek kabul eden
laboratuvarlara 6nerilmekte ancak gelismekte olan Ulkelerde maliyetinin fazla olmasndan

dolay: fazla uygulanamamaktadir.

Tablo 3. EZN boyama yontemi icin derecelendirme kriterleri.

DERECELENDIRME KRITERLERI RAPOR

>10 ARB/100 alan (+++)

1-10 ARB/100 alan (++)

10-99 ARB/100 alan (+)

1-9 ARB/100 alan (...ARB/100 alan yeni bir ornek ile tekrar)
ARB/100 alan Negatif

Kiiltiire Dayah Yontemler: Mikobakterilerin ikiye bolinmesi icin gecen sire 12-
18 saat oldugundan kultir yontemleri ge¢ sonug verir. Yaymadan daha duyarlidir ve
bakterilerin canliliklarinin dogrudan gosterilebildigi icin TB'un kesin tasim saglar. Kultir
aynt zamanda izolasyon ve identifikasyon igin gereklidir. Kultlre dayali yontemler, ilag
duyarlilik testlerinin yapilarak hastalarin dogru tedavi edilebilmesine imkan saglar.
Cogaltilan izolatlar daha sonraki arastirmacilar igin saklanabilir ve epidemiyolojik verilerin
elde edilebilmesine olanak saglar. Bunun icin kiltire dayal1 yontemler TB tanisinda halen
atin standart olmaya devam etmektedir.

Mikobakteri kdltir yontemlerini klasik kati1 besiyerleri ve hizhh kdltir sistemleri
olarak ikiye ayirmak mumkuindur.

Klasik kat1 besiyerleri: Kati besiyerlerinde kudltirin negatif oldugunu
soyleyebilmek icin 6-8 hafta beklemek gerekir. Dolayisiyla uzun ve zahmetlidir. Klltirde
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yalnizca basilin varligi degil identifikasyon ve ilag direnci de test edilebilir. Kati
besiyerleri yumurta ve agar bazl1 besiyerleri olmak Gizere ikiye aynlir:

a)Yumurta bazh besiyerleri: LOwenstein-Jensen (LJ), Petragnani, American
Trudeau Society (ATS)'dir. En yaygin kullantlarm LJ besiyeridir. Kolonilerin gérintr hale
gelisi 18-24 gunt bulmaktadir. Ucuz ve guvenilir yontemlerdir.

b)Agar bazh besiyerleri: Middlebrook 7H10 ve 7H11 agar en ¢ok tercih
edilenleridir. Besiyerleri seffaf oldugundan ekim yapildiktan 10-12 gin sonra
mikrokoloniler gorulebilir. Ancak pahal ve raf 6mri kisa besiyerleridir.

Hizh Kkiiltiir sistemleri: Bu yontemlerin esasini sivi besiyerleri olusturur. Sivi
kalturler ile mikobakterilerin saptanmasi daha kisa siurede ve daha yiksek duyarlilikta
olmaktadir. Iclerinde Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween abiimin sivilar: yer alir. Hizl
kiltdr sistemleri cihaz ve bilgisayar ile degerlendirilip degerlendirilmemesine gére manuel,
yar1 otomatize veya tam otomatize sistemler olarak gruplandirilmaktadir.

a) Otomatize hizh kiiltiir yontemleri:

e MGIT 960 (Mycobacterium Growth Indicator Tube) (BD Biosciences, MD,

ABD)

e BACTEC 9000 MB (BD Biosciences)

e MB/BacT ALERT, BacT / ALERT 3D, BacT / VIEW (bioMerieux)

e MycoESP II (Extra Sensing Power) Sistemi (Trek Diagnostics Inc., Ohio,

ABD)
e TK Kiiltiir Sistemi (Salubris A.S., istanbul): TK Medium, TK SLC (selektif),
TK PNB, TK INH-RIF-STR-EM, MY COLOR TK.

b)Yar1 otomatize hizh Kiiltiir sistemi: BACTEC 460 TB Sistemi (BD
Biosciences): Middlebrook 7H12 (BACTEC 12B) veya Middlebrook 7H13 (BACTEC
13A) sivi besiyerleri ile karbon kaynag1 olarak C isaretli palmitik asit iceren radyometrik
bir sistemdir. DSO ve National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS )
tarafindan altin standart kabul edilen sistem tlkemizde halen en cok kullanilan otomatize
kiltdr sistemidir.

¢) Manuel hizh Kiiltiir sistemleri:

e MB Redoks (Biotest Diagnostics Corp., NJ, ABD) : Modifiye Kirchner

besiyeri icerir.
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e SeptiChek AFB (BD Biosciences) : Svi (Middlebrook 7H9) ve Ug tip kati (LJ,
Middlebrook 7H11, cukulatamsi agar) besiyerini birlikte iceren bifazik bir
sistemdir.

e MGIT: Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren ve cihazsiz olarak
mikobakterilerin Uretilmesine dayali bir yontemdir. Wood lambasi veya
transilluminator disinda baska 6zel donamma gerek yoktur. Bu besiyerlerine
baz: antibiyotikler eklenerek segici besiyerleri hazirlanabilmektedir (34).

2.8. Antimikobakteriyel Duyarlihk Test Yontemleri

Klinik orneklerden izole edilen M. tuberculosis suslarina duyarlilik testlerinin
uygulamas, en etkili antitiberkiloz ilacin secilmesi ve hastarin uygulanan tedaviye
verdigi cevabin degerlendirilmesi agisindan buyuk 6nem tasimaktadir. M. tuberculosis
suslarinin antittiberkiloz ilaglara duyarl iligim belirlemek amaciyla direkt ve indirekt olmak
uzereiki yontem kullanlmaktadir.

Direkt yontemde; preparatinda aside direngli bakteri gortlen klinik 6rneklerin,
mililitresindeki ortalama bakteri sayis hesaplanarak, homojenizasyon-dekontaminasyon
islemleri sonrasindailagl ve ilagsiz besiyerlerine ekimi yapilir (35).

Indirekt yontemde ise, klinik drneklerden saf kiiltir halinde aside direncli bakteri
izole edilir. Uygun inokulum hazirlanarak ilagli ve ilagsiz besiyerlerine ekim yapilir (35).
Mikobakterilerin duyarlilik deneylerinde, oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz (OADC) ile
zenginlestirilmis Middlebrook 7H10 ve 7H11 besiyerleri ile yumurta temelli L-J besiyeri
kullanilir. Radyometrik yontemlerde ise 4 ml'lik hazir BACTEC 12B (Middlebrook 7H12)
besiyeri kullamlmaktadir. M. tuberculosis 'in ve diger yavas Ureyen mikobakterilerin
tedavisinde kullanilan primer ve sekonder antitliberkiloz ilaglara duyarlilig saptamada bes

yontem tarif edilmistir.

2.8.1. Orant1 (Proporsiyon) Yontemi

Canetti, Rist ve Grosset tarafindan 1963'te tamimlanmistir. Referans sus
gerektirmez. Uzun willar test edilmis, metodolojik calismalar yapilmis ve uludararas
komitelerce onaylanmis bir yontemdir. Mutant bakteri proporsiyonunun kantitatif olarak

hesap edilmesini saglar (36).
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Bu yontemde basiller ilag iceren ve ilag icermeyen agar temelli besiyerlerine ekilip
Uc hafta inktibasyona birakilmaktachr. inkiibasyon sonundailag igeren besiyerindeki koloni
sayisnin, ilag icermeyen besiyerindeki koloni sayisina orani direngli basillerin oranin
gosterir. Test edilen suslarda hesaplanan direnc yizdes 1 veya daha fazla ise o susun test
edilen antibiyotige direncli oldugu kabul edilir.

Proporsiyon yonteminde sklikla Middlebrook 7H10 ve L-J besiyerleri
kullamlmaktadir. Middlebrook 7H10'un kullanildigr agar proporsiyon yontemi NCCLS
tarafindan onerilirken, L-J besiyerinin kullamldig:1 agar proporsiyon yontemi ise ekonomik
olmas nedeniyle DSO tarafindan 6nerilmektedir (37).

2.8.2. Mutlak Konsantrasyon Yontemi

Bakterinin Minimal Inhibitor Konsantrasyon (MIK) degerini tespit etme temeline
dayanir. ilag iceren ve ilag icermeyen kontrol besiyerlerine 2x10°-2x10* cfu/ml bakteri
iceren mikobakteri soliisyonu belirli  konsantrasyonlarda ekilir. Ureme olmayan

besiyerindeki ilag konsantrasyonu o susun MIK degeri olarak kabul edilir (35).
2.8.3. Nispi Diren¢ Yontemi

Mutlak konsantrasyon yontemi gibi calsilir. Bu yontemde standart H37Rv M.
tuberculosis susunun MIK degeri de bulunur. Denenen mikobakteri susunun MIiK degeri,
standart susun MK degerine bollinerek direng belirlenir. Bu oran > 8 ise sus denenen ilaca
direncli, < 2 ise duyarlidir. Oramin 4 olmas:i susun direngli olabilecegi hakkinda fikir
vermektedir (35).

2.8.4. Radyometrik Yontem

BACTEC 460TB: DSO ve NCCLS tarafindan standart olarak énerilir. Proporsiyon
yontemini temel alir. Primer antitUberkiloz ilaglarin duyarlilik testleri yapilabilmektedir.
Gunluk is yuki fazlalig1 ve radyoaktivite iceren atiklarin olmas: dezavantajidir. Geleneksel
yontemlerle ortalama 21 gunde sonu¢ alimrken, bu sistem ile sonuclar 5-7 ginde
alinmaktadr.

Diger radyometrik kdltir sistemleri:
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Floresan Kiiltiir Sistemi (MGIT 960): Ureme oram ve zamam BACTEC 460TB
ile aymdir. Radyoizotop kullanilmamas: avantgjidir (18).

Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi (MB/BacT ALERT MB): Testlerin sonuclanma
siresi BACTEC 460TB’ den daha uzundur. Etambutol icin duyarlilig: disuktar (18).

Karbondioksit olusumunu saptayan sistem (ESP II): Mikobakterilerin
olusturdugu gaz ve olusan basinci Olgerek Ureme test edilir. Tam otomatik, radyoaktif
olmayan, bilgisayar destekli bir sistemdir. Primer antitiberktloz ilaglarin duyarlihig: test
edilebilmektedir (18).

E-Test (AB BIODISK): Mikobakteri tirtiniin MIK degerini 6lgen bir yontemdir.
Belli konsantrasyonda ilag iceren plastik serit, inokile edilmis agar plagina yerlestirilir.
Kesisim yerlerinde konsantrasyon okunur. Maliyetinin yuksekligi yaygin kullanimin
engellemektedir. E-test yontemiyle ilag duyarlilik sonuglart 7-10 gtinde alinmaktadir (38-
39).

2.8.5. Molekiiler Yontemler

e Polymerase Chain Reaction-Single Strand Conformation Polymorphism (PCR-
SSCP), Polymerase Chain Reaction-Heteroduplex Formation (PCR-HDF),

e Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP),

e Dideoksi fingerprinting (ddF),

e Automatize DNA Seguencing,

e Solid faz hibridizasyon,

e DNA microarray, sayilabilir (35).

2.9. Tiiberkiiloz Tedavisi ve Antitiiberkiiloz Ilaclar

TB tedavisinin amaci, TB hastaligindan kur saglamak, aktif TB'den ya da TB'nin
gec etkilerinden 6lUmU 6nlemek, TB nuksind 6nlemek, TB’ un baskalarina bulagsmasin
azaltmak ve tedavi ile olusan ilag direncinin gelismesini 6nlemektir (30).

Antitlberkiloz ilaglarin bakterisidal aktivite, sterilize edici aktivite veilag direncini
Onleme olarak U¢ 6zelligi vardir. Temel antitliberkiloz ilaglarda, bu ozellikler degisik

derecelerde bulunur (30).
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TB tedavisinde kullanilan ilaclar genel olarak birinci secenek ve ikinci secenek
olarak gruplandirilabilir (40).

Birinci secenek ilaglar: INH, RIF, SM, PZA ve EMB birinci segenek
antittberkiloz ilaclardir (40). TB tedavisinde yan etki veya diren¢ durumu stz konusu
degilse daha etkili ve yan etkileri agisindan diger antitUberkiloz ilaglara gore daha
guvenilir olduklarindan birinci segenek ilaglar kullamilir. DSO Standart Tiiberkiiloz
Tedavisine gore, INZ ve RIF en gucli bakterisidal ilaclardir. PZA sadece asit ortamda
etkilidir. Butiin TB basil topluluklarina karsi etkilidir. RIF, var olan en guiclU sterilize edici
ilactir. SM, hizla ¢cogalan TB basillerine karst bakterisidaldir. EMB, direncli basillerin
ortaya gikisini 6nlemek icin, daha guglu ilaglarla birlikte kullanilir (30).

Ikinci segenek ilag olarak gegen, PAS, etionamid, tiasetazon, sikloserin, kanamisin,
kapreomisin, amikasin, ofloksasin ve siprofloksasin gibi ilaglar direng varliginda; ilk
secenek ilaglarn ciddi yan etkileri goruldiginde veya ortaya cikabilecek istenmeyen
durumlarin varliginda tedavide kullanilir. Tiasetazonun hem etkisinin az olmast hem de
etionamid ve protionamid ile aralarinda gapraz direng olmasi nedenle klinik kullanimi ¢ok
azdir. SM’e direncli TB, diger aminoglikozidlere duyarl1 olabilir. Sikloserin ile terizidon
ve ofloksasin ile siprofloksasin arasinda ¢apraz direng vardhr.

Deneysdl olarak bazi ilaglarin (klaritromisin, azitromisin, rifabutin, rifapentin,
amoksasin+klavunat) potansiyel antitiberkiloz etkinligi vardir. Ancak bunlarin heniiz

rutin klinik kullarmmlar1 yoktur.

Tablo 4. CID-TB hastalarinda tedavide kullamlacak ilaglar (40).

Birinci sira oral antitiiberkiilozlar: izoniazid, M Umkiin olanlarin

Grup1 =~ L :
Rifampisin, Etambutol, Pirazinamid hepsi

Parenteral antitiiberkiilozlar: Streptomisin, o
Grup 2 . —_ L Birilag
Kanamisin, Amikasin, Kapreomisin, Viomisin

Fluorokinolonlar: Siprofloksasin, Ofloksasin, L
Grup 3 ) ) . . _ Birilag
Levofloksasin, Moksifloksasin, Gatifloksasin

Oral bakteriostatik ikinci sira ilaglar: Etionamid, Kullanmadig dort
Grup 4
P Protionamid, Sikloserin, Terizidon, PAS, Tiasetazon ilaca kadar
G 5 Etkinligi Siipheli flaclar: Klofazimin, Amoksisilin- Kullanmadig dort
rup

klavulonat, Klaritromisin, Linezolid ilaca kadar
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2.10. Tiiberkiiloz ilaclarinda Diren¢ Sorunu

Antitlberkiloz ilaglar tek baslanna kullanildiklarinda baslangigta klinik yanit
ainmasina ragmen, ortalama U¢ aylik bir sire icinde diren¢ ortaya ¢ikar. Bunun nedeni
dogal mutasyonla o ilaca kars1 duyarli olan basil populasyonunun tedavi sonrasi hizla yok
olmasna karsin, direngli basillerin seleksiyona ugrayip ortama hé&kim olmalardr.
Kullanilan ilaca gore degismekle birlikte ortalama 10° basil icerisinde direncli bir basil
bulunabilecegi hesaplanmaktadir. Dolayisiyla direng gelisimi, dokudaki basil sayisnin
dustk oldugu olgularda daha az bir olasiliktir. Ancak primer ilag direncinin ytksek oldugu
yorelerde dogal mutasyon olasiligim asan bir siklikla direng gelisimi beklenmelidir. Bu tir
olgularda basil sayisimn az olacagi varsayimiyla standart tedavi yaklasimindan 6din
verilmemelidir (41).

Antitlberkiloz ilaglara kars1 direng gelisimine yol acan en 6nemli tedavi yanlsi,
tedavi basansizliginda tedaviye tek ilag eklenmesidir. Bu durum, tekrarlandikga biitiin
antittberktloz ilaglara kars1 diren¢g gdistirmis, tedavi edilemez basiller ortaya
cikarmaktadir. Bunun disinda; yetersiz doz, say1 ve kombinasyonda ilagc kullammi,
antitiberkiloz ilaglarin dizenli olarak temin edilememesi; yetersiz hasta egitimi; hastalarin
iyi takip edilememesi; antitiberkiloz ilaglarin baska endikasyonlarda recetelenmes ve
direncli olgularin tedavisinde kullamlan aternatif TB ilaglarimin piyasada serbest satilmas
gibi faktorler ilag direncinden sorumludurlar (41). TB ilaglarinakars: gelisen baslica direng
mekanizmalar::

INH Direnci: TB tedavis ve profilaksisinde yaygin olarak kullamilan giclt, ucuz,
biyoyararlammi yiksek, dar etki spektrumlu bir ilagtir. Ancak M. tuberculosis bu ilaca
yuksek oranda spontan direng gelistirme 6zelli gine sahiptir. Etkisini mikobakteri duvarinin
Onemli yap tas1 olan mikolik asit sentezini 6nleyerek yapmaktadir. Bir 6n ilag olan INH,
M. tuberculosis tarafindan alindiktan sonra mikobakteriyel katalaz-peroksidaz enzimi
tarafindan okside edilerek aktif ara Grinlere parcalanir. INH’ nin aktif metabolitleri mikolik
asit sentezinde rol alan ve inhA geni tarafindan kodlanan bir enzim olan enoil acil carrier
protein rediktazi (enoil ACP redilktaz) inhibe etmektedir. Bdylece hiicre duvan sentezi
icin 6nemli olan mikolat yapimindaki yag asidi uzamasi engellenmis olur. Bakteriyi
koruyucu katalaz peroksidaz enziminin izoniazid tarafindan inhibe edilmesi de diger bir
etki mekanizmasidir (42).
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RIF Direnci: TB tedavisinde yaygin olarak kullanilan bu ila¢ rpoB geninin Grinu
olan DNA’ya bagimli RNA Polimeraz enzimine baglanarak mRNA sentezini inhibe eder.
Rifampisine diren¢ % 95-97 oraninda rpoB genindeki mutasyonla meydana gelmektedir
(35).

SM Direnci: SM bakteri ribozomuna baglanarak protein sentezini inhibe eder.
Direncten, % 50 oraninda ribozomal protein S12'yi kodlayan rpsL geninde, % 20 oraninda
da 16S ribozomal RNA’nin bir bolgesini kodlayan rrs geninde meydana gelen mutasyonlar
sorumludur.

EMB Direnci: EMB hiicre duvar: sentezi sirasinda, arabinozil transferazi inhibe
ederek arabinogalaktan ve lipoarabinomannan hicre duvarina tasinmasim engeller.
Arabinogalaktan mikobakteriyel hiicre duvarnnin en 6nemli polisakkarididir. Direncten,
arabinozil transferaz enzimini kodlayan embB geninin ekspresyonundaki artis sorumludur.

PZA Direnci: Etki mekanizmas: tam olarak bilinmeyen pirazinamid, pirazinamidaz
enzimi tarafindan aktif formu olan pirazinoik aside cevrilir. Pirazinamide direngli
kokenlerin % 72-97'sinde pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA geninde cssitli tipte
mutasyonlarin oldugu bilinmektedir (43).

Siprofloksasin: Florokinolon grubundan olup, bakterideki DNA giraza baglanarak
DNA sentezini inhibe ederler. Mikobakterilerdeki DNA giraz, gyrA ve gyrB genlerinde
kodlanmaktadir. Bu gruptaki ilaglara karsi ortaya ¢ikan direncten gyr4 geninde meydana
gelen mutasyon sorumludur (43).

Amikasin: Aminoglikozid yapida ilagdir. Kanamisin-kapreomisin, kanamisin-
viomisin, kanamisin-amikasin araanda capraz direnc gorilebilmektedir. Streptomisin de
amikasin gibi aminoglikozid olmalarina ragmen kanamisin ve amikasinin streptomisin ile
arasinda ¢apraz direng yoktur (35).

Rifabutin: Rifampisin’nin sentetik tUrevidir. Rifampisin-rifabutin arasinda gapraz
direng bulunmaktadir ve bu direng rpoB mutasyonlar ileiligkilidir (35).

Tiasetazon—etionamid: Araanda eta4 mutasyonuna bagli olarak degisen oranlarda
(% 29 - 79) capraz direng mevcuttur.
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2.11. Ulkemizde ila¢ Direnci Durumu

Ulkemizde 2005 yilindan beri Tiirkiye Ulusal Tuberkiloz Sirveyans Arastirmast
verileri yayinlanmaktadir. TB direnci ileilgili 6zellikle cok ilaca direncli TB icin oldukca
yuksek seviyeler bildirilmektedir (31-44).

Turkiye' de 2005, 2006, 2007 ve 2008 yillarinda Ilag Direng Tedavi sonuglan
incelendiginde ilag direnc oranlarinda 6nemli bir degisiklik olmachg goriilmektedir. ilag
direng orant yeni olgularda 2005 yilinda % 3,1; 2006 yilinda % 3,2; 2007 yilinda % 2,9 ve
2008 yilinda % 3,0 oraunda gortlir. CID olgularin 2005 yilinda % 5,1; 2006 yilinda %
5,1; 2007 yilinda % 4,9 ve 2008 yilinda % 5,3 oldugu belirtilmistir (4-31-44-45).

Tuarkiye genelinde, 2005 ve 2006 yillarinda en az 3 ilaca direncli suslarin oran: yeni
olgularda % 2,5-% 2,4, tedavi gbérmus olgularda % 13,3-% 13,3; tim olgularda ise % 4-%
4,1 bulunmustur (11).

Diger arastirmalar incelendiginde, Ulkemizde ilag direnci oranlarinin ¢ok yuksek
olmadig1 gortlmektedir. Bununla birlikte ilag direnci uzun yillar devam etmektedir. Ilag
direnci hem tedavi rgiminin olusturuimasinda hem de tek tek hastalarin tedavilerinin
planlanip yuritilmesinde dikkate al inmast gerekliligi vardir (11).

Ulkemizde ilag direnci ileilgili bir tarama yapilmamustir. Var olan verilere gore her
yil 250 civarinda CID-TB hastas saptanmakta ve tedaviye alinmaktacir. Bagisiklig
baskilanmis hastalar icin bir kayit yoktur (46).
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Tablo 5. ilag duyarlilik testi (IDT). Calisilan hastalarda olgu tammina gore her bir TB ilac

icin toplam diren¢ sonuclari*, 2005-2008(4)

2005%* 2006 2007 2008
Direncli Direncli Direncli Direncli
s an% " an % yi Oran % s Oran %
Yeni Hastalar (n=3.237) (n=4.135) (n=4.142) (n=4.221)
INH 291 9,0 444 10 492 11,9 479 11,3
RIF 144 4.4 185 4,5 202 4,9 166 39
EMB* 97 3,0 147 3,6 115 2,8 143 34
SM* 227 7,0 348 8,4 296 7,1 275 6,5
CiD 101 31 131 3,2 120 29 125 3,0
Tedavi gormiis hastalar (n=508) (n=711) (n=7175) (n=742)
INH 139 274 169 23,8 214 27,6 207 27,9
RIF 107 21,1 141 19,8 145 18,7 162 21,8
EMB* 51 10,0 94 13,2 64 8,3 71 9,6
SM* 77 15,2 121 17,0 107 13,8 96 12,9
CiD 90 17,7 118 16,6 120 15,5 138 18,6
Tiim hastalar (n=3.745) (n=4.846) (n=4.917) (n=4.963)
INH 430 11,5 613 12,6 706 14,4 686 13,8
RIF 251 6,7 326 6,7 347 7,1 328 6,6
EMB* 148 4,0 241 50 179 3,6 214 4,3
SM* 304 8,1 469 9,7 403 8,2 371 75
CiD 191 51 249 51 240 4,9 263 53

*Her bir ilag icin toplam direncli hasta sayisi belirlenirken, diger ilaglara direngli ya da duyarli olmasi

dikkate alinmamigtir.

** 2005 yilinda EMB icin 3 yeni, 1 tedavi gérmiis; SM icin 1 yeni, 1 tedavi gérmiis hastarun IDT sonucu
bulunmamaktadir. 2006 yil1 icin 2 yeni hastada EMB, 1 yeni 1 niiks hastada SM icin IDT sonucu yoktur

4).
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Tablo 6. ilag Duyarhlik Testi (IDT) Calisilan hastalarda olgu tanimina gore tekli ve goklu
ilag direnci dagilimlari, 2008(4)

Yeni hasta Tedavi gormiis Tiim hastalarda (n=
(n=4.201%%) (n=730%%) 4.931%%)

Say1 Oran Say1 Oran Say1 Oran
DUYARLI 3.509 83,5 482 66,0 3.991 80,9
DIRENCLI 692 16,5 248 34,0 940 19,1
INH direncli 261 6,2 47 6.4 308 6,2
RIF direngli 27 0,6 20 2,7 47 1,0
SM direncli 137 33 19 2,6 156 3.2
EMB direncli 39 0,9 7 1,0 46 0,9
TOPLAM TEK iLAC 464 11,0 93 12,7 557 11,3
INH+RIF direngli 47 11 59 81 106 21
INH+SM direncli 53 1,3 11 15 64 1,3
INH+EMB direncli 24 0,6 6 0,8 30 0,6
RIF+SM direncli 4 0,1 2 0,3 6 0,1
RIF+EMB direncli 7 0,2 1 0,1 8 0,2
EMB+SM direncli 4 0,1 0 4 0,1
TOPLAM IiKi iLAC 139 3,4 79 10,8 218 4,4
INH+RIF+SM direngli 20 0,5 24 34 44 0,9
INH+RIF+EM direncli 16 04 14 19 30 0,6
INH+SM+EMB direngli 13 0,3 4 0,5 17 0,3
RIF+SM+EMB direncli 2 0,05 0 - 2 0,1
TOPLAM UC iLAC 51 1,2 42 5.8 93 1,9
INH+RIF+SM+ EMB direncli 38 0,9 34 4,7 72 1,5

Dort ilag icin de duyarhilik testi yapilmus olup, hastalarin direncli oldugu ilag ya dailaglar disinda kalan diger

ilaglara duyarl: oldugu gosterilmistir.

** DOrt ilag icin de duyarlilik testi yapilan hasta sayisi. Y eni hastalarda 20, daha 6nce tedavi gérmislerde 12,
toplamda 32 hastada dort ilag direncine birden bakilamamas sebebiyle toplamlar tablo 36’ dan farklidir.

2.12. Diinyada Tiiberkiiloz Ila¢ Direnci

Glnimiizde DSO, TB ile ilgili olarak yillik raporlar hazirlanmaktacir. DSO TB
konusunda rehberler hazirlamis, tedaviler igin teknik ve ekonomik destek saglamus, ilag
temini sistemi kurmustur. Aynca diinya genelinde bircok Ulkeyi kapsayan dort ayri direng
surveyans calismast yapilmstir. Bu ¢alismalarda laboratuvar kurmus ve bunlar bir kalite
kontrol sistemi yUritmeye baslamislardir. Kalite kontroltnde bir susun belli bir ilaca

direncli oldugu karar1, laboratuvarlarin cogunlugunun gorisu ile belirlenmektedir.
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1997, 2000, 2004 ve 2008 yillarinda dinyada ilag direncini gosteren dort rapor

yayinlanmistir (9). 1997’ de 35; 2000’ de 58; 2004’ te 77 ve 2008 de 93 Ulke ya da bdlgede

yapilmis ilag direnc testi sonuglari yer amaktadir. 2008 raporunda 81 Ulkeden 93

bolgedeki 91.577 hastanuin IDT sorunu vardir. 1994-2007 donemini kapsan dort rapor, 116

Ulkeden 138 bolgede yapilmistir. Dinya nifusunun % 48'ini, TB olgularimin % 46’ sini,
tedavi gbrmus TB hastalarinin % 39’ unu ve tlkelerin % 55'ini temsil etmektedir(8).

Tablo 7. Kiresel ilag direnci sirveyansinda 1994-2007 arasinda ¢alisma yapilan tlkelerde
INH, RIF, SM, EMB, ilaglar1 igin agirl ikl ortalamailag direnci (8).

Yeni Olgu Tedavi gormiis olgu Tiim olgular
Ulkeler 105 94 114
Yerler 127 109 138
INH direnci 103 217 133
(84-12,1) (18,7-36,7) (10,9-15,9)
RIF direnci 37 Lo 03
(2,8-4,5) (11,1-23,9) (4,7-7,8)
SM direnci 10,9 20,1 12,6
(8,0-13,7) (12,2-28,8) (9,3-16,0)
EMB direnci 2 103 39
(1,7-3,2) (5,0-15,6) (2,6-5,2)
Herhangi bir ilaca diren¢ 17.0 350 39
(13,6) (24,1-45,8) (16,1-23,9)
cip 29 15,3 5,3
(2,2-3,6) (9,6-21,0) (3,9-6,6)

2008 DSO raporuna gore tahmini CID-TB vaka sayis1 500.000, saptanan CID-TB
23.353'tur. Bunun yarisndan fazlast Avrupa da gorulmistar.

YUksek olgu yukt olan 22 Ulke, dinyadaki TB hastaanimn % 80'ini
barindirmaktachr. DSO bu Ulkeleri 6zel olarak ele almakta ve epidemiyoloji, altyaps, insan
kaynaklari, bitce agisindan TB kontrolt her biri icin tek tek degerlendirilmektedir (47). Bu
22 ulkeden Nijerya, Banglades, Pakistan ve Afganistan ile ilgili IDT sirveyans verisi
yoktur. Hindistan, Rusya Cin, Kenya, Uganda, Kongo DC, Endonezya hakkinda tlkenin
belli bolgelerine ait IDT siirveyans verisi vardir. Tum ulkedeki olgular: kapsayan IDT
verisi ise Guney Afrika, Etiyopya, Filipinler, Vietham, Tanzanya, Brezilya, Tayland,
Mozambik, Myanmar, Zimbabwe ve Kampogya davardir (11).



3.MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Ocak 2007-Ocak 2011 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universites Tip
Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoroloji Laboratuvarinda izole
edilen 46 hastarun klinik 6rneklerinden Uretilen M. tuberculosis complex suslan ¢alismaya
dahil edilmistir. Bu klinik ¢rneklerin SM, INH, ETB ve RIFe karsi duyarliliklar
BACTEC-MGIT 960 yontemi sistemi ile belirlenmistir.

Bir hastaicin sadece bir 6rnekten izole edilen sus calismaya dahil edilmistir. Daha
once tiplendirmesi yapilip saklanan M. tuberculosis complex suslan yeni bir LJ besiyerine

pasajlanmus, U¢ haftaicerisinde Ureyen suslar ¢calismaya dahil edilmistir.

3.2. Antibiyotik Soliisyonlarimn Hazirlanmasi

Antibiyotikler besiyerlerine eklenmeden Once stok konsantrasyonlardan c¢alisma
konsantrasyonlar hazirlanir ve besiyerlerine uygun miktarlarda eklenir. Bir mikobakterinin
belirli bir antitiberkiloz ilaca duyarli ya da direncli oldugunu belirlemek icin o ilacin
kritik konsantrasyonunu bilmek gerekir. Mutant suslarin Uremesini etkilemeksizin tim
yabani suslarin tremesini inhibe eden ilag miktar: olarak tanimlanan kritik konsantrasyon

degerleri uzun ve zahmetli calismalar sonucunda belirlenip standardize edilmektedir.
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Tablo 8. Tuberkiloz tedavisinde kullanlan antitiberkiloz — Ilaglann  kritik
konsantrasyonlan ve kritik proporsiyonlari.
7H10 LJ
Antitiiberkiiloz ila¢ KK (ug/m) KP (%) KK (ug/m) KP (%)
izoniazid (INH) 0.2 1 0.2 1
Rifampisin (RIF) 1.0 1 40 1
Streptomisin (SM) 20 1 4.0 10
Etambutol (EMB) 5.0 1 20 1
Pirazinamid(PZA) 25-50 1 100.0 10
Amikasin (AMK) 40 1 30 1
Kapreomisin (KAP) 10.0 1 40 1
Kanamisin (KAN) 5.0 1 20 10
Etionamid (ETH) 5.0 1 20 10
Sikloserin (CYC) 30.0 1 30 10
Ofloksasin (OFL) 2.0 1 2 1
PAS 20 1 0.5 1
Siprofloksasin (CIP) 2 1 2 1

3.3. Ilach ve ilacsiz Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Uretici firmamn (Merck 1.05400) 6nerilerine uyularak besiyer hazirlanmistir. Balon
jojeicine dehidre besiyeri 37,5 g/600 ml olacak sekilde damitik su iginde ¢ozultr. 600 ml
bazal besiyeri icin 12 ml gliserol ilave edilip, otoklavda 121° C'da 15 dakika sterilize edilir.
Otoklavdan alinan tuz sollisyonu calkalayiciya konulup 50°C’ ye kadar sogumas: saglanur.
25 adet temiz, taze, iri boy yumurta sabunlu su ileiyice fir¢calanarak temizlenir. Yumurtalar
genis bir kap icinde 15 dk. % 70'lik etanolde birakilir. Pamuklu bir kumasla yumurtalarin
dis yuzeyi slinir ve yumurtalar kirilmadan once alkoliin kurumasi beklenir. Sonra
buylkce, agz1 kapatilabilen, steril bir balona steril huni yardim ile kirilarak konur.
Homojen oluncaya kadar kuvvetlice calkalanr. Yumurta sivisi bir mezir icine, iki katl
gazl1 bezden gecirilerek 1000 ml olacak sekilde stizilir. Filtre edilen yumurtalar icinde
hava kabarc g1 kalmayacak sekilde tuz solisyonunun bulundugu balonun yan duvarindan
dokuldr. Karisim hava kabarcigi olusmayacak sekilde hafifce calkalamr. Y lzeyde olusan
hava kabarciklarinin giderilmesi icin 30 dk beklenir. Boylecel600 ml ana LJ besiyeri elde
edilmis olur.
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Ana besiyerden 400 ml amikasin iceren ilacli besiyer igin, 400ml siproflaksasin

iceren besiyer icin ayrilir. Hazirlanacak ilacli besiyerine gére uygun oranm saglayacak
miktarda ilag cozeltileri hazirlamir. Ana besiyerinden ayrilan 400 ml besiyere amikasin
iceren besiyer hazirlamak icin 30 pg/ml olacak sekilde amikasin ilave edilir. Ana
besiyerinden ayrilan 400 ml besiyere siproflaksasin iceren besiyer hazirlamak icin 2 pg/ml
olacak sekilde siproflaksasin ilave edilir. Boylece istenen konsantrasyonda antibiyotik

iceren besiyer hazirlanmis olur. Kalan 800ml besiyer kontrol icin kullanlir.

1600 ml Anabesiyeri

/N

|

800 ml Kontrol 400 ml AMK 400 ml CIP

Sekil 3. Anabesiyeri veilagli besiyerler.

Uzerleri etiketlenmis steril vidal tiplere 6-7 ml kadar hava kabarcig: kal mayacak
sekilde yan duvardan dokalir. TUpler yar1 yatik pozisyonda sporlara yerlestirilirler. Eger
hava kabarcigi gozlenirse hava kabarciklar1 kaybolana kadar tupler hafifce sallanir. Tapler
koagulatorde 78-80°C de 1 saat (veya 85°C'de 45 dk) koagule edilir. Koagilasyondan
sonra 18-24 saat 37°C’ de sterilite kontrolt yapilir. Buzdolabinda 2—8°C’ de dik olarak bir
ay saklanabilir (10-19-48-49).
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Sekil 4. Uzerleri etiketlenmis vidal1 tuplere dokulmis kontrol, AMK ve CIP iceren

besiyerler.
3.4. inokulum Hazirlanmasi

Agar proporsiyon yonteminde standart bir inokulumun hazirlanmasi 6nemlidir. Bu
ylzden calismada LJ besiyerinde Uretilmis ve 3-5 haftaliktan daha eski olmayan koloniler
kullanlir. Her bir Klinik 6rnek icin biri ana bakteri slispansiyon tupu, diger ikisi dillsyon
tipleri olmak Uzere 3 adet tlp (50 ml’lik, konik tabanli, burgu kapakl:, polipropilen yapida
tup) amur. Tlplerin Gzerine protokol numaras: yazilir. Birinci tlplere ana stspansiyon,
ikinci tiiplere 102 ve Uiclincl tiiplere 10 yazilir. Birinci tiipe 8-10 adet 3-5 mm capl steril
cam boncuk ve 3-5 ml steril distile su konur. Diger 2 Falcon tipun her birine sadece 9,9 ml
steril distile su konur. LJ besiyerinde tUremis kolonilerden, bir 6ze yardimiyla, besiyerden
amamaya dikkat ederek bol miktarda kazinarak aliir. Ana stspansiyon tlpine
aktanldiktan sonra tupin kapag: sikica kapatilir. Tlp en az 2 dk (2-5 dk) vortekslenir.
Buyuk partikdllerin dibe gokmesini saglamak igin 20-30 dk oda sicakliginda bekletilir. 20-
30 dk. bekletilen bakteri slispansiyonunun Ustteki sivisi baska bir tlpe aktarilip Uzerine
distile su eklenerek bulanikligt McFarland No:1 standardina esitlenir. Vortekslendikten
sonra 100 pl alinp 102 diltsyon tUpune aktarilir. 107 diltisyonda bakteri stispansiyonu
elde edilir. 107 diltisyon tiipli en az 30 sn vortekslendikten sonra, tiipten 100 pl bakteri
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siispansiyonu alip 10 dillisyon tupiine aktarilir. 10* diliisyonda bakteri siispansiyonu
elde edilir (19-50).

Stipernatant 100 ul 100 ul

9.9ml steril
listile su

2 -4
L-J Besiyerinde Ana diltisyon McFarland No:17e 10 10
ayarlanmug bakteri
tiretilmis basil tiipi sligpasyonu

Sekil 5. DilUsyonlarin hazirlanmasi
3.5. inokulasyon ve Inkiibasyon

1072 diliisyon tipunden 102 kontrol tiiplerine ekim yapilir. Ayrica 102 diliisyon
tupunden amikasinli besiyer tipine ve siproflaksasinli besiyeri tipine 200'er pl
hacimlerde ekim yapulir. 10 dilUsyon tipl en az 30 sn vortekslenir. Buradan 10 kontrol
tuplerine 200 pl hacimlerde ekim yapilir. Ekimlere en distk dilusyondan baslanarak
yapilmalidir. Ayni klinik orneklere ait tim seri ekimler aym pipet ile ve aynt miktarda
yapilmalidir. Aks takdirde degerlendirme hatalar1 ortaya gikabilir. Ekimler bittikten sonra,
ekilen svilarin besiyeri ylzeylerine tamamen yayilmas: saglamir. Ekilen besiyerleri
37°C'lik etiive, besiyeri yuzeyleri yere paralel, yatik sekilde yerlestirilir. inkiibasyon siiresi
28-40 gundur (19).

Kontaminasyon yoniinden inceleme icin 10 ve 10 diliisyon tiiplerinden kanl
agar petri kutulan ikiye aynlarak 200 pl hacimlerde ekim yapilir.
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3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Inkiibasyonun ilk 7 ginii kontaminant bakteri varhg yoninden kanli agarda
incelenir. Kontaminasyon saptanirsa, test tekrar edilir. Antibiyotiksiz kontrol tipleri U¢
hafta boyunca her haftaincelenir.

3-4 haftalik inklbasyon sonunda 10?’lik kontrol tUpUnde 100 koloniden fazla ya da
10™1uk kontrol tipiinde 50 koloniden fazla Ureme oldugunda tim tipler okunur. ilk
okumada hassas oldugu hesaplanan suslar 6. haftada tekrar okunarak degerlendirmeye
alinir ve sonug rapor edilir. iki farkli konsantrasyonda bakteri siispansiyonundan ekim
yapilmasindaki amag, sayilabilecek sayida koloni elde etmek ve boylece kontrol ile ilagl
besiyerlerindeki Uremeyi kiyaslayabilmektir. Kontrol ve ilagli besiyerlerindeki koloniler
sayilir ve not edilir. Ilagli besiyerlerinde tireyen koloni sayisinin, KK -KP tablosuna gore,
Uremesineizin verilen sinir icinde mi, yoksa snirin tzerinde mi oldugu kontrol edilir. Oran

% 1'in atindaise duyarli, Uzerinde ise direncli olarak rapor edilir.

Ilach b&lmedeki koloni sayis1 x 100

Di O Up) =
ireng Orani(%) Kontrol b6lmesindeki koloni sayis1

Eger 102 diliisyon ekim yapilmis kontrol bdlmesinde sayilamayacak kadar koloni
varsa (+3,+4) ve 10 diltisyon ekim yapilmis kontrol bélmesinde 50’ den az koloni varsa,
10* diliisyon ekim yapilmis kontrol bélmesindeki koloni sayis 100'le carpihp 1072
dilisyon ekim yapilmis kontrol bdlmesindeki koloni sayisi hesaplanabilir. Tum kontrol
bélmelerinde koloni sayimimin 4+ oldugu diltsyonlar dikkatle degerlendirilmelidir. Bu
durumda mikroorganizma tim antibiyotiklere duyarl: ise, sonucu bildirilir, herhangi bir
antibiyotige direng s6z konusu ise, yogun bir inokulum kullamlimig olabilir, test tekrar
edilir (51-19).

3.7. Gerekli Malzeme ve Techizat
Biyolojik glvenlik kabini simf 1l (AESLaboratoire , Fransa)

Vorteks (IKA Laboratory Equipment, USA)
Pastor Firimi (NOve, Turkiye)

A 0w DN PRE

36 £ 1° C inkUbator (Heraeus, Almanya)



23.
24,

25

Bactec MIGT 960 (Becton, Dickinson and Company, USA)
Calkalayict (NlUve, Turkiye)
Amikasin (Amikozit 500mg, Zentiva SaglikUrtnleri, Tirkiye)
Siprofloksasin (Ciproxin 200, Bayer HealthCare AG, Almanya)
LJ besiyeri (Merck USA)

. Yumurta

. Gliserol

. Steril distilesu

. 1 adet 2 It erlenmeyer

.1 adet 11t erlenmeyer

. 6 adet 500 ml’lik balon, 2 adet 1 It’lik balon, 100 ml’lik balonlar

. Instilin enjektor

. 3 adet 500 ml’lik 6lgekli mezdr.

. 1 adet 1000 ml’lik 6lgekli mezr.

. L-Jtapleri

. Steril 6ze

. 1.0 Mc Farland bulaniklik standard: tip

.1,5 ve 10 mlI’'lik steril serolojik pipet ve pipet pompast veya ayarlanabilir
otomatik pipet ve steril uglar
Maske
Eldiven steril

. Huni- Tulbent (gazl1 bez) steril.



4. BULGULAR

Ocak 2007-Ocak 2011 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitess Tip
Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoroloji Laboratuvarinda izole
edilen 46 hastanin klinik drneklerinden Uretilen M. tuberculosis complex suslan ¢alismaya
dahil edilmistir. Bu klinik 6rneklerin SM, INH, ETB ve RIFe karsi duyarliliklar
BACTEC-MGIT 960 sistemi ile belirlenmistir.

Sekil 6. BACTEC-MGIT 960
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Tablo 9. Calismada kullamlan suslanin primer antitUberkiloz ilaglara karsi direng

durumlar
Sira No Calisma No SM INH RIF ETB
1 D3 H D D H
2 D15 H D H H
3 D101 H D D D
4 D102 D D H H
5 D41 D H H H
6 D43 D D H H
7 D44 D D H H
8 D45 D H H H
9 D46 H D H H
10 D47 D H H H
11 D48 H D H H
12 D50 D D D D
13 D51 H D H H
14 D53 H D H H
15 D54 D D H D
16 D57 D H H H
17 D58 D D H H
18 D59 H D H H
19 D60 H D H H
20 D61l D D H H
21 D63 D D H H
22 D64 D D H H
23 D65 H D H H
24 D66 H D H H

SM: Streptomisin INH: izoniazid RIF: Rifampisin ETB: Etambutol H: Hassas D: Direngli

Sekil 7. Calismaya al inan suslarn direng ylzdeleri.
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Grafikte de goruldigl gibi LJ kdltirinde Ureme saptanan 46 olgunun 24’0
antittberkiloz ilaclara kars1 direncli, 22's antitlberkiloz ilaglara hassastir. Calismaya
alinan suslarin tek ilaca direng durumu INH igin 9 ( % 19,56), STR icin 4 (% 8,69); iki
ilaca diren¢ durumu INH+RIF 1 (% 2,17), INH+STR 7 (% 15,22); Uc¢ ilaca direnci
INH+RIF+ETB 1 (% 2,17), INH+ ETB + STR 1 (% 2,17); dort ilaca
diren¢(INH+RIF+STR+ETB) 1 (% 2,17)'dir. Toplam INH direnci 18 (% 39,13), toplam
RIF direnci 3 (%6,52), toplam SM direnci 3 (%6,62) ve toplam ETB 13 (% 28,26)’ dir.

INH+ ETB +
STR

INH+RIF+ETB 2,17%

2,17%

Dort ilaca direng

INH+RIF
2,17%

Sekil 8. Calismaya alinan suslarin primer antitiberkiloz ilaglara kars: direng yuzdeleri

“Inokilosyonlar: yapilan tipler Gc¢ hafta boyunca her hafta incelendi. 102, 10*
kontrol tuplerinde Uremeler kontrol edildi. inkibasyon sonunda tiiplerdeki koloniler
sayildi. Sonuglar kaydedildi.

“Direng Oram % = ilagh tupteki koloni sayis x 100/Kontrol tipundeki koloni
say1s” formull dikkate alinarak direncli suslar belirlendi. Karsilastirmalar ayrni diltsyonlar
arasinda yapildi. Direng oram %1’ den blylk ve esit olanlar direncli; diren¢ oram %1’ den

kucuk olanlar ise hassas kabul edildi.
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Tablo 10. Agar plaklarindaki mikobakteri kolonilerinin treme yonunden

kantitasyonu.
Koloni Sayis1 Kantitasyon
0-50 Gercek koloni say1s
50-100 1+
100-200 2+
200-500 3+
>500 4+

Sekil 9. Srrasiyla 102, 10®, CIP ve AMK tuplerinde M. tuberculosis suslannda

ureme.

Resimde 102 ve 10“ kontrol tuplerinde Ureme vardir. Ayni zamanda siprofloksasin
iceren tiipte Ureme gorillmektedir. Siprofloksasin igeren tilpteki tireme 102 kontrol tipii ile
orantilanciginda oranin 1'den biydk oldugu gordlmektedir. Bu sus siprofloksasine
direnclidir. Amikasin bulunan tipte treme olmamustir. Bu sus amikasine hassastir.

Calismaya alinan 46 M. tuberculosis complex susuna antitiiberkiloz ilaglara karsi
direngc durumlann tabloda gosterilmistir. Suslann hicbirinde amikasine karsi direng

saptanmamustir.  Klinik orneklerden izole edilen 46 sustan 42 (% 91,3)'sinde
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siprofloksasine karsi direng belirlenememistir. 4 (% 8,7) susta siprofloksasine direng
saptanmustir. Siprofloksasin direnci saptanan dort susun ikisi tim primer antitiberkiloz
ilaglara karst hassas, bir sus yanizca streptomisine direncli, bir sussa tim primer

antittberkiloz ilaglara direnclidir.

Tablo 11. 46 M.tuberculosis susunda antitiberkiloz ilaclara direnc.

Primer antitiberkiloz ilag direnci n (%) AMK (30ug/ml) direnci CIP (2ug/mil)direnci
Dort ilaca duyarh 22(47,83) 0 2(4,35)
Tek ilacadireng

INH 9 0 0
STR 4 0 1(2,17)
Toplam 13(28,26) 0 0
iki ilacadireng

INH+RIF 1 0 0
INH+STR 7 0 0
Toplam 8(17,39) 0 0
Ucilacadireng

INH+RIF+ETB 1 0 0
INH+ ETB + STR 1 0 0
Toplam 2(4,35) 0 0
Dért ilacadireng 1(2,17) 0 1(2,17)
Toplam direngli sus 24(52,17) 0 4(8,7)

AMK: Amikasin CIP: Siprofloksasin SM: Streptomisin RIF: Rifampisin ETB: Etambutol INH: izoniazid

Tablo 12. M.tuberculosis suglarinda toplam primer antittberkiloz ilaglara direngleri.

n (%) AMK (30ug/ml) direnci CIP (2ug/ml) direnci
Toplam INH direnci 18(39,13) 0 1
Toplam RIF direnci 3(6,52) 0 1
Toplam STR direnci 3(6,52) 0 2
Toplam ETB direnci 13(28,26) 0 1

AMK: Amikasin CIP: Siprofloksasin SM: Streptomisin RIF: Rifampisin ETB: Etambutol INH:  izoniazid



5. TARTISMA

M. tuberculosis complex suslarinda primer ilag duyarlilik testleri yapilmakta ve
tedavi regiimleri buna gore planlanmaktadir. Hastamin tedaviye uyumsuzlugu, primer
ilaglann ciddi yan etkileri gorildiginde ve CID-TB’da yamzca primer ilag direncinin
bilinmesi tedavinin yonlendirilmes icin yeterli olmayacaktir. Bu durumlarda tedaviye
sekonder ilaglarin eklenmesi dustnulir. Ancak bu ilaglara direng olusmus olabilir.
Tedavide bu ilaglarin kullaniimast icin sekonder ilag testleri yapilmali ve uygun olan ilag
tedaviye eklenmelidir. Bununla birlikte bu ilaglarin yan etkileri daha fazla, tedavi streleri
daha uzun ve daha pahalidir (52).

DSO sekonder ilag duyarlilik testlerinin guvenilir olmast igin primer ilag direng
testlerini uygulayan, deneyimli ve yeterliligi olan laboratuvarlar tarafindan yapilmasm
onermektedir (52). Uglincii basamak bir tiniversite hastanesinde bulunan laboratuvari mizda
primer antitiberkiloz ilag duyarlihik testleri yapilmaktadir. Ayrica gcalismamizda DSO
Onerileri dogrultusunda L-J besiyeri ve proporsiyon yontemi kullamilmistir (52). Primer
ilag direncleri MGIT 960 ile belirlenen M. tuberculosis complex suslarimn L-J besiyerinde
uremeleri icin 3-4 hafta beklenmektedir. 3-4 haftada Uremeyen suslar calismaya
alinmamaktadir. Sekonder ilag direncinin belirlenmes icin 3-4 hafta bir sire
gerekmektedir. Olgunun laboratuvara gelmesi, homojenizasyon ve dekontaminasyon
primer ilag direncinin belirlenmes icin gegen sireyle birlikte sekonder ilag direncinin
belirlenmesi 10-13 haftalik bir stireci kapsamaktadir. Bu siire oldukga uzundur. Primer ilag
direnciyle birlikte sekoner ilag direncinin calisiimasyla bu sire kisatlabilir ancak
laboratuvarlarin isi yikini ve maliyeti ciddi 6lclide artiracag: distnilmektedir.

Amikasin yan sentetik bir turevdir. Amikasine diren¢ % 5 atinda oldugu
belirtilmektedir. Mersin bolgesinde Gonul Aslan ve arkadaslarimin yaptign ¢alismada
amikasin direncini % 2,2 olarak bildirilmistir (53). Bizim yaptigimiz ¢al ismada amikasne
direncli sus bulunamamistir. 2003 yilinda Edirne’de Otkun ve arkadaglarimin yaptigi
calismada en etkili sekonder ilag amikasin olarak belirtilmistir. Amikasine direnc
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bulunmamustir (54). Bu durum calismamizla ortismektedir. Bizim ¢alismamizda da en
etkili sekonder antitlberkiloz amikasindir. Amikasine direncli sus bulunmamistir.

Florokinolon grubu ilaglardan olan siprofloksasin DNA-giraz enzimini inhibe
ederek DNA’nin slipersarmal yapisni bozar, replikasyonunu engeller ve bakteri 6lumu
gerceklesir. Siprofloksasinin Uriner ve solunum yolu enfeksiyonlarinda son yillarda siklikla
kullamimaktadir.  Siprofloksasine direncli  suslarin ¢ogunun  CID-MT  oldugu
belirtilmektedir (55). Mersin bolgesinde Gonul Aslan ve arkadaslarimin yaptigi ¢calismada
siprofloksasin direnci %1,1 olarak belirtilmistir. Bu ¢alismada siprofloksasine direngli tek
susun tom primer antitlberkdloz ilaclara duyarl: oldugu belirtilmistir. Bizim yaptiginmz
calismada siprofloksasine direngli dort sustan ikisi tim primer antitiberkiloz ilaglara
duyarl: biri dért primer antitiberkiiloz ilaca da direncli ve biri streptomisine direnclidir.
Dort primer antittberkiloz ilaca direncli susun siprofloksasine direncgli olmasi, amikasine
duyarl: olmas anlamlidhr.

Balabanova ve arkadaslan Rusya Samara da yapmus olduklar calismada 69 CIDTB
izolatinin ikinci kusak antitiiberkiloz ilaglara duyarliliklarin arastirmis, amikasin direncini
5 (% 7,2) ve dgprofloksasin direncini 3 (% 4,3) izolatta belirlemislerdir. Bizim
calismamizda siprofloksasin direnci 4 (% 8.70) olarak belirlenmistir.

Hindistan’da Muralidhar ve Srivastava 75 Klinik izolatin primer antitberkiloz
ilaglara ve siprofloksasine duyarliligim iki farkli proporsiyon metodu (LJ ve
Middlebrook7H11 agar) ve E test metodu ile karsilastirmuglar, (¢ metodla 3 izolatta (% 4),
LJ propordgyon metodu ile 5 izolatta (% 6,7) direng saptamislarchr.

Avkan Oguz ve arkadaslar1 streptomisin icin % 68,7, kanamisin icin % 9,3,
kapreomisin icin % 12,5; Tansel ve arkadaslari CIDTB suslarinda amikasin igin % 21,
kapreomisinicin % 52, siprofloksasin icin % 16 direng bildirmislerdir (53).

Tablo 13. Y apilan ¢alismalarda amikasin direnci (56).

Sus sayisi MIC (pg/ml) Direncli sus orani (%)
Gangadharam 20 6,6 0
Seyfikli 200 8 15,5
Aysev 49 6 20,4

Okten 100 8 3
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CID-TB olgularinin  tedavisinde basar1 oranlarmin gok distk  oldugu
belirtilmektedir. Tahaoglu ve arkadaslariin galismasinda CID-TB basart oram % 77
olarak bildirilmistir. Antitiiberkiloz duyarhlik testleri CID-TB olgularmn tedavisinde
uygulanan DGTS nin en 6nemli kriteridir (53).

M. tuberculosis complex suslarimizin % 52’0 bir ya da birden fazla ilaca direncli
sslar, % 6,52'si CID olan suslardan olusmasina ragmen, CID olan izolatlarimizin tima
amikasin duyarl1 olarak tespit edilmistir. CID suslardan birinde siprofloksasine direng
belirlenmistir. Bu suslarin hi¢ birinde amikasine direng belirlenememesini bolgemiz
agisandan avantaj oldugunu distinmekteyiz. Ulkemizde yapilan diger direnclilik testleriyle
bizim ¢alismarmizin sonuglarint uyumludur.

TB tedavisinde, ilag direncinin giderek artmas tedavi basarisinin  Onindeki
engellerden biridir. TB tedavisinin duzenli, yeterli yaplmadiginda ve tedavi
edilemediginde, TB hastadaimin  6nemli  bir  b6lUmUnin  direncgli  basillerle
bulastiriciliklarint stirdiirmekte olduklarinin bir gostergesi olabilir. Bu nedenle bu olgularin
tespiti ve tedavisi icin duyarlilik testlerine daha fazla 6nem verilmelidir. Direngli olgularda
kullanilacak antibiyotik tercihleri igin duyarlilik testleri 6nemlidir.

Ilimizde ve Ulkemizde direncli olgularin varligi bilinmekte ve yiksek oranlarda
oldugu gorulmektedir. Antitiberkiloz ila¢ direncinde Ulkeler ve hatta bolgeler arasinda
farkliliklar saptanabilmektedir. TB tani, takip ve tedavisinde her Ulke kendi direng
Ozellikleri gozden gecirerek guncel epidemiyolojik verilerle tedavi protokollerini
yenilemesi gerekmektedir. Coklu ilag direnci bulunan olgular icin sekonder ilag

duyarliligin bilinmesi tedavinin yonlendirilmesinde 6nemli avantaj saglayacaktir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda el de ettigimiz sonuclar su sekilde siralayabiliriz.

1.

Calismaya alinan 46 susun 24’ U herhangi bir primer antitiberkiloz ilaca karsi

direncli; 22'si primer antitiberkiloz ilaglara karsi hassastir.

2. Caligsmaya alinan suslarin hicbirinde amikasine direng saptanmamustir.

Calismaya alinan suglarin 4’ tinde siprofloksasine direng belirlenmistir. Bunlarin
ikisi primer antitUberkiloz ilaglara hassas sus, biri dort primer antitlberkiloz
ilacadadirencli sus ve biri streptomisine direncli olan suslardr.

Ulkemizde yapilan diger calismalarla karsilastirilchginda sonuglar genel olarak
uyumlu bulunmustur.

DOTS-Plus stratejisi uygulamas: ve tedavi basarismn artirilmas icin CID-TB
tedavisinde sekonder ilagc direncinin bilinmesinin bu hastalarin tedavi
yonlendirmede gereklidir. Ulkemizde sekonder ilag direncini belirlemek icin
bolgesal calismalarin disinda daha kapsamli bir cal isma yapilabilir.

Direng oranlarindaki artisin dnlenebilmes ve sekonder ilag direncini daha kisa
strede belirlemek icin glvenilir, ucuz ve kisa stirede sonug verecek testler rutin
olarak uygulanabilir.

Ulke genedlinde sekonder antitliberkiiloz ilag direncinin belirlenmesi icin
tuberkUloz tam, takip ve tedavisinde gorev aan kurum ve hekimlerin ishbirligi ve

iletisim kurmas: gerekmektedir.



7. OZET

Bu ¢alismanin amaci, Ocak 2007-Ocakt 2011 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitess Tip Fakiitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji
Laboratuvarinda izole edilen M. tuberculosis complex suslarinda amikasin ve
siprofloksasine diren¢ oranlarimin belirlenmesidir. Primer antitlberkiloz ilaglarin timine
duyarli (22) ve bir ya da daha fazlasina direncli (24) M. tuberculosis izolatlarimn
amikasine ve siprofloksasine in-vitro duyarliliklari agar proporsiyon yontemi ile
belirlenmistir. Siprofloksasin igin diren¢ oram % 8,7 bulunmus, amikasine direncli sus
belirlenememistir. CID-TB suslarinin olusturdugu enfeksiyonlarn tedavisinde sekonder
ilag direncinin bilinmes CID-TB hastalarin tedavi protokollerinin planlanmasi, tedavi

basarisinin artinlmasi icgin bir zorunluluk oldugunu distndl mastar.

Anahtar Sozciikler: Mycobacterium tuberculosis complex; direng; amikasin,

siprofloksasin
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8. ABSTRACT

Investigation the Resistance of Mycobacterium tuberculosis complex Strains Isolated
from Clinical Specimens Against Secondary Antituberculosis Drugs by using Agar
Proportion Method.

The aim of this study was to investigate ciprofloxacin and amikacin resistance rates
of M. tuberculosis complex strains isolated from clinical specimens in the
Mycobacteriology Laboraories of Karadeniz Technical University Hospital between
January 2007 January 2010. In vitro susceptibility for amikacin and ciprofloxacin of 22 M.
tuberculosis 1solates susceptible to all primary antituberculosis drugs and of 24 isolates
resistant to one or more primary antituberculosis drugs was determined by agar proportion
method. The rates of resistance to ciprofloxacin was found to be 8,7 %, amikacin-resistant
strains could not be identified. Asit isimportant to know the resistance rates to secondary
drugs for the trestment of MDR-TB, for planning of trestment protocols of MDR-TB

patients, improving treatment success.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis complex; resistance; amikacin; ciprofloxacin.
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