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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KOMPLEKS
IZOLATLARINDA CESITLI DUYARLILIK YONTEMLERININ
KARSILASTIRILMASI

OZET

Mycobacterium tuberculosis giincel tant ve tedavisine ragmen hala 6nemli bir
mortalite ve morbidite nedenidir. Hastalarin tedaviye uyumsuzlugu ve etkili olmayan
ilag kombinasyonlar1 giderek artan ila¢ direncine yol agmaktadir. Bu g¢alismada
bolgemizdeki Mycobacterium tuberculosis kompleks izolatlarinin ¢esitli yontemlerle
duyarlilig1 ¢alisilarak hem izolatlarin duyarlilik paterninin ortaya konmasi hem de

yontemlerin karsilastirilmasi amaclandi.

Caligmaya alinan 33 pulmoner ve ekstra pulmoner klinik 6rnekten izole edilen
mikobakteriler,  konvansiyonel yontemler, NAP testine ek olarak kimyasal
yontemlerle M. tuberculosis kompleks olarak tanimlandi. Bu izolatlarin streptomisin
(STR), izoniazid (INH), rifampisin (RIF), etambiitole (ETM) duyarliliklari
Middlebrook 7H10 besiyeri ile agar orantilama (AO); BACTEC 460TB ve MGIT
960 ve Etest yontemleri ile ¢alisildi. Standart yontemler i¢in CLSI 1n 6nerdigi kritik
ilag konsantrasyonlar1 kullanildi. MGIT igin iretici firmanin 6nerdigi miktarlar
kullanildi. Standart testlerin kritik ila¢ konsantrasyonlar1 Etest sinir degerleri olarak

kabul edildi.

Standart ydntemle iki izolat INH ve RiF’e direngli bulunurken diger izolatlar tiim
ilaglara duyarliydi. Tiim antibiyotikler icin AO ve BACTEC arasinda % 100 uyum
bulundu. MGIT yontemi ile STR i¢in bir sus AO yontemine gore yanlis direngli
bulundu. Etest yontemiyle kiifle kontaminasyon nedeniyle ancak 15 izolattan sonug
alindi. INH ve RIF igin Etestin AO ile uyumu % 98 iken STR ve ETM icin % 100

uyum bulundu.

Agar orantilama yontemi uzun zaman almasi ve ugrastirict olmasina ragmen arada
kalan test sonuglarini ¢dzmekte kullanilmalidir. BACTEC 460TB standart sonug
verdigi icin referans laboratuvara dogrulama i¢in sus génderemeyen laboratuvarlarda

tercih edilebilir. MGIT 960 sistemi ¢ok Ornek calisan, standart suslarla uyumsuz



sonuglar1  kontrol edebilen laboratuvarlara wuyabilecek bir sistem olarak
goriinmektedir. Ancak kontaminasyon riski fazladir. Etest ise az Ornek calisan
laboratuvarlarin ilk tercihi olmamali. Maliyeti de diisiinen merkezler i¢in pahali gibi

gorlinen ancak tek seferde sonug verecek sistemlerin kullanilmasi gerekmektedir.

X1



COMPARING SUSCEPTIBILITIES OF THE ISOLATES OF
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX BY DIFFERENT
SUSCEPTIBILITY METHODS

ABSTRACT

In spite of current diagnosis and treatment, Mycobacterium tuberculosis is still an
important cause of mortality and morbidity. Uneffective drug combinations and
patient incompliance lead to increasing drug resistance. This study by managing
different susceptibility methods was carried out to determine the susceptibility
patterns of Mycobacterium tuberculosis complex isolates in our region and to

compare the methods.

A total of 33 isolates from pulmonary and extrapulmonary sites were identified as M.
tuberculosis complex by chemical methods if needed as addition of conventional
methods and NAP testing. Antimicrobial susceptibility testing was performed by
agar proportion (AP) on Middlebrook 7H10 medium, BACTEC 460TB, MGIT 960
and Etest for streptomycin (STR), isoniazide (INH), rifampicin (RIF) and ethambutol
(ETM) wusing recommended critical drug concentrations by CLSI. These critical

concentrations were also accepted as breakpoints in Etest method.

Only two isolates were together resistant to INH and RIF by agar proportion and the
rest of the isolates were all susceptible. The agreement between AP and BACTEC
460 TB was 100 %. By MGIT one isolate was false resistant to STR. Only the
MIC’s of 15 of 33 isolates were determined by Etest due to contamination by mould.

The agreement with AP were 100 % for STR and ETM, and 98% for INH and RIF.

Although the proportion method is difficult and cumbersome, it sould be used to
evaluate discordant results. BACTEC 460TB can be preferred in laboratories which
cannot send discordant isolates to the reference laboratories, as it gives reliable
results. MGIT system is suitable for laboratories having much more contamination

risk. Etest should not be the first choice of laboratories managing few tests. For

Xii



centers taking into the financial problem account, the systems which are able to give

accurant results are needed even if they are expensive.
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1. GIRIS ve AMAC

Tiiberkiiloz basta akciger olmak iizere tlim organ ve sistemleri tutabilen, tanimlanmis
tedavisi olmasina ragmen uygun tedavi edilmediginde hayat1 tehdit eden sekellerle

sonuclanabilen bir hastaliktir.

Gilinlimiizde diinya niifusunun 1/3’iiniin tiiberkiiloz basili ile infekte oldugu tahmin
edilmektedir. Basili tasiyan kisilerin 30 milyonu aktif tiiberkiiloz hastas1 olup,
hastalik her yil yaklasik 3 milyon kisinin 6liimiine neden olmaktadir. Oliim ve
hastaligin goriilme oranmin artist tanm1 koymada gecikme,  etkili tedavinin

planlanmasi1 ve uygulanmasinda basarisizliktan kaynaklanmaktadir (1).

Tiiberkiiloz hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerin 6nemli halk saglig
sorunlarmdandir (2). Diinya saghk orgiitiiniin (DSO) tiiberkiiloz igin onerdigi
standart tedavi rifampisin (RIF), izoniazid (INH), pirazinamid (PZD), streptomisin
(STR) ya da etambiitolden (ETM) olusan ¢ogul ilagla tedavidir. Bu yontem siklikla
Mycobacterium tuberculosis komplekse etkilidir. Ancak yiiksek oranda ilag
direncinin bulundugu durumlarda tedavi etkisiz olmakta ve basar1 orani1 diismektedir.
Bu durumda standart tedavi devam ettirilirse sagaltim oranmi diisiik bulunmakta ve

diren¢ orani artmaktadir (3).

CDC (Centers for Diseases Control and Prevention),

i- Kiiltlirtinde M. tuberculosis kompleks izole edilen her hastaya,

ii- Ug aylik tedaviden sonra yayma ve kiiltiir pozitifligi devam eden ve

iii- Tedaviye klinik yaniti olmayan biitlin hastalara duyarlilik testi yapilmasini



onermektedir (4).

Ayrica direncli tiiberkiiloza sahip bir hastayla temas Oykiisii bulunanlar, Human
immune deficiency virus (HIV) ile infekte olup kaviter lezyonu bulunanlar,
sosyoekonomik diizeyi diisiik insanlar, yiiksek ila¢ direnci bulunan (primer izoniazid
direnci % 4’den fazla) bolgelerde yasayanlar tedaviye baslamadan 6nce mutlaka

direng¢ varlig1 yoniinden incelenmelidir (5).

En az izoniazid ve rifampisine birlikte olmak iizere daha fazla antitiiberkiiloz ilaca
direngli sus ¢ok ilaca direngli (CID) M. tuberculosis susu olarak tanimlanmistir. Bu

durumda standart tedavinin etkinligi % 15-77 ye diismektedir (3).
Duyarliligin zamaninda ve sistematik ortaya konmast;

i-Ilaca direngli suslarin hizli yakalanmasi

11-Hastalarin etkin tedavisi ve

11i-Cok 1ilaca direngli tiiberkiilozun yayiliminin azaltilmasi, uygun halk sagligi

Olclilerini belirlemesi i¢in sarttir.

CDC, klinik 6rnek laboratuvara kabul edildikten sonra ortalama 28 glinde M.
tuberculosis kompleks i¢in duyarlilik testlerinin sonuglanmasini 6nermektedir (4).
Bu amagla biitlin diinyada yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri agar
orantilama yontemi olup, CLSI (Clinical Laboratory Standards of Institute) M24-A
standardinda altin standart olarak kabul edilmektedir (6). Bu yontem zaman alan,
zahmetli, degerlendirmesi uzmanlik gerektiren bir yontemdir. Agar orantilama
yontemi referans yontem olma 6zelligini devam ettirmektedir ancak sadece ilk sira
antitliberkiiloz ajanlar i¢in standardize edilmistir. Sonu¢ almak i¢in de 3 hafta kadar
zaman gerekmektedir. BACTEC 460TB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments,
Sparks, MD) radyometrik yonteminde ise daha hizli sonu¢ alinir ancak radyoizotop
kullanilir. Etest (AB BIODISK, Solna, Sweden) hizli iireyen mikobakteriler icin
hizl1 baska bir duyarlilik yontemi segenegidir (7). MGIT 960 (Becton Dickinson
Diagnostic Instruments, Sparks, MD) floresan kullanan oksijene duyarli bir kiiltiir

sistemidir, radyoizotop kullanilmamasi avantajdir.

Bu ¢alismada; M. tuberculosis kompleks suslarinin tiiberkiiloz tedavisinin dort temel

ilact olan STR, ETM, INH ve RiF’e karsi duyarliligin belirlenmesinde agar



orantilama, BACTEC 460 TB, MGIT 960 ve Etest yontemlerinin karsilastirilmasi ve
bolgemizdeki M. tuberculosis kompleks suslarinin duyarlilik paterninin arastirilmasi

amaglandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. TARIHCE

Tiiberkiiloz yiizyillardir bilinen bir hastaliktir. Almanya’da bulunan ve M.O. 8000
yilina dek uzanan tarih Oncesi insana ait iskelet kalintilarinin hastalik izi tasidigi
bulunmustur. Milattan énce (M. O.) 4000- 2400’li yillarda Misir’da firavunlar
doneminden kalma Thebus bolgesindeki 85 mumyadan alinan organik materyalde

bulundugu ispatlanmis ve spoligotipleme ile sus tayini yapilmistir (8).

Hipokrat M. O. 460’l1 yillarda erime, tilkenme anlamma gelen ‘fitizis® terimini
kullanmistir. Ilk olarak Aristo (M.O. 354-322) bu hastaligin bulasici oldugunu
diisiindiiren bir 6zelliginin farkina varmistir. Romali Celsus M. O. 30-50 yillarinda
tiiberkiil tanimini literatiire gegirmistir. Istirahat, oksiiriigiin kesilmesi, gogiis yakilart
gibi ilk tedavi onerilerini ise M.S. II. ylizyilda yasayan Galen ortaya koymustur.
Vesailus (M.S. 1478) fitizisli hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlar1 bildirmistir.
F. Sylvius ise tiiberkiilozdan o6len hastalarin akcigerlerinde tiiberkiil olarak
adlandirdig1 kiictik sert nodiillerin bulundugunu goéstermistir (9). Pierre Desault
(1675—-1737) ise hastaligin bulasict oldugunu, temel bulastirici unsurun ise balgam
oldugunu belirtmistir. Robert Koch tiiberkiillozdan dlen bir hastanin akcigerindeki
lezyonlarda basili gostermis, bunu kiiltiirde {iretmis ve iiretilen basil ile deney
hayvanlarinda hastalik olusturmustur. Boylece Koch 1882 yilinda Berlin Fizyoloji
Derneginde tiiberkiilozun M. tuberculosis tarafindan olusturuldugunu kanitlamistir.
1910 yilinda Calmette-Guerin M. bovis’i 13 yil siireyle 233 kez pasajlayarak Bacille
Calmette-Guerin (BCG) denen as1 kdkenini elde etmistir (8). Seibert ve Glenn (1939)



ise PPD’yi (Protein Purified Derivative) bulmuslardir. M. tuberculosis’in aslinda
Mycobacterium bovis’ten tiiredigi ve M. bovis’in insanligin hayvanlari evcillestirip
siit igmeye basladig1 donemde hastaliga yol actig1 ve yerlesik yasama gecisle birlikte
hastaligin yayginlastig1 diistiniilmektedir (9).

Onyedinci ve onsekizinci yiizyillarda sanayi devrimi, yoksul, yetersiz beslenen ve
kalabalik barmma kosullarinda yasayan insan sayismin artirarak tiiberkiiloz
salgininin genislemesine neden olmustur. Hastalik onsekizinci ylizyilda Avrupa’yi
tamamen etkisi altina almistir. Avrupalilar tiim diinyaya yayildikga tiiberkiiloz da
yayginlik kazanmistir. Bu doénem diinyada tiiberkiilozdan oliimlerin en yiiksek

diizeyde yasandigi donemdir (9).

Ondokuzuncu  yiizyilin  sonlarina  dogru  tiiberkiiloz  salgini, Osmanlh
Imparatorlugu’nda biiyiikk bir halk saghgl sorunu olmus, Balkan Savaslari ve
1.Diinya Savagi’ndaki yogun yoksulluk kosullarinda Anadolu’ya yayilmaya baslayan
hastalik, 1940’ larin sonunda en yiiksek diizeyine ulasmis ve bu donemde en sik
goriilen 6liim nedeni olmustur. Ulkemizde tiiberkiiloz ile etkin miicadele 1950’ li
yillarda baslatilmistir.  Cikartilan bir yasa ile 1960 yilinda Verem Savas
Dispanserleri kurulmustur. Doksanli yillarla birlikte ‘Gogiis Hastaliklart  ve
Tiiberkiiloz alaninda bilimsel dernek orgilitlenmeleri gerceklesmis ve diizenli,
disiplinli bir sekilde bilimsel caligmalar, mezuniyet sonrasi mesleki egitimler

yapilmaya baglanmistir (10).

Tiiberkiiloz tedavisinde klinik etki saglayan ilk antibiyotik olan STR, 1946°’da New
Jersey ’de bir toprak mikrobiyologu olan Selman Waksman tarafindan kesfedilmistir.
STR’nin kesfi ile tiiberkiiloz tedavisinde kemoterapi dénemi baglamistir. Ayn1 yil
Isvegli bilim adami1 Jorgen Lehman salisilik asidin para-amino tuzunu sentezleyerek
para-amino salisilik asit (PAS)’ in tiiberkiiloz tedavisinde kullanimini saglamis ve bu
iki ilacin kullanima girmesiyle tiiberkiiloz tedavisinde iyi sonuglar alinmaya
baslanmustir (11). INH* 1n antitiiberkiiloz aktivitesinin 1952 yilinda bulunmasiyla
INH, PAS ve STR’ den olusan ii¢lii tedavi dénemi baslamis ve hastalarin % 90-95’i
bu ii¢ ilacin 24 ay siireyle devamli olarak kullanilmasi ile tedavi edilebilir hale
gelmistir (12). Daha sonra 1954 yilinda PZD, 1962 yilinda ETM ve 1966 yilinda RiF

bulunmustur. Ancak her kesfedilen ilagtan 10 ila 20 yil sonra diren¢ sorunu ortaya



ctkmaktadir (9). Ingiliz Tibbi Arastirma Konseyi (British Medikal Research Council)
1950 yilinda PAS ve STR’yi tek tek ve kombine kullanarak ilk karsilastirmals,
randomize klinik ¢alismay1 yapmislar ve kombine tedavinin daha etkili oldugunu ve
bu sekilde ila¢ direnci gelisiminin engellendigini agiklamiglardir (13). 1960°l1
yillarda PAS’ 1n yerini etambiitoliin almasiyla iki 6nemli yarar elde edilmistir; ETM
hem hastalar tarafindan PAS’ tan daha iyi tolere edilebilmis hem de tedavi siiresini
18 aya indirebilmistir (14). Rifampisinin 1970’lerde tedaviye eklenmesi ve bu ilacin
kazedz odaklarda bulunan yar1 dormant basillere etkili oldugunun bulunmasiyla
tedavi stiresi daha da kisalmistir (15). Pirazinamidin tedaviye eklenmesiyle kiiltiir
negatifligine ulagsma siiresi daha da kisalmis ve 6 ayda % 95’in {izerinde kiir oranlar1

elde edilmistir (16).

Giiniimiize kadar gelen diren¢ paterninde 3 evre ayirdedilir. ilk evre STR direnci
donemidir. PAS ve INH’1n tedaviye girmesiyle bunun iistesinden gelinebilmis ancak
bu kez “INH ve STR” direng dénemi gozlenmistir. Bugiin kotii tiiberkiiloz
programlar1 dzellikle RIF’ in denetimsiz kullanimi sonucu sorun ¢6ziimii ¢ok zor bir
noktaya tasinmistir. Son donemde en az INH ve RIF’ e direng olarak tanimlanan CID

tiiberkiiloz sorunu ortaya ¢ikmistir (17).

2.2. GENEL MIKROBIYOLOJiIiK OZELLIiKLER

Mycobacterium cinsi  Mycobacteriaceae ailesi igindeki tek cinstir (18).
Mikobakteriler aerop, sporsuz, katalaz tireten, hafif kivrik ya da diizgiin ¢omak
seklinde, dallanabilen, 0.2 ila 0.6 pm eninde, 1.0 ila 10 pm boyunda
mikroorganizmalardir. Koloni morfolojisi tiirler arasinda degismekle birlikte S
(smooth) ya da R (rough) pigmentli ya da pigmentsiz olabilir. Eski kiiltiirler
karotenoid pigmentlere bagli olarak sari, turuncu nadiren pembe de olabilir. Bazi
tiirler pigment olusturmak i¢in 1518a gereksinim gosterirken (fotokromojen) digerleri
1s1kta da karanlikta da pigment olusturabilir (skotokromojen). Bazen filament6z ya
da migelyuma benzer iireyebilir ancak hafif bastirinca kokoid ve basil pargalarina
ayrilir. H37RV susunun genomu 4 milyon baz ¢ifti biiyiikliiglindedir ve 3959 genden
olugmaktadir (19,20).

Mikobakterilerin hiicre duvart yapis1 alisilagelmis bakteri hiicre duvarlarindan

oldukga farkli, kompleks bir yapidir (Sekil 1). Bu komplekste en i¢ tabaka, diger



bakterilerde de goriilen plazma membranidir. Orta tabaka ve duvarin iskeletini
pepdidoglikan arabinogalaktanin mikolik asit esterinden olusan
mikolilarabinogalaktan peptidoglikan olusturur. Benzer kor yapisi mikobakteriler
disinda korinobakteriler ve nokardiyalarda da goriiliir. Mikolik asitlerin disinda ¢ok
sayida farkli polar veya apolar yapida nonkovalent bagl lipid ve glikolipidler hiicre
duvarinda yer alir. Biyolojik aktif olan bu lipidler ve glikolipidlerin bollugu ve
asimetrik dizilisleri hiicre duvarina asir1 derecede hidrofobisite kazandirir. Bu yapilar
igerisinde alfa-1,4 glukan, bir arabinomannan ve mannan igeren lipomannan ve
lipoarabinomannan gibi polisakkaritler, son derece dnem arz eder. Mikobakterilerin

hiicre duvarinda gram negatif bakterilerde goriilen porin proteinleri de bulunur (21).

Plazma membrani: Membran tipik olarak protein ve fosfolipidlerden olusan gift
katmanli bir yapidadir. Kuramsal olarak bir periplazmik bosluk sayesinde

peptidoglikandan ayrilir.

Orta tabaka: Hiicre duvarinin orta tabakasi peptidoglikan, arabinogalaktan, mikolik
asitler, agil trehalozlar, oligosakkarid iceren lipidler ve fosfotidilinozitoliin glikozil
derivatlar1 yer almaktadir. Bu yapilara antijenik 6zellige sahip glikoproteinler ile

porin yapilar da katilmaktadir.

Peptidoglikan yapi: Mikobakterilerde hiicre duvarinin en 6nemli karakteristigi
kemotip-1V peptidoglikan yapidir. Klasik bakteriyel peptidoglikandan farkli olan bu
yapt N- asetil- glukozamin ve N- glikozilmuramik asidin, betaglikozid ve
fosfodiester baglarla baglanmasindan olusan bir heteropolimerdir. Diger bakterilerin
pepdidoglikanlarindan farkli olarak mikobakteri peptidoglikaninda, bir baska ifade
ile kemotip-IV peptidoglikanda iki onemli farklilik goriilmektedir. Bunlarin ilki
muramik asidin asetillenmis yapis1 yerine glikolik asitle glikozillenmis formunun
yapida yer almasi, digeri de tetrapeptit yan zincirler diaminopimelik asidin yer

almasidir (21).

Mikolik asitler mikobakterilerde tiim hiicre duvar1 kuru agirhiginin % 50’si ile hiicre
lipidlerinin % 60’1 olusturlar. Mikobakterilerde  mikolilarabinogalaktan
peptidoglikan kompleksinde en fazla bulunan mikolik asit tiirii oksitlenmis gruplari
icermeyen 60 karbon biiyiikliigiindeki o mikolik asitlerdir. Bu yapida bir cift bag

veya siklopropan halka yer alir. M. tuberculosis de dahil olmak iizere bir c¢ok



mikobakteri tiiriinde goriilen major mikolik asitler olup tim mikolik asitlerin %
25’den fazlasini olustururlar. Mikobakterilerdeki peptidoglikan tabaka kor bolgesinin
iskeletini olusturmak tizere gram pozitif bakterilerdeki teikoik asidin baglanmasina
benzer bir disakkarit fosforil koprii ile bir heteropolisakkarit olan arabinogalaktani
kovalent olarak baglar. Pepdidoglikan yap1 bakteriye seklini verir, hiicre duvarina
biitiinliik ve sertlik kazandirir. Tetrapeptit yapida yer alan diaminopimelik asit

nedeni ile lizozimlere kars1 direnglidir (20, 21).

I. .D:'.

-----------------------------------------------------------

Sekil 1. Mikobakteriyel hiicre duvari yapisi (22)

1-yiizeyel lipidler, 2-mikolik asit, 3-polisakkaritler (arabinogalaktan), 4-peptidoglikan, 5-plazma

membrani, 6-lipoarabinomannan (LAM), 7-fosfotidilinozitol mannozid (PIM), 8-hiicre duvari iskeleti

Yiiksek lipid igerikli bariyerden dolayr mikobakteriler gram pozitif kabul
edilmelerine ragmen gram boyama ile boyanmazlar. Bakterilerin karbol fuksinle
boyandiginda asit alkol dekolorizasyonuna gosterdigi direngten dolay1 aside direngli
basil (ARB) olarak tanimlanmalar1 iste bu zengin lipid icerigi dolayisiyladir (23).
Mikobakteriler, yavas lireyen mikroorganizmalar olup béliinme stireleri tiirden tiire 2
ile 20 saat arasinda degisir. Kat1 besiyerinde kolonilerin gozle goriilmesi
subkiiltiirleri yapildiginda hizli tireyenlerde 7 giinden az, yavas lireyenlerde 7 giinden
fazla siirerken; klinik Orneklerden primer kiiltiirde iireme siiresi 8 hafta kadar

siirebilir. pH 6.5- 6.8’de ve %5-10 CO,’li ortamda iyi iirerler. Ureme igin uygun 1s1

yine tiirden tiire 30°C- 45°C arasinda de@ismektedir. p-nitro—a-asetilamino-p-



hidroksipropiyofenon (NAP) M. tuberculosis kompleksin iliremesini inhibe eder.

Mikobakteriler canliligini +4°C’de haftalarca, -70°C’de aylarca koruyabilir (23, 24).

2.3. SINIFLANDIRMA

Mycobacterium cinsi yiiksek G (guanin) + C (sitozin) : (% 61-71 mol) igeren
DNA’sindan dolayr diger mikolik asit iceren Gordonia, Tsukamurella, Nocardia,
Rhodococcus ile Dbirlikte Actinomycetales takiminda smiflandirilmis  olup
Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir (18,20). Mycobacterium cinsi i¢inde
bugiin 80°den fazla tiir tanimlanmustir. Insan ve diger sicakkanli hayvanlarda hastalik
olusturan M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti ve M. canetti 'nin
birbirleriyle gosterdikleri genetik yakinlik temel alinarak bu tiirler “M.tuberculosis

b

complex’ adi altinda toplanmigslardir. Son yillarda 6zellikle Acquired Immune
Deficiency Syndrome (AIDS)’un ortaya cikisiyla birlikte, diger bazi mikobakteri
tiirlerinin, M. tuberculosis kompleks dis1t mikobakterilerin (MOTT) (M. fortuitum, M.
chelonae, M. smegmatis ve M. avium complex) klinik 6neminin anlasilmasi, ilginin

bu tiirler lizerinde yogunlagsmasina neden olmustur.

Bin dokuz yiiz ellilerin sonuna dogru Ernest Runyon MOTT’lar1 iireme hizlari,
pigment iretimleri ve koloni morfolojilerini temel alarak fotokromojen,
skotokromojen, non-fotokromojen ve hizli iireyenler olarak dort grupta inceledi (25).
Bu siniflama halen MOTT larin ilk asama identifikasyonunda kullanilsa da tiim
mikobakterilerin  gruplandirilmasinda  yetkili degildir. 1987°de  Woods ve
Washington (Tablo 1), 1979°da Wolinski’nin ilk bahsettigi klinikle uyumlu

siniflamay1 dnermislerdir (26).



Tablo 1. Woods ve Washington siniflandirmasi

Klinik 6nemi olan
mikobakteriler

M. tuberculosis kompleks
M. tuberculosis
M. bovis (M. bovis BCG)
M. africanum
M. microti
M. canetti

insanda potansiyel patojen

olan mikobakteriler:

M .avium-intracellulare kompleks
M. kansasii

M. fortuitum-chelonae kompleks
M. scrofloceum

M. xenopi

M. szulgari

M. malmoense

M. simiae

M. genavense

M. marinum

Insanda nadiren hastalik
yapan saprofitik tiirler:

M. ulcerans

M. haemophilum

M. celatum

Yavas iireyenler Orta hizda
M. gordonae iireyenler

M. asiaticum M. flavescens
M. terrae-triviale komp.
M. shimoidei

M. gastri

M .nonchromogenicum

M. paratuberculosis

Hizh iireyenler

M. thermoresistible

M. smegmatis

M. vaccae

M. phlei

M. parafortuitum kompleks

24. MYCOBACTERIUM KOMPLEKSIN

MIKROBIYOLOJIK OZELLIiKLERI

TUBERCULOSIS

M. tuberculosis kompleks M. tuberculosis, M. bovis (M. bovis BCG dahil), M.

africanum, M. microti ve M. canettii tirlerinden olusur.
2.4.1. Mycobacterium tuberculosis

Tiim diinyada insanda hastalik etkeni olarak en sik izole edilen mikobakteridir. Diger

kompleks iiyelerinden fenotipik olarak ayirt edilebilir. Pigmentsiz, aerop ortamda,
37°C’de 2-4 haftada, R koloni yaparak iirer. Niasin biriktirir, nitratlar1 nitrite

indirger. Tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid (T2H) varliginda iirer. Pirazinamidaz

aktivitesi pozitiftir. Katalaz aktivitesi yoktur. Esas konagi insandir.
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Mikrokolonilerinin gozlendigi kiiltiirleri boyaninca kord faktoriinii olusturdugu

goriiliir (26).
2.4.2. Mycobacterium bovis

Esas olarak sigirlarda infeksiyon yapmasina ragmen kegi, kedi, kdpek, geyik, porsuk
ve keseli sigan gibi genis konak gesitliligi gosterir. Insan az da olsa konak olabilecegi
icin epidemiyolojik agidan M. tuberculosis ile tiir diizeyinde ayirt edilmelidir.
Aerobik, 6-8 haftada R yada S koloni yaparak iirer. Cogunlukla niasin reaksiyonu
vermez. Nitratlar1 nitrite indirgemez. T2H’ya duyarlidir, varhiginda ireyemez.
Pirazinamidaz aktivitesi yoktur. Katalaz aktivitesi vardir.  Besiyerine piruvat
eklenmesi liremesini artirir. M. bovis BCG 1924 yilinda Calmette ve Guerin
tarafindan M. bovis in 10 y1l boyunca 233 kez pasaj edilmesiyle elde edilmis virulan
olmayan as1 kokenidir. Mesane kanserinin tedavisinde immdiinsitiimiilan olarak

kullanilirken nadiren yayilabilir (26, 27).
2.4.3. Mycobacterium africanum

Genel olarak Afrika’da insan tiiberkiilozuna yol agan bir tiir mikobakteridir. 1968
yilinda Senegalli bir hastadan soyutlanmistir. Mikroaerofilik ortamda 1yi tirer. Nitrat1

indirgeyemez. T2H varliginda iireyemez. Pirazinamidaz aktivitesi pozitiftir (26, 27).
2.4.4 Mycobacterium microti

Tarla faresi gibi kemiricilerden izole edilmistir. Hem immunkompetan hem de
immunsupresif hastalarda infeksiyon olusturabilir. Ehrlich Ziehl Nieelsen

boyamasinda ay ¢oregi goriintiisii tipiktir. Kiiltiirde tiretilmesi zordur (20).
2.4.5.Mycobacterium canettii

M. tuberculosis kompleksinin en son iiyesi olan M. canettii 1969°da Canetti
tarafindan, 1990’larin sonuna dogru Soolingen ve Pfyffer tarafindan tanimlanmistir.
Dogal konagi bilinmemektedir ancak bildirilen vakalar insan infeksiyonlaridir. Diiz,

yuvarlak kolonileriyle kompleks tiyelerinden ayrilir (20).

M. tuberculosis kompleksi tiyelerinin 6zellikleri Tablo 2’de gosterilmistir:
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Tablo 2. Baz1 M. tuberculosis kompleks iiyelerinin identifikasyon o6zellikleri (20)

M. tuberculosis a friZ;cum M. bovis M. canettii

(%) (%) (%) (%)
Ureme sicakligi 37°C 37°C 37°C 37°C
Pigmentasyon Nonkromojen(100) N N(100) N
Niasin +(95) \Y -4 +
T2H varliginda {ireme + \Y - +
Nitrat indirgenmesi + \Y -9) +
Semikantitatif katalaz <45mm (89) <45mm <45mm (69) *
68° C katalaz - - - -
Tween 80 hidrolizi + (68) - -(21) -
Telliirit indirgenmesi + (36) - * *
%S5 NaCl’e tolerans - - -(0)
Arilsiilfataz (3 giin) - - -(0)
Ureaz + (64) + + (50) *
Pirazinamidaz (4 giin) + - - +

* Degerlendirilemedi.
2.5. ANTIJENIK YAPI

M. tuberculosis’'in antijenik yapis1 karmasik olmasi nedeniyle birgok arastirmacinin
ilgisini ¢ekmis ve iizerinde ¢ok ¢esitli ¢alismalar yapilmis olmasina ragmen antijenik
yapinin tamami ve immiinitedeki rolii kesin olarak aydinlatilamamistir.
Mikroorganizmanin yapisinda yer alan protein, lipid ve polisakkaridlerin tiimii
immiinojeniktir. Bu birimlerin, immiinsupresyon, makrofaj aktivasyonu, graniilom
olusturma, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi ¢ok cesitli etkileri

vardir. Proteinler anahtar immunojen olarak kabul edilirler (18).
2.5.1. Mikobakteriyel proteinler

Old tiiberkiilin (OT): Tiiberkiiloz basilinin kaynatilmis kiiltiir ekstraktidir. Onceleri
intradermal cilt testinde kullanilmis ancak sadece mikobakteriyel proteinler

icermemesi nedeniyle saflagtirilmasina gerek duyulmustur (28).

Saflastirilmis Protein Tiirevi (PPD): ilk kez Seibert ve Glenn tarafindan 1941°de
tanimlanmistir. Sentetik besiyerlerinde hazirlanmis old tiiberkiilinin kollodyen
membranlardan siiziilmesi ve amonyum siilfatla ¢oktiiriilmesi sonucu elde edilmistir.
Icerdigi proteinler daha kiiciik ve karbonhidrat1 az oldugundan OT’ye gore daha az
0zgil olmayan reaksiyona neden olur. Tam saflastirillamamistir ve diger
mikobakterilerle infeksiyonda gapraz reaksiyon verebilir. DSO 0.1 ml soliisyonda 5

TU (0.0001 mg PPD-S proteini) dozunda PPD bulunmasini 6nermektedir (24).
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65 kDa protein: Konak hiicre i¢inde ¢ogalan basillerden salgilandig1 ve gecikmis
tip asir1 duyarlhilik reaksiyonu sonucu lezyonda kazeifikasyon ve likefaksiyon

olusturdugu bulunmustur. Immiinojenitesi yiiksek olan bir 1s1 sok proteinidir (23, 24).

Antijen 85 kompleks (Alfa antijen 30/32- kDa antijen): Mikobakteri hiicre
duvarinin karakteristik yapisi trehaloz dimikolatin (Kord faktor) sentezi i¢in gerekli
olan M. tuberculosisin salgiladigr major antijendir. Potansiyel koruyucu bir antijen
oldugu diisiiniilmektedir. Mikolik asit sentezini inhibe eden izoniazidin in vitro Ag
85’in sentezini indiikledigi ve tedaviye cevap vermeyen olgularda bu antijenin
balgamda tespit edildigi gosterilmistir. Son calismalar, tiiberkiilozlu hastalarda
bronkoalveolar hiicrelerin Ag 85’e saglikli insanlardan daha fazla yanit verdigini

ancak bu yanitin PPD’ye olan yanittan daha az oldugunu ortaya koymaktadir (28).

Antijen 5, antijen 6, antijen 60: Saflastirilmis sitoplazmik proteinlerdir. Bakteriye
kars1 olusan humoral yanitt gostermek amaciyla kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle
antijen 60’a dayali ELISA (Enzim ile isaretli antikor testi) deneyi bu antijenin tim
mikobakterilerde olmasi ve Nocardia tiirleri ile ¢apraz reaksiyon vermesi nedeniyle

tanida ¢ok yer edinememistir (29).

19 kDa lipoprotein: M. tuberculosisin hiicre duvarinda bulunur. Ozellikle
immiiniteyle ilgili cok ©nemli rolleri vardir. Interferon gama (INF G) sentezini
kodlayan genleri ve makrofajlarin INF G reseptoriinii inhibe eder. Tiimor nekrozis
faktor alfa (TNF-a ) ve IL-12 sentezini azaltarak T lenfosit aktivasyonunu inhibe
eder. Nitrojen ara tirlinlerinin tiretimini, MHC-I’in antijen baglamasini inhibe eder.

Monosit ve makrofajlarin apopitozunda gérevlidir (30).

ESAT-6 (Early secretory antigenic target) ve CFP-10 (Culture filtrat protein):
M.tuberculosisin RD1( Region of difference) gen lokusundan kodlanmaktadir ve bu
proteinlere karsi olusan interferon yanitin1 T hiicre sayisin1 gostererek in vitro dlgen
kitler gelistirilmistir. Bu yontem yardimuiyla aktif ve latent tiiberkiiloz tanisi
konabilmekte, tedaviye yanit takip edilebilmekte ve M. tuberculosis infeksiyonunun

BCG asilamasiyla ayrimi yapilabilmektedir (31).
2.5.2. Mikobakteriyel lipidler

Trehaloz-6,6, dimikolat (Kord faktor): Tiiberkiiloz basilinin kiime olusturmasina

neden olur. Adjuvan etkiye sahiptir ve alternatif kompleman yolunu aktive eder.
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Onemli bir virulans faktériidiir. Graniilom olusumunda rol oynar ve tiimér geriletici
etkiye sahiptir. PNL gocilinli inhibe eder. Konak hiicre mitokondri membranina

tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasar yapar (24, 28).

Muramildipeptit (MDP): Immiin sistemi uyarir ve tiimor geriletici etkisi vardir

(24).

Siilfolipidler (Siilfatidler): Siilfiir iceren glikolipidlerdir. Kord faktore sinerjik etki
yapar ve makrofaj i¢inde fagozom-lizozom fiizyonunu engelleyerek, basili
lizozomalenzimlerin etkisinden korudugu dolayisiyla makrofajlara karsit direnci

artirdig1 gosterilmistir (24).

Wax D: Peptidoglikolipid yapisindadir. Freud adjuvaninin etkisini arttirict 6zellige
sahiptir. Timor geriletici 6zellige sahip olup, BCG asisinin bazi tiimorlerde

gerilemeye neden olan immiinoterapotik etkisinde rolii vardir (24).

Lipoarabinomannan: M. fuberculosisin major hiicre duvari lipoglikan1 olup ii¢ tipi
vardir: ManLAM (arabinan terminaline mannoz bagli), fosfo-myo-inozitol bagl
LAM ve AraLAM (arabinan terminaline mannoz bagli olmayan). ManLAM virulan
mikobakterilerde digerleri hizli iireyen avirulan mikobakterilerde bulunur (32).
ManLAM, monositleri inaktive edici ve lenfositleri siiprese edici bir sitokin olan
TGF-beta’nin ekspresyonunu indiikler ve monositleri inaktive edici TNF-a’nin daha
az lretilmesine neden olur (28). Ayrica manLAM’1n insan periferik kan T hiicre
kemotaksisini indiikledigine dair caligmalar, graniilamatéz yanitin baslamasinda

manLAM’1n rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (33).

Mikotiyol: Yiiksek antioksidan kapasiteli, diisiik molekiil agirlikli bir tiyol olup,
sadece mikobakteriler ve aktinomigetler tarafindan {iiretilmektedir. Mikotiyol, ¢cogu
okaryot ve baz1 prokaryot hiicrelerdeki antioksidan kapasiteli glutatyon analogudur.
Basilin oksidatif strese verdigi yamit ve detoksifikasyon enzimlerinin sentezi i¢in
gerekli bir kofaktordiir. Mikotiyol biyosentezinde rol alan enzimler tiiberkiiloza kars1

gelistirilecek yeni ilaglarin hedefi olmaya aday goriinmektedir (33).

Fosfatidil inozitol mannozid (PIM): Lipid yapisindadir. Hapten o6zelligi gosterir.

Capraz koruyucu immiinitede roliiniin olabilecegi diistiniilmektedir (24).
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2.5.3. Mikobakteriyel polisakkaridler

Arabinoz, galaktoz, mannoz igeren polisakkarid I molekiilleri ge¢ tip asir1 duyarlilik

olusturabilir. Polisakkarid IT molekiilleri ise serolojik aktivite gosterir (34).
2.6. PATOGENEZ VE VIRULANS

Tiiberkiiloz hastaligina karsi son kirk yilda birincil segenek yeni bir ilag ortaya
konamamus, etkili ve gilivenli bir as1 hala bulunamamistir. Bu nedenle tiiberkiiloz
basilinin konakla etkilesimini agiklamaya yonelik kapsamli ¢alismalar gerekmektedir

(35).

Basil solunum, sindirim, deri, genitoiiriner sistem ya da konjunktivadan girebilir.
Siklikla inhalasyonla alinan basil alveolar makrofajlarca fagosite edilir, sindirilir
yada zayif alveolar makrofajlarda basiller sindirilemez ve c¢ogalarak makrofajlari
parcalar. Alveolar bosluga gecer. Parcalanan makrofajlardan salinan kemotaktik
faktorler, monositlerin ve diger inflamatuvar hiicrelerin infeksiyon bdlgesine
gelmesini saglar ve graniilom olusumunu baslatir. Alveolar bosluga gecen basiller,
yeni makrofajlarca fagosite edilseler bile makrofajlar heniiz aktive edilmedikleri igin
cogalmaya devam ederler. Lenfohematojen yolla tim viicuda yayilir ve yeni

graniilomlar olusturur (32).

M. tuberculosis inhalasyonundan 2-6 hafta sonra etkene 6zgiil hiicresel immiin yanit
gelisir. Lezyon bolgesinde ¢ogalan basillerin tiiberkiilin benzeri proteinleri, doku
hasar1 yapan gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonuna yol agar. Gecikmis tip asir
duyarlilik reaksiyonu tiiberkiilin testi pozitifligine ve kazeifikasyon, likeifikasyon,
kavitasyona neden olur. Boylece inaktif makrofajlar icindeki basillerin ¢ogalmasi
durdurulur ve graniilom merkezinde kazeéz nekroz alanlari olusturulur. Kazedz
nekroz alanlar1 iginde basiller daha fazla ¢ogalamaz ve yasam boyu dormant kalir.
Primer infeksiyon ve primer odaklarin (Ghon odagi) olustugu bu evrede tiiberkiilin
testi pozitiftir (32). Bu donemin nasil ilerleyecegi, bakterinin virulans1 ve konagin

immiin durumu arasindaki dengeye baglhidir (35).

Graniilomlarda kazedz odagin etrafinda toplanan aktif makrofajlar, kazedz
odaklardan kacan basilleri fagosite ederek hizla sindirirler. Aktif makrofajlarin
yakaladig1 basiller ¢ogalmayi siirdiiriirse gecikmis tip asirt duyarlilbik yaniti

tekrarlanarak doku hasarlanmasi artar. Immiin yanit1 baskilanmis kisilerde kazedz
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odaklardan kagan basiller, inaktif ya da diisiik aktivitedeki makrofajlar tarafindan
fagosite edilir, fakat sindirilemezler. Bu makrofajlarin basil ¢ogalmasinin
durdurabilmesi i¢in gecikmis tip asir1 duyarlilik yanitinin tekrarlanmasi gerekir. Bu
yanit tekrarlandik¢a kazedz nekrozlar genisler ve primer tiiberkiiloz olusur. Lenfo-
hematojen yolla basiller akcigerden viicudun diger boliimlerine yayilir ve pulmoner
ven duvarinda olusan kazedz odagin agilmasi ile miliyer ve dissemine tiiberkiiloz

gelisir (33).

Hiicresel immiin yaniti primer tiiberkiilozu kontrol edemeyen kisilerde primer
tiiberkiiloz endojen reaktivasyon veya ekzojen reinfeksiyonla ilerleyerek yillar sonra
gelisen kaviter lezyonlar olusur (sekonder tiiberkiiloz). Buna gore M.tuberculosis ile
infeksiyonun ilerleme siireci doku nekrozu, fibrozis ve rejenerasyon arasindaki

dengeye baglanabilir.
2.6.1. M. tuberculosis’in savunma ve virulans faktorleri (Perzistans faktorleri)

Viriilansta rol oynayan kesin bir faktor bilinmemekte ancak birgok faktor
suclanmaktadir. Virulans mekanizmalar1 esas olarak hiicre ylizey lipid molekiillerine
odaklanmistir. Ayrica latent infeksiyon olusturma potansiyeli fazla olan
mikroorganizmanin yillar siiren perzistansini agiklamak da virulans konusunda

yardimci olabilir. Perzistans faktorlerinin en 6nemlileri sunlardir:

Mikolik asit: Birgok kemoterapotik i¢in direng saglar, mikroorganizmay1 g¢evresel

stresten korur ve infeksiyonun perzistansini saglar.

16 kDa alfa- kristalin proteini (acr): Mikroaerofilik veya anaerobik ortamda ve
tiremenin durgun fazinda yiiksek oranda ifade edildigi, Acr geninin delesyonunun
makrofaj i¢indeki mikobakteri liremesinde baskilanmaya neden oldugu gosterilmistir

(33).
RD1 gen lokusu: Virulansi artiran 6zellesmis sekresyon sistemlerini kodlar (35).

Sigma faktorleri (rpoV, Sig F): Latent fazda salir, basilin degisik cevre
kosullarina yanitinda gen ekspresyonunun regiilasyonunda, ozellikle Sig F’in

muhtemel spor olusumuyla ilgisi oldugu konusunda ¢alismalar yapilmaktadir (35).

Dimikoserozat ester poliketid: Digs membran lipidleri arasinda major virulans

faktorlerindir (36).
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Izositrat liyaz: Glioksilat dongiisiinde yer alir. Fagositozdan sonra kimyasal yapisini
degistiren alveolar makrofaj i¢indeki basiller izositrat liyazin yardimiyla alternatif
besin kaynagi olarak yag asitlerini kullanmaya baslar boylece makrofaj icinde

yillarca kalabilir (37).

Fenolik glikolipidler: Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda yeni antitiiberkiiloz ilag¢
gelistirilmesinde hedef molekiil se¢ilmesi 6nerilmektedir. Kiigiik molekiillii virulans

faktorii olarak tanimlanmistir (38).

Lipoarabinomannan, muramidilpeptit, mikotiyol , trehaloz-6,6, dimikolat (Kord

faktor), siilfalipid , PIM, wax D diger virulans faktorleridir.
2.6.2. Fagositozdan kac¢is mekanizmalar

1- Fagozom-lizozom birlesmesinin 6nlenmesi

2- Fagolizozomdan stoplazmaya kagis

3- Lizozom igeriginin alkalizasyonu

4

Reaktif oksijen ara {iriinlerinin inhibisyonu

5

Lizozomal enzimlere direng

6- Makrofaj aktive edici molekiillerin yapiminin énlenmesi

7

Metabolizma ve hiicre dongiisliniin durdurulmasi tiiberkiiloz basillerinin

fagositozdan kacis mekanizmalaridir (39).
2.7. EPIDEMIYOLOJI

Tiiberkiiloz 1882°de Robert Koch tarafindan bilim diinyasina tanitildigindan beri
gelismis iilkelerde goriilme orani azalmis gibi goriinse de, DSO tarafindan aktarilan
bilgi aslinda Koch zamanindan beri bu diinya ¢apindaki halk saglig1 problemine ¢ok
da etkili ¢oziimler getirilmemis oldugudur (40). Giinliimiizde tiim 6liimlerin % 7’si,
Onlenebilir oliimlerin % 26’s1 tiiberkiiloz nedeniyle olmaktadir (41). Tiberkiiloz

goriilme sikliginin artmasi bir¢ok nedene baglanabilir:
i- Artan ila¢ direnci
11-1980’lerde baslayan HIV/AIDS pandemisi

iii-Damar ig¢i ilag kullaniminin artmast
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iv-Sosyal yapinin degismesi

v-Yiiksek insidansin oldugu bolgelerden go¢

vi-Toplu yagam alanlarindan aktif bulag ( 6rn. Hastane, hapishane vb.)
vii-Hasta bakim hizmetlerindeki yetersizlik (42).

Etkilesime giren bu farkli bilesenlerin etkilerini risk ve savunma faktorlerini
anlamay1 kolaylastirmak i¢in Ruffino-Netto tiiberkiiloz yiikiiyle ilgili bir formiil
gelistirmis (41):

Tb yiikii= (SA).(HIV+).(UTA).(PD).(G).(Y)

(YSH).(DGT).(ED).(BD).(P).(PK)

SA: Sosyal Adaletsizlik YHS: Yeterli saglik hizmeti

HIV +: HIV pozitif olanlar DGT: Direkt gozetimli tedavi

UTA: Uygun tedavi alamayanlar ED: Egitim diizeyi

PD: Primer diren¢tkazanilmis direng BD: Beslenme diizeyi

G: Gog P: Personel

Y: Toplulugun yas1 PK: Politikaya katilan halkin miktari

Gergekten de yukaridaki formiilii destekleyecek sekilde 1994-1997 arasinda bes
kitadan otuz bes ilkenin katilimiyla standart yontemler kullanilarak yapilan
duyarlilik calismalarinda tiim bdlgelerde en az bir ilaca diren¢ bulunmus bu da

infeksiyonun diinya ¢apinda bir sorun olduguna isaret etmektedir (43).

Gilinlimiizde tiiberkiilozun bir toplumdaki durumu ve seyrini degerlendirmede en

giivenilir epidemiyolojik ol¢iitler:

-Direkt mikroskobik incelemede basil pozitif bulunan hasta insidansi
-Y1llik infeksiyon riski

-Infeksiyon hizindaki yillik degisim hizidir (41).

M. tuberculosis kompleks i¢in bulas kaynagi infeksiyonlu insanlar yada inek vb bazi
memeli hayvanlardir. Bulasta 6zellikle tedavi almayip fazlaca basil ¢ikaran insanlar

onemlidir. Toplu yasam alanlarinda (okul, ¢ocuk yuvasi, hastane) bdyle hastalar
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biiyiik tehlike unsurudur. Tedavi verildiginde bulastiricilik 2-3 haftada sona erer. En
sik bulag solunum yoluyla olur. Acik tiiberkiilozlu kisilerin 6ksiiriik ve aksiriklariyla
etrafa sacilan damlaciklarin igerdikleri basiller kolayca infeksiyonu bulastirabilir.
Besinlerle ve 6zellikle ¢ig icilen inek siitiiyle sindirim yoluyla da bulag olabilir. Cok
yaygin olmasa da daha ¢ok laboratuvar ¢alisanlarinda basil i¢eren infekte materyalle

temas sonrasi deri yoluyla da bulas goriilebilir.

Primer infeksiyondan hastaliga gecis i¢in en riskli donem primer infeksiyondan
sonraki ilk 1-2 yildir. Siit ¢ocugu ve adolesanda bu egilim daha fazladir. Erkek
cinste, genellikle yas arttikca goriilme sikligi artar. Sistemik hastaligi olanlar,
immiiniteyi baskilayic1 tedavi alanlar ve bazi genetik faktorlere sahip olanlarda

hastaligin gelisme riskini artmistir (39).
2.7.1. Diinyada Tiiberkiiloz

Tiiberkiilin testi pozitifligi esas alinarak yapilan degerlendirmede diinya niifusunun
1/3’linii olusturan yaklasik 1.7 milyar kisinin tiiberkiiloz basili ile infekte oldugu ve
bunlarin biiyilk g¢ogunlugunun gelismekte olan {ilkelerde bulundugu tahmin
edilmektedir. Giliniimiizde her yil 10-12 milyon yeni tiiberkiiloz vakasi ortaya
cikmaktadir ve yaklasik olarak 100.000°1 ¢ocuk olmak {izere toplam 2 milyon insan
bu hastaliktan Slmektedir. Oniimiizdeki on yilda 90 milyon insanda tiiberkiiloz
hastalig1 gelismesi ve 30 milyon insanin da bu nedenle 6lmesi beklenmektedir (44).
Diinya niifusunun % 25’inin yasadig1 gelismis iilkelerde (Avrupa, Kuzey Amerika,
Japonya, Avustralya) yillik infeksiyon riski % 0.1-% 0.01 diizeylerindedir ve bu oran
her yil % 10°dan fazla diismektedir. Gelismekte olan iilkelerde ise yillik infeksiyon
riski % 0.5-2.5 arasinda degismekte ve infeksiyonun hizi daha yavas azalmaktadir.
Tiim diinyada 16 milyondan fazla tiiberkiilozlu hasta bulunmaktadir ve bunlarin %
80’1 22 iilkede yasamaktadir. Prevalansin 16,2 milyon/yil oldugu tiiberkiilozda,
6liimciil vaka orani1 % 23’tiir ve bu oran HIV prevalansinin yiiksek oldugu bolgelerde
% 50’yi asabilmektedir. Tlim diinyadaki mevcut hastalarin % 95’1 gelismekte olan
tilkelerde yasarken, tiiberkiillozdan Oliimlerin % 98’1 yine bu iilkelerde
gerceklesmektedir. Bu iilkelerdeki hastalarin yarisindan azmna (% 46) tam
konabilmekte, tani konanlarin da ancak yarisindan azi1 tedavi edilebilmektedir.

Gilintimiizde kiiresel tiiberkiiloz sorunu biiyiik oranda, yetersiz kontrol programlarinin
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uygulandig1 Giineydogu Asya, Sahra Alt1 Afrika ve Dogu Avrupa iilkeleri ile yiliksek
tiiberkiiloz / HIV birlikteliginin bulundugu Afrika tilkelerinden kaynaklanmaktadir.
1980°den sonra giderek artan HIV infeksiyonu insidansi bugiin bir¢ok iilkede

tiiberkiilozlu hasta sayisinin belirgin sekilde artisindan sorumlu gériinmektedir (44).
2.7.2. Ulkemizde Tiiberkiiloz

[Ik Veremle Savas Cemiyeti’ nin 1918 yilinda kuruldugu Tiirkiye’de, Cumhuriyet’ in
ilk yillarindan beri tiiberkiilozla ilgili miicadele kampanyalar: siirdiiriilmiistir.
1950’lerde 1000°de 25 olan hastalik prevalansi 1975’te 1000°de 1’e diismiis, bu
yillar arasinda en az % 10’luk yillik infeksiyon risk oraninda azalma saglanmustir.
Fakat 1970’1 yillarin baginda ‘tiiberkiilozun artik kontrol altina alindig1’ seklindeki
resmi aciklamalar, bu yillardan sonra kamuoyunun ve devletin konuya ilgisinin
giderek azalmasina neden olmus ve 1977°den sonra yapilan ¢alismalarda infeksiyon
riskinin artmaya basladigi goriilmiistiir (5). DSO’niin 2007°de yaymladigi son
raporda, Tirkiye’de tant konulan toplam olgu sayisi1 100 binde 25-49 olarak
bildirilmektedir. Bu say1 diger iilkeler ile karsilastirildiginda azimsanmayacak bir
degerdir ancak iilkemizde hasta bildirimleri ve kayitlama sistemlerinde onemli
sorunlar olmasi nedeniyle gercek tiiberkiiloz goriilme sikliginin daha fazla olmasi
gerektigi de goz ardi edilmemelidir. Ulkemizde infeksiyon havuzunun pek
degismedigi ve bu infekte kisilerden yilda binde 2-3 kisi hastalanacag: i¢in, 20-30 y1l
siireyle her y1l 30-40 bin yeni hastanin ortaya ¢ikacagi 6ne stiriilmektedir (44).

2.8. KLINiK TABLOLAR
2.8.1. Primer tiiberkiiloz

Daha once M.tuberculosis ile karsilasmamis veya BCG ile asilanmamis PPDsi
negatif birey inhalasyonla basille ilk karsilastiginda 2-3 hafta i¢inde infeksiyon
odaginda ve uzak organlarda graniilomlar olusur. Immiin yanitla bu bdlgelerde
kazeifikasyon nekrozu olusturularak infeksiyon sinirlandirilir. Klinik bulgu olmayan

yalnizca PPD pozitfligi olan siirece primer infeksiyon denir (5).

Eger konak¢min immiin yaniti yeterli degilse kazeifikasyon nekrozu genisleyip

klinik olarak belirginlesen primer tiiberkiiloz (hastalik) donemi baslar (33).
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2.8.1.1. Miliyer tiiberkiiloz

Kazeéz bir odagin komsu kan damarlarina agilmasi veya damar duvarindaki
tiiberkiiliin kazeifiye olarak dolasima bol miktarda basil vermesi, 6zellikle 0-4 yas
arast immiin sistemi zayif g¢ocuklarda miliyer tiiberkiiloz gelisimine yol agar.
Yetiskinlerde ise eski bir tliberkiiloz lezyonunun yeniden alevlenmesi ve kan
damarlarinda erozyon yapmasiyla veya tiiberkiiloz lezyonu iceren bir organda
yapilan cerrahi islemle basiller kana karisabilir ve bdylece miliyer tiiberkiiloz

gelisebilir. Miliyer tiiberkiilozlu hastalarin % 30’unda PPD negatiftir (5).
2.8.2. Sekonder Tiiberkiiloz

Primer infeksiyon gegiren ve tiiberkiilin deri testi pozitiflesen kisilerde,
infeksiyondan en az bes yil sonra yasamlarinin herhangi bir doneminde gelisen

tiiberkiilozdur. iki sekilde gelisebilir:
2.8.2.1. Endojen reaktivasyon

Primer infeksiyondan sonra aylar veya yillar boyu dokularda dormant kalan
basillerin, stres, steroid tedavisi, kanser kemoterapisi veya HIV infeksiyonu gibi
hiicresel immiin yanitin baskilandigi herhangi bir zamanda aktif hale gegmesiyle
olusur (27).

2.8.2.2. Ekzojen reinfeksiyon

Daha once primer infeksiyon geg¢irmis, PPDsi pozitif bireyler, eger tiiberkiiloz
basiliyle yeniden karsilasirlarsa, mevcut hiicresel immiinite bu basillerin alvollere

yerlesmesini, ¢ogalmasini onler fakat bu koruma tam degildir. Hiicresel immiinite

zayifladiginda basiller yeniden ¢ogalmaya baslar (5).

Sekonder tiiberkiiloz gelisiminde bu mekanizmalardan hangisinin belirleyici oldugu
bilinmemektedir. Fakat infeksiyon riskinin diisiik oldugu gelismis iilkelerde endojen
reaktivasyon, infeksiyon riskinin yiiksek oldugu gelismekte olan tilkelerde ise

ekzojen reinfeksiyonun varligr gosterilmistir (5).
2.8.3. Ekstrapulmoner tiiberkiiloz

Tiiberkiiloz akciger disinda plevra, perikard, periton gibi viicut zarlarin1 genellikle

komsuluk yoluyla; kemik ve eklemleri, bobrek, genital, gastrointestinal, merkezi
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sinir sistemini ise hematojen yolla infekte edebilir. Deri tliberkiilozu direkt temasla

olusabilir.
2.9. LABORATUVAR TANI

M. tuberculosis kompleksin klinik orneklerde gosterilmesi ile kesin tani konur.
Glinlimiizde yaygin olarak kullanilan klasik yontemlerle yapilan laboratuvar tani
mikobakterilerin dogasi geregi 6-8 hafta gibi uzun zaman almaktadir. Ozellikle ilaca
direncli olgularin ciddi bir halk saglig1 sorunu olmasindan dolayr hem etkili tedaviye
hemen baslamak hem de aktif tiiberkiilozun ¢evreye bulasini engellemek icin kisa

stirede sonug veren yontemlere ihtiyac vardir.
2.9.1. Aside direncli boyama

Tanida oncelik laboratuvara gelen klinik materyalin uygun sekil ve miktarda
olmasidir. Sonrasinda aside direncli boyama yoOntemiyle preparat hazirlanip
incelenir. Duyarlilifi ve ozgiilligi diisiik olmasma ragmen klinik ornekte aside
direngli basil gosterilmesi ¢ogu zaman tedaviye baglanmasi i¢in yeterlidir. Boyama

icin iki tip boya tercih edilir:

1. Karbolfuksin boyalar1
a. Ehrlich Ziehl-Neelsen (sicak boya)
b. Kinyoun (soguk boya)

2. Florokrom boya: Auramin - rodaminle hazirlanir.

Karbolfuksin boyalarla boyandiginda basiller ilk aldigi boyay1 asit-alkol
dekolorizasyonuna ragmen birakmazlar. Zit boya metilen mavisi ile boyanmayip 11k
mikroskobunda mavi zeminde pembe-kirmizi basiller seklinde goriiniirler. Uygun
sekilde hazirlanip boyanmis bir preparatin en az 100-300 alan taranmasi gerekir (20).
Florokrom boyamada da boyal1 preparatlar floresan izotiyosiyanat filtreli mavi 1s1kta,
koyu zemin iizerinde parlak sar1 veya turuncu-kirmizi basiller seklinde goriiliir.

Karbolfuksinle boyanmig preparatlara gére daha hizli tarama imkani verir.
2.9.2. Ornek alinmasi ve islenmesi

Akciger tiiberkiillozunda inceleme i¢in en uygun Ornek balgamdir ve 3 giin arka

arkaya alinan ekspektore balgam oOrneklerinde basil aranir. Hastanin balgam
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cikaramadigl durumlarda endotrakeal aspirasyon, bronkoalveolar lavaj, Ozellikle

cocuklarda gastrik aspirasyon sivilari gibi 6rnekler de kullanilabilir.

Bobrek tliberkiillozunda sabah ilk idrar1 olmak kosuluyla 3 giin arka arkaya alinan
orta akim idrarlar1 kullanilir. Bunlarin disinda infeksiyon odagina yonelik beyin
omurilik s1visi, periton, plevra, diski, eklem ve kemik iligi aspirasyonlar1 ve kan gibi

steril veya steril olmayan klinik 6rnekle islenmek i¢in alinir.

Normal viicut flora {yelerinin bulunabilecegi klinik Orneklerle, alinirken ve
laboratuvara tasiirken sterilizasyon kurallarina uyulmadigi diisiiniilen Orneklere,
besiyerlerine kiiltiir icin ekilmeden Once organik kalintilart sindirmek igin
homojenizasyon, kontaminasyona yol acan mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak

i¢cin de dekontaminasyon islemleri yapilir (45). Bu amagla kullanilan yontemler:
-N-asetil L-sistein (NALC) -NaOH yontemi

-NaOH yontemi

-Zefiran-trisodyum fosfat yontemi

-Okzalik asit yontemi

-Cetilpiridinyum klorid-sodyum klorid yontemi

-Siilfirik asit yontemidir.

Ancak bu islemlerin mikobakterilere zarar vermemesi i¢in bu siire 15 dakikay1
geememelidir. Sitire tamamlandiginda fosfat tamponu (PH 6.8) ilave edilerek
noétralizasyon saglanir ve dekontaminasyon islemi durdurulur. Kullanilan fosfat

tamponunun sterilitesinin korunmast 6nemlidir.

Steril 6rneklerin dekontaminasyona ihtiyact olmayabilir. Ayrica mikobakterilerin
lireme sansini artirmak i¢in santrifiijle konsantre edilmesi de gerekir. En uygun

santrifiij islemi 3000 g (RCF)’de 15 dakika siireyle yapmaktir.

2.9.3. Kiiltiir

Mikobakterilerin izole edilmeleri ve c¢esitli Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla
kullanilan konvansiyonel besiyerleri kati ve sivi olmak iizere iki tiptir. Kati
ozellikteki besiyerlerini ise yumurta bazli ve agar bazli olmak iizere iki boliimde

incelemek miimkiindiir. Tam yumurta ya da yumurta sarisi igeren yumurta bazli
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besiyerleri arasinda bugiin en yaygin kullanilan1 Léwenstein-Jensen (LJ) besiyeridir

(Tablo 3). Ancak Petragnani ve American Trudeau Society Medium gibi besiyerleri

de tercih edimektedir. Tipik koloni morfolojisi olusturmalari ve daha bol tiremeleri

nedeniyle 6zellikle primer izolasyonda LJ besiyerinin kullanilmasi onerilmektedir.

Yumurta bazli besiyerlerinin opak goriiniimlii olmasina karsin, agar bazli besiyerleri

seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan besiyerleri 10-12 giin sonra mikroskop altinda

incelenirse, olusan kolonileri gérmek miimkiin olmaktadir. M 7H10 ve M 7HI11 en

cok tercih edilen agar bazli besiyerleridir (45).

Tablo 3. Mikobakterilerin genel {iretim besiyerleri (26)

Besiyeri

icerik

inhibitér Ajan

Lowenstein Jensen

Koagiile tam yumurta, bazi tuzlar,

Malasit yesili, 0.025 g /

gliserol, patetes unu 100 ml
Petragnani Koa"gule 'tam yumurta, yumurta sarisi, Malasit yesili, 0.052 g/
stit, gliserol, patetes, patetes unu 100 ml
Middlebrook 7H10 Baz'l tuzl?r, yltamlnler, kqfaktorler, oleik | Malasit yesili, 0.0025 g/
asit, alblimin, katalaz, gliserol, dextroz 100 ml
Bazi tuzlar, vitaminler, kofaktorler, oleik . .-
Middlebrook 7H11 asit, alblimin, katalaz, gliserol, dextroz, Malasit yle (s)gl;n(l).OOZS g/

%0.1 kazein hidrolizat

American Thoracic Society
Medium (ATSM)

Koagiile taze yumurta sarisi, gliserol,
patetes unu

Malasit yesili, 0.02 g /
100 ml

Bunun yani sira kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin iiremesini etkin bir

sekilde engellemek amaciyla selektif besiyerleri olan, LJ Gruft, Mycobactosel LlJ,

Mitchison selektif 7H11 de kullanilabilir. Primer izolasyonda besiyerlerinden en az

birinin selektif olmasi 6nerilir (Tablo 4).
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Tablo 4. Mikobakterilerin segici besiyerleri (26)

Besiyeri icerik inhibitor ajan

Malasit yesili, 0.025 g/ 100 ml

Lowenstein Jensen Koagiile tam yumurta, baz1 tuzlar,
Penisilin, 50 U /ml Nalidiksik

(Gruft modifikasyonu) | gliserol, patetes unu, RNA-5 mg/ 100 ml
asit, 35 mg / ml

Malasit yesili, 0.025 g/ 100 ml
) Koagiile tam yumurta, bazi tuzlar, Sikloheksimid, 400 mg / ml

Lowenstein Jensen
gliserol, patetes unu, Linkomisin, 2 mg / ml

Nalidiksik asit, 35 mg / ml

Malasit yesili, 0.0025 g/ 100 ml
Bazi tuzlar, vitaminler, kofaktorler, oleik | Sikloheksimid 360 mg / ml

Middlebrook 7H10 )
asit, alblimin, katalaz, gliserol, glukoz Linkomisin, 2 mg / ml
Nalidiksik asit 20 mg / ml
Karbenisilin 50 mg / ml
) Bazi tuzlar, vitaminler, kofaktorler, oleik
Middlebrook 7H11 Amfoterisin B 10 mg / ml
) asit, albimin, katalaz, gliserol, dextroz,
(Mitchison besiyeri) Polimiksin B 200 / ml

kazein hidrolizat
Trimetoprim laktat 20 mg / ml

S1v1 besiyerleri i¢inde yer alan M 7H9 ve Dubos tween albumin, mikobakterilerin
stok suslarinin subkiiltiirlerinin yapilmasi, duyarlilik deneyleri ve diger in vitro
deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica bakteri
sayisinin az oldugu steril bolgelerden alinan klinik 6rneklerde, bakteriyi ¢ogaltmak
ve dolayisiyla izolasyon sansini artirmak amaciyla da kullanilabilmektedir. M 7H9

s1v1 besiyeri, ¢ogu hizli kiiltiir sisteminde temel besiyeri olarak kullanilmaktadir (26).

Gilintimiizde bir¢ok laboratuvarda, konvansiyonel besiyerlerinin yanisira tiiberkiiloz
etkeni bakterilerin izolasyon siiresinin ¢ok daha kisa ve izolasyon oraninin ¢ok daha
yiksek oldugu hizli kiltlir sistemleri rutin inceleme amaciyla kullanilmaya
baslanmistir. Bu sistemlerde gaz basincindaki degisiklikler, CO, olusumu ve oksijen
kullanim1 florometrik veya kolorimetrik olarak Olgciiliir. Primer izolasyonda sivi
besiyerlerine ilave olarak bir de kati besiyeri kullanilmasi CDC tarafindan
Onerilmistir ve bu kombinasyonla mikobakterilerin izolasyon sansinin arttii
bilinmektedir. Hizl1 kiiltiir sistemleri i¢inde yer alan yar1 otomatize BACTEC 460
TB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, MD) sistemi, izolasyon,

identifikasyon ve duyarlilik deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak uzun yillardir
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kullanilmaktadir (19, 20, 24). Sistemde izolasyonun yanisira, M. tuberculosis
kompleksi ile tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin (MOTT) ayrimi1 yapilabilmekte ve M.
tuberculosis kompleksi suglarinin  primer antitiiberkiiloz ilaglara duyarlilig:
calisilmaktadir. BACTEC 12B (M 7H12) ve BACTEC 13A (M 7H13) olmak iizere
iki tip besiyeri igeren bu sistem, besiyerlerinde bulunan 14C isaretli palmitik asitin
kullanilmast ve metabolizma sonucu olugsan 14CO, in 0-999 sayisal degerleri
arasinda iireme indeksi (GI) olarak Olgiilmesi prensibi ile caligmaktadir. Ekim
isleminden Once besiyerlerine polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve
amfoterisin B (PANTA) iceren antibiyotik karisimi ilave edilmelidir. Basar1 ile
kullanilmakla beraber, sistemde yer alan besiyerlerinin radyoaktif madde i¢cermesi ve
cthazda yapilan rutin kontroller sirasinda meydana gelen capraz kontaminasyon
sorun olusturmaktadir. Gilinlimiizde alternatif izolasyon sistemlerinin gelistirilmesi

i¢in ¢aligmalar devam etmektedir.
Tam otomatize sistemler:

e ESP II (Extra Sensing Power) (Trek Diagnostics,Inc. ,Westlake, Ohio)

e MB/Bact T (Organon Teknika, Durham, NC)

e BACTEC 9000 MB (BD Biosciences,Sparks,MD)

e BACTEC MGIT 960 (Mycobacterium Growth Indicator Tube) (BD
Biosciences,Sparks,MD) (20,24, 26).

Sistemler arasinda izolasyon orani agisindan onemli bir fark olmamakla birlikte,
konvansiyonel kat1 besiyerlerine gore daha yiiksek; BACTEC (B) 460 TB sistemine
gore daha disik oranda izolasyon sagladiklart bildirilmektedir (20, 45, 46).
Mikobakterileri liretme siireleri agisindan sistemler karsilastirildiginda, B460 TB
sisteminin, ESP II ve MB/BacT sistemlerine oranla daha avantajli oldugu
belirlenmistir. Birgok ¢alismada tam otomatize sistemlerde iiretme siiresi ortalama
<14 giin olarak saptanmis ve en yiiksek izolasyon oraninin B460 TB ve kat1 besiyeri
kombinasyonu ile saglandigi bildirilmistir. Kontaminasyon oranlari agisindan tam
otomatize sistemler birbiri ile karsilastirlldiginda 6nemli bir fark bulunamamistir
ancak bu sistemlerde oran, B460 TB ve kat1 besiyerlerine gore daha yiiksektir (20,
26).
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ESP 11, selilloz siinger ve M 7H9 sivi besiyeri igeren bir sistemdir. Sistemde
mikroorganizmalarin iiremesi sonucu olugan gaz basincindaki degisiklikler dlciilerek
degerlendirme yapilir. Bilgisayar destekli bir sistemdir ve besiyerinde olusan gaz
basincindaki degisiklik grafiksel olarak bilgisayarda goriintiilenir. Besiyerlerine ekim
yapilmadan o©nce, mikobakterilerin iliremesini destekleyen oleik asit-albumin-
dekstroz katalaz (OADC) ve kontaminasyonu engellemek amaciyla antibiyotik

karigimi ilave edilir. Sistem tiim klinik 6rnekler i¢in uygundur (20,26)

MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor igeren ve olusan CO,
diizeyini olgerek iiremeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar destegi bulunan
sistemde besiyerleri siirekli kontrol altindadir. Steril 6rnekler ekilmeden &nce
besiyerlerine ‘’reconstitution’’ sivist ilave edilirken; steril olmayan Orneklerin
ekiminden Once antibiyotik karisimi eklemek gereklidir. Sistem kan disindaki tiim

ornekler i¢in uygundur (20).

BACTEC 9000 MB, besiyerlerindeki oksijen kullaniminin floresans ile belirlendigi
bir sistemdir. Modifiye M 7H9 siv1 besiyerlerine ekimden 6nce PANTA ilave edilir.
Sistemde balgam ve diger solunum yolu 6rnekleri i¢in “’Myco/F sputa’’ , kan ve

diger steril viicut bdlgelerinden alinan Ornekler icin “’MycoF/lytic’” besiyeri

kullanilir (20).

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan tiiplerde, M 7H9 siv1 besiyeri ve dip
kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal kompleksi igeren silikon bulunur.
Klinik 6rnekler ekilmeden once besiyerlerine OADC ve PANTA ilave edilir.
Kullanilan besiyerlerinde herhangi bir lireme olmadiginda oksijen varlifina baglh
olarak silikon tabakaya gonderilen UV 1sinina karsi floresan olugsmazken;
mikobakteri veya diger mikroorganizmalar iirediginde oksijenin kullanilmasi
sonucunda UV 1smina karsi floresan olusmakta ve olusan floresan miktar1 iireme
indeksi olarak degerlendirilmektedir. Tam otomatize bir sistem olmakla birlikte, UV
15181 altinda makroskobik olarak da degerlendirme yapilabildiginden manuel olarak
kullanilmaya da uygundur. Kan digindaki diger tiim klinik &rnekler igin

kullanilabilmektedir (20,26)

Fazla sayida 6rnegi ayn1 anda kontrol edebilen BACTEC MGIT 960 ( 960 6rnek),
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BACTEC 9000 MB (240 6rnek) , MB/BacT (240 6rnek) ve ESP. 11 (128/256/384
ormek inceleyen ii¢ farkli cihaz) genellikle yiliksek kapasite ile calisan
laboratuvarlarda tercih edilmekle birlikte; daha diistik kapasite ile ¢alisan
laboratuvarlar i¢in Septi-Check AFB (BD Biosciences, Sparks, MD), MGIT (BD
Biosciences, Sparks, MD) ve MB Redox (Biotest Diagnostics Corp., Danville, NJ)

gibi manuel sistemler onerilmektedir (26).

Septi-Check AFB, sivi (M 7H9) ve g tip kat1 (LJ, M 7H11, ¢ukulatams1 agar)
besiyerinin  kullanildig1  bifazik bir kiiltiir = sistemidir. Cukulatams1 agar
kontaminasyonu belirlemek amaciyla kullanilir. Kiiltiir isleminden 6nce besiyerine
glukoz, gliserin, oleik asit, pridoksal HCI, katalaz, albumin, azlosilin, nalidiksik asit,
trimetoprim, polimiksin B ve amfoterisin B iceren zenginlestirici ilave edilir. Klinik
orneklerin ekiminden sonra besiyerleri ilk 24 saat ters olarak bekletilir ve siire
sonunda dik konuma getirilir. Kiiltlir siliresince besiyerleri ara sira hafifce
calkalanarak sivi besiyerinin kati besiyerlerine temasi saglanmalidir. Sistem kan
disindaki tiim klinik ornekler i¢in uygundur (20). Cihaz gerektirmeyen MB Redox
sisteminde mikobakterilerin izolasyonu amaciyla antibiyotik karigimi1 ve renksiz
tetrazolium tuzu iceren modifiye Kirchner besiyeri kullanilir. Tetrazolium tuzu
mikobakterilerin redoks sistemi sayesinde, hiicre yiizeyinde graniiler formda biriken
pembe, kirmiz1 ve menekse renginde formazona indirgenir ve lireme sonucu olusan
mikrokoloniler renkli partikiiller seklinde makroskobik olarak goriilebilir (20).
Drancourt ve arkadaglar1 (47) tarafindan yapilan bir ¢alismada, M. tuberculosis’in

primer izolasyonunda % 5 koyun kanli agarin kullanilabilecegi de bildirilmistir
2.9.4. Tanimlama

Klasik ve tiire 6zgli gelistirilmis problarla molekiiler olarak tanimlama yapilabilir.
Klasik yontemlerle tanimlamada koloni morfolojisi, iireme zamani, ireme 1s1s1, kord
faktor olusumu, karanlikta yada 1s1kta pigment olusumunun gézlenmesi; aril siilfataz,
katalaz tayini, nitrat rediiksiyonu, niasin birikimi testi, pirazinamidaz, telliirit
rediiksiyonu, PNB (para-nitro benzoik asit) iceren besiyerinde iireme, tiyofen-2
karboksilik asit hidrazid (T2H) ile iiremenin inhibe edilmesi ve tween 80 hidrolizi
gibi biyokimyasal yontemler kullanilir. Cok biiyiik emek harcanmakla beraber tiim

tiirlerin tanimlanmasi miimkiin olmamaktadir (48).
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2.9.4.1. NAP Testi (p-nitro-a-acetylamino-p-hydroxypropiophenone)

NAP kloramfenikol sentezinde ara bilesik olan bir antimikobakteriyel ajandir. M.
tuberculosis kompleksin iiremesini selektif olarak inhibe eder. Diger mikobakteri
tiirleri NAP ile inhibe olmaz veya kismen inhibe olabilir. NAP igeren tlipe slipheli
koloniler inokiile edilir. Ureme yoksa bakterinin M. tuberculosis komplekse ait

oldugu diisiiniiliir (48).
2.9.4.2. Molekiiler Yontemler

Insanda infeksiyon yapan mikobakteri cesitliliginin artmasi nedeniyle tanimlamada
cesitli molekiiler yontemler kullanima girmistir. Ticari direkt amplifikasyon kitleri
basta polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve transkripsiyon aracili amplifikasyon
(TMA) olmak tiizere “strand displacement amplification” (SDA) ve ligaz zincir

reaksiyonu (LZR) gibi cesitli amplifikasyon yontemleri kullanilmaktadir (49).

llag direncini saptamada INNO-LIPA RIF TB (Innogennetics NV, Zwijndrect,
Belgium) ve GenoType MTBDR (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany) gibi

revers hibridizasyon testleri kullanilmaktadir (50).
Molekiiler yontemler sunlardir:

. Amplicor MTB test (Roche Diagnostics)
o AMTD (Gen-Probe) testi

. SDA (BD ProbeTec ET)

. LCx MTB (Abbott)

. Real-time PCR

. Inno-LiPA Rif TB (Innogenetics)

Serolojik testler de uygulanmasi kolay, ucuz, antijenik yapinin saptanmasi esasina
dayanir; ancak duyarliliklarinin diigiik olmasi, M. tuberculosis kompleksin diger
mikobakterilerle ayriminit yapamadiklar1 i¢in rutin tani laboratuvarlarinda yaygin

kullanima girememistir.
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2.9.5. Antibiyotik duyarhlik testleri

M. tuberculosis kompleksin antitiiberkiiloz ilaglara kars1 duyarliligini belirlemede en
giivenilir ve en hizli yontemi bulmak amaciyla ¢ok sayida duyarlilik yontemi

gelistirilmistir.

Direkt yontem: Calisilacak 6rnek, gelen klinik materyal ise preparatinda goriilen
aside direngli bakteri oranina goére mililitresindeki ortalama bakteri sayisi
hesaplanarak, homojenizasyon-dekontaminasyon islemleri sonrasinda ilagh ve ilagsiz

besiyerlerine ekimi yapilir.

Indirekt yontem: Klinik 6rneklerden saf kiiltiir halinde aside direngli bakteri izole

edilir, uygun inokulum hazirlanarak ilagl ve ilagsiz besiyerlerine ekim yapilir.

Duyarlilik yontemleri arasinda orantilama yontemini temel alan, kiiltiire dayali
klasik testler en yaygin kullanilanlaridir. Kati besiyeri olarak LJ, agar bazli besiyeri
olarak da M 7H10, 7HI11 kullanilmaktadir. Modifiye M7H9 sivi besiyerinin
kullanildigit B 460 TB ve MGIT 960 gibi hizli ticari sistemler de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Etest yontemi de kullanilabilecek alternatif bir yontemdir. Ancak

duyarlilik testlerini yapmak ve yorumlamak i¢in bazi tanimlar1 bilmek gerekir:

llacin kritik konsantrasyonu: Daha once ilagla karsilasmamis M. tuberculosis’in
mutasyon i¢ermeyen klinik izolatlarinin (sokak susu) % 95’ini inhibe eden, ancak
ayni zamanda ilaca cevap vermemis hastalardan alinan tiirleri inhibe etmeyen en
diisiik konsantrasyondur (6). Farkli besiyerinde ilacin kritik konsantrasyonlarinin
farkli olmasinin nedenleri; besiyeri i¢gindeki ilacin farkli sekilde absorbsiyonu, ilacin
baz1 besiyeri komponentlerine baglanmasi, besiyerinin hazirlanmasi sirasinda ilacin
inaktivasyonu ve ilagsiz besiyerinde yeterli lireme igin gerekli inkiibasyon siiresinde

ilagh besiyerinde ilacin bozulmasi seklinde siralanabilir (7).

Duyarlilik testleri yapilirken mikobakteri toplulugu icinde direngli bakteri ylizdesini

de ortaya ¢ikaracak yontemler tanimlanmistir:

a) Orant1 (proporsiyon) yontemi (direkt — indirekt): Canetti, Rist ve Grosset
tarafindan 1963 yilinda tanimlanmistir. Bu yontemde basiller ilag igeren ve ilag
icermeyen agar temelli besiyerlerine ekilip 3 hafta inkiibasyona birakilmaktadir.

Inkiibasyon sonunda ilag iceren besiyerindeki koloni sayisin, ilag igermeyen
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besiyerindeki koloni sayisina orani direngli basillerin oranint gosterir. Test edilen
suslarda hesaplanan diren¢ yiizdesi 1 veya daha fazla ise o susun test edilen
antibiyotige direngli oldugu kabul edilir (51). Uygulama kosullarindan en az

etkilenen sonugclar1 en kabul goren yontemdir.

b) Mutlak konsantrasyon yontemi: Meissner tarafindan 1961°de tanimlanmistir.
Test edilen organizmaya kars1 her bir ilacin Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK)
degerini tespit etme temeline dayanan bu yontemde, 2x10° veya 2x10* koloni
olusturan birim/mililitre (CFU/mL) bakteri i¢ceren mikobakteri soliisyonu, hem belirli
konsantrasyonlarda ila¢ igeren hem de ilagsiz kontrol besiyerlerine ekilir. Ureme

olmayan besiyerindeki ilag konsantrasyonu o susun MIK degeri olarak kabul edilir.

¢) Nisbi diren¢ yontemi: Mitchisson tarafindan 1957’de tanimlanmistir. Mutlak
konsantrasyon yontemi ile ayni temel prensibe dayanir. Farki bu yontemde standart
H37Rv M. tuberculosis susu ile denenen susa paralel bir seri hazirlanmasidir.
Denenen mikobakteri susunun MIiK degeri, standart susun MIK degerine béliinerek
direng belirlenir. Bu oran > 8 ise sus denenen ilaca direncli, < 2 ise duyarlidir. Oranin

4 olmasi susun direncli olabilecegi hakkinda fikir vermektedir (51).
2.9.5.1. Agar orantilama yontemi

Middlebrook 7H10 besiyeri ile standart olarak Onerilen modifiye orantilama
yonteminde, test edilecek tiiberkiiloz basilinin standardize edilmis siispansiyonu
antibiyotik igeren ve igermeyen agar plaklarina paralel olarak inokule edilir. CO;’li
ortamda 37°C’de 3 haftalik inkiibasyonu takiben, antibiyotik iceren besiyerindeki
iireme miktar1 antibiyotiksiz kontrol besiyerindeki iireme miktari ile karsilastirilarak,

mikroorganizma direngli veya duyarlt olarak siiflandirilir.
2.9.5.2. BACTEC 460 TB (Radyometrik) Antibiyotik duyarhhk testi

Mikobakteriler antibiyotik iceren ve icermeyen BACTEC 12B (M 7H12) siselerine
ekilir ve 37°C’de inkiibe edilir. Kontrol sisesine ekilen mikroorganizma
konsantrasyonu ilag iceren siseye gore 100 kat azdir. Siseler giinliik olarak B 460
cihazinda okunur. Antimikobakteriyel inhibisyon olmadiginda, mikobakteriler iirer
ve besiyerindeki 4C isaretli substrati kullanir. Bdylelikle substrat dekarboksile
olarak, 14CO, olusur ve B 460 cihazinda kantitatif olarak &l¢iiliir. Uretilen 14CO5’nin

kantite edilmesi Growth Index (GI) terimiyle sayisal olarak yapilmaktadir. GI degeri
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besiyerindeki mikobakterilerin lireme miktariyla direkt olarak orantilidir. Duyarlilik
sonuclarl, kontrol ve ilag iceren siselerin giinlik GI degeri artiglarinin
karsilastirilmasiyla yorumlanir. Antitliberkiiloz ilag iceren besiyerinde, duyarh
mikobakterilerin iiremesi inhibe olur ve bu GI okumalariyla kaydedilen giinliik
14CO; iretiminde artmama veya azalmayla sonuclanir. Mikobakteriler test edilen
ilaca direngliyse, iiremenin inhibisyonu sézkonusu olmayacak ve GI giinliik olarak
artacaktir. Glnlilk GI degerindeki artis, test kiiltiiriinlin direnclilik derecesiyle

orantilidir.
2.9.5.3. MGIT 960 ( Florometrik ) Antibiyotik duyarhlik testi

Modifiye Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri igerir. MGIT tiipiiniin dibindeki silikon
i¢cine floresan madde gomiiliidiir. Floresan madde sivi besiyerinde ¢ozlilmiis oksijen
varligina duyarhdir. Coziilmiis oksijenin baslangigtaki konsantrasyonu floresan
maddeden floresans yayilimini baskilar. Ureyen mikroorganizmalar oksijeni tiiketir
ve floresan maddenin floresans yaymasina neden olur. MGIT 960 SIRE kiti 4-13
giinde sonlanan kalitatif bir testtir. Test M. tuberculosis izolatlarinin ilagli ve ilagsiz
tiiplerdeki tiremelerinin karsilastirilmasi esasina dayanir. MGIT 960 cihaz: tiiplerdeki
floresans artigini siirekli izler. Cihaz yardimiyla ilach ve ilagsiz tliplerdeki floresans
analizleri karsilastirilarak duyarlilik sonuglar1 belirlenir. MGIT 960 cihazi otomatik

olarak bu sonuglar1 yorumlar ve duyarli ya da direngli olarak bildirir.
2.9.5.4. Etest duyarhlik yontemi

Lowenstein-Jensen besiyerinde tliremis ortalama 2 haftalik taze kiiltiirden sivi
besiyeri i¢ine alinip emiilsifiye edilir. Bulanikligt Mac Farland no 3’e ayarlanir.
Ekiivyonlu ¢ubuk yardimiyla M 7H10 besiyerine ii¢ yonli siiriiliip % 5-10 CO,li
ortamda inkiibe edilir. 24 saat sonra Etest (AB BIODISK, Solna, Sweden) seritleri
yerlestirilir. Yine ayn1 ortamda inkiibasyona birakilir. Ortalama 5-7 giin sonra yeterli
iireme varsa okunur. Uremenin kuvvetle inhibe oldugu ¢izginin Etest seridini kestigi

nokta MIK degeri olarak saptanir (7).
2.10. KORUNMA VE KONTROL

Gelismis Tllkelerde 1980’lere kadar aktif tiiberkiiloz kontrol programlarinin

uygulanmasiyla tiiberkiiloz insidansinda belirgin azalma kaydedilmekle birlikte HIV
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epidemisi, antitiiberkiiloz ilaglara direng, seyahatlerin yayginlagmasi gibi nedenlerle

hastalik yeniden tirmanisa ge¢cmistir (5).
2.10.1. Birincil Koruma

Hentiz tiiberkiiloz basili ile karsilasmamis bireylerde tiiberkiiloz gelisimini 6nlemek

amaciyla uygulanir. Bunun i¢in iki yontem uygulanmaktadir:

a- Tiiberkiilozlu hastalarin erken donemde belirlenip etkili tedavi edilmesi. Boylece
kaynak azaltilarak infekte olmamuis kisilerin tiiberkiiloz basilleri ile kargilagsma riskini

azaltmak,

b- Asilama: Tam hiicre asilar1 (canli, 6li)... BCG asist
Subiinit asilar
Ciplak DNA asilar

2.10.2. ikincil koruma
Infekte bireylerde hastalik gelisiminin &nlenmesi amaciyla genellikle izoniasid

verilerek uygulanir (24).
2.11. TEDAVi

Etkili tiiberkiiloz tedavisi hizli iireyen basillere karsi erken bakterisidal etkili ve

dormant basilleri de ortadan kaldirmaya yonelik olmalidir (41).

[laca direngli tiiberkiiloz, diinyanin ve iilkemizin son yillarda iizerinde ciddi olarak
durdugu bir konudur. Yeni olgularin basari ile tedavi edilmesi yeni ilag direnci olan
olgularin ortaya ¢ikmasina engel olmaktadir fakat varolan ilaca direng¢li olgular
tedavi edilmezse, bulastirma, yeni infeksiyon ve yeni hastalik ile ila¢ direncinin
stirmesi s6z konusudur (52). Bu nedenle tedavide bazi tanimlar1 bilmek yararh

olacaktir:

Cok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID): En az izoniazid ve rifampisine birlikte olmak

lizere daha fazla antitliberkiiloz ilaca direncli sus olarak tanimlanir.

Yaygin ilag direngli tiiberkiiloz (YID): CID ve ikinci secenek ilaglardan en az iiciine

direncli sus olarak tanimlanir (52).

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar birinci se¢enek (primer,major) ve ikinci

secenek (sekonder,mindr) olarak iki grup altinda incelenebilir:
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2.11.1. Birinci secenek antitiiberkiiloz ilaclar

Izoniazid: Izonikotinik asidin hidrazididir. Izoniazid halen mevcut olan
antitiiberkiiloz ilaglarin en giicliisiidiir. Klinik dozlarla olusan konsantrasyonlarda
dormant basiller iizerinde bakteriyostatik, hizli ¢cogalanlar {izerinde bakterisit etki
yapar. Ayrica makrofajlar ve kazedz lezyonlar igine girebilmesi, iyi absorbe
edilmesi, kolay alinmas1 ve ucuz olmasi bu ilact en 6nemli antitiiberkiiloz ilag yapar.

Etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir. Bir goriise gore bakteri igine

giren izoniazid orada bir peroksidazin etkisi altinda hidrazin ve izonikotinik aside
doniisiir. Sonuncu madde bakteride nikotinik asidin antimetaboliti olarak etki yapar
ve bir koenzim A tiiriiniin sentezini bozar. Sonugta hiicrede hidrojen peroksid yikimi

yapilamaz ve fazla miktarda biriken bu madde letal etki yapar (53, 54).

Rifampisin : Bir rifamisin tiirlidiir. Tiiberkiiloz tedavisinde izoniazidden sonra ikinci
onemli ilagtir. Hem hizli ¢ogalan, hem de dormant duruma ge¢mis mikobakterilere
etkilidir. Gerek hiicre disindaki ve gerekse hiicre icindeki mikobakterilere bakterisit
etki yapar. Mikobakterilerin RNA polimeraz enzimini inhibe eder. Tek doz halinde
alinabilmesi, biitlin tiiberkiiloz ilaglar1 i¢cinde etki giicii bakimindan izoniazide en
yakin ila¢ olmasi, yan etkilerinin ondan daha az olmasi1 ve diger ilaglara direncli

suslara kars1 etkili bulunmasi bu ilacin degerini artirir (53, 55).

Pirazinamid : Nikotinamidin sentetik pirazin analogudur. Izoniazid derecesinde
olmasa bile oldukca giiclii bakterisit etkisi vardir. Bu etkisini hem ¢ogalma halindeki,
hem de dormant duruma ge¢mis mikobakteriler {izerinde gosterir. Monositler ve
makrofajlar icindeki yavas ¢ogalan mikobakteriler iizerinde en etkili bakterisittir (53,

54).

Streptomisin : M. tuberculosis’e kars1 etkin oldugu gosterilen ilk ilactir.
Streptomisin parenteral olarak kullanilan bir ilagtir. 1940’larda kesfinden bugiine
stirekli olarak tiiberkiiloz kemoterapisinde major bir rol oynamistir. Streptomisin
bakterinin 30S ribozomuna irreversibl olarak baglanir, bdylece protein sentezini
inhibe eder. Streptomisinin bakteri ve makrofajlar icine girme yetenegi diisiiktiir.
Klinikte kullanilan dozlarda, streptomisinin etkisi esas itibariyle bakteriyostatiktir.

Boylece streptomisinle tedavi siipresif bir tedavidir, yani viicuttaki odaklarda
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yerlesmis bakteri ila¢ ortamda bulundugu siirece baski altinda kalir, ¢ogalamaz; fakat

bakterilerin tamamiyla yok edilmesi miimkiin olmaz (53, 54).

Etambutol : Baska hi¢bir antimikrobiyal ila¢ ailesi ile iliskisi olmayan ayr1 bir
bilesiktir. Di- (1-butanol)-etilendiimin dihidrokloriir’iin dekstro seklidir. Birinci sira
ilaclara artan bakteriyel diren¢ nedeniyle gelistirilmistir. Tiiberkiilostatik bir ilagtir ve
etkinligi izoniazid ve rifampisine gore diisiiktiir, ancak kendisine kars1 yavag direng

gelismesi terdpatik degerini artirir (53).

Bu ilaglarim ETM disinda bakterisidal etki gosterdikleri kabul edilmektedir. Ancak
diger antimikrobiyal ajanlarda oldugu gibi bu ilaglar1 bakteriyostatik ve bakterisidal
olarak siniflamak pek uygun goriilmemektedir. Ciinkii alinan dozlara, birlikte
kullanilan diger ajanlara ve in vivo etkinlige bagli olarak bakteriyostatik ve
bakterisidal etkinliklerin degisiklige wugrayabildigi farkli klinik caligmalarla
gosterilmistir (54). S6zii edilen bu ilaglarin toksisiteleri cok azdir ve kombine sekilde
kullanildiklarinda oldukca etkililerdir. Basiller duyarli oldugu siirece tiiberkiiloz

tedavisi bu ilaglardan olusan tedavi rejimleri ile yapilmalidir (Tablo 5).
2.11.2. ikinci secenek ilaclar

Kapreomisin, kanamisin, etionamid, para-aminosalisilik asit, ofloksasin,
siprofloksasin ve sikloserinden olugmaktadir. Bu grup ilaglar, birinci seceneklere
gore daha az etkili, daha cok toksik ve daha az tolere edilebilen ilaglardir. Genellikle
birinci secenek ilaglara karsi direnc gelistigi yada toksik etki meydana geldigi
durumlarda kullanilirlar. Yeni gelistirilen ve etkinlikleri heniiz genis klinik
calismalarda incelenmemis olan deneme asamasindaki ilaglar (kinolonlar, amikasin,
rifabutin, klofazimin ve beta laktam-beta laktamaz inhibitdr kombinasyonlar1) da bu

grup icinde degerlendirilebilir (53, 55).
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Tablo 5.Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar (55)

Birinci Secenek ilaclar

ikinci Secenek ilaclar

Amikasin
Kanamisin
PAS

Tiosetazon

] Temel Digerleri Eski Yeni

I1zoniazid Pirazinamid Etionamid Kinolonlar

Rifampisin Etambutol Sikloserin Ofloksasin
Streptomisin Kapreomisin Siprofloksasin

Sparfloksasin

Makrolidler

Klaritromisin

Klofamizin

Amoksasilin-

Klavulanik asid

Yeni rifamisinler

Rifabutin

Rifapentin

36




3. GEREC VE YONTEM

20 Mayis 2005 ile 21 Temmuz 2006 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastaneleri’ne basvuran tiiberkiiloz 6n tanili hastalara ait klinik

orneklerden izole edilen 33 M. tuberculosis kompleks susu ¢alismaya alindi.

Suslar ¢alisma tarihine kadar siit kaymagi (Oxoid,UK) i¢inde -70°C’de ve M 7H9
besiyerinde +4°C’de 6’sar aylik pasajlar yapilarak saklandi. Calisma sirasinda
Lowenstein-Jensen katt ve Middlebrook (M) 7H9 sivi besiyerlerine subkiiltiirleri
yapilarak canlandirildi. Agar orantilama yontemi, BACTEC 460 TB, MGIT 960 ve
Etest yontemleriyle duyarliliklar1 ¢aligildi.

3.1. BAKTERILERIN TANIMLANMASI

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri’nden Anabilim Dali Mikobakteriyoloji
Laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen mikobakteriler klasik
yontemlere ek olarak NAP testi yapilarak M. tuberculosis kompleks olarak

tanimlandi.
3.1.1. NAP Testi (p-nitro-a-acetylamino--hydroxypropiophenone) (MGIT)

Ureme saptandiktan sonraki 1-2. Giin: Steril tiip igerisinde 1 mL pozitif MGIT Tiipii,
4 mL steril distile su ile sulandirildi. GC (iireme kontrolii) ve NAP testi i¢in 2 yeni
MGIT 7 mL tiipiine sus kayd1 yapildi. GC ve NAP kontrolii i¢in tiipler isaretlendi
GC ve NAP tiipii igerisine “’Growth Supleman:’” ve MGIT PANTA karisimindan
0,8’er mL eklendi. NAP isaretlenmis sise igerisine 0,1 mL p-NAP reaktifi eklendi.
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1 /4 sulandirilmis siispansiyondan her iki tiipe 0,5 mL siispansiyondan ekildi. Ikili
barkod tastyicilarina GC tiipii sola, NAP sisesi saga yerlestirildi. Barkod okutularak

cihaza yerlestirildi.

Ureme saptandiktan sonraki 3-5. giin: Pozitif MGIT tiipiindeki bulanikligin 0.5
MacFarland’1 gecip ge¢medigi kontrol edildi. 0.5 MacFarland’dan daha bulanik
oldugu durumlarda, yeni bir steril tiip icerisinde, distile su ile diliie ederek en fazla
0.5 MacFarland bulanikligina ayarlandi. Pozitif MGIT tiiplindeki bulaniklig1 0,5 Mac
Farland’1 ge¢gmeyen ve daha yogun olup da 0,5 Mac Farland bulanikligina

ayarlanmus tiiplerle 1 ve 2. giindeki islem basamagina devam edildi.

Degerlendirme: Cihaz giinliik okuma yaparak ortalama 4 giinde kontrol sisesinde
iireme olup NAP sisesinde iireme olmayan siseyi gosterip testi sonuclandirdiginda
suslar M. tuberculosis kompleks olarak tanimlandi. Ayrica kord faktor, koloni
morfolojisi, lireme 1s1s1 ve siiresi gibi konvansiyonel yontemler, gerektiginde de

kimyasal yontemler tanimlamada kullanildu.
3.2. ANTIiBiYOTiK DUYARLILIK TESTLERI

Calismada M. tuberculosis kompleks antibiyotik duyarlili§i i¢in agar orantilama
yontemi, BACTEC 460TB duyarlilik yontemi, MGIT 960 duyarlilik yontemi ve
Etest yontemi kullanildi.

3.2.1. Agar orantilama yontemi
M 7H10 besiyeri kullanilarak ¢alisildi.
1)Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi:

Toz seklindeki antibiyotikler Ankara Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Tiiberkiiloz
Referans ve Arastirma Laboratuvari’ndan elde edildi. ETM, STR, INH icin steril
distile su ile, RIF icin dimetil sulfoksit veya metanolle ¢dzerek en az 1.000
pg/mL’lik stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyon hazirlarken; gereken miktarin
biraz fazlasi toz antibiyotik tartip, istenen stok antibiyotik konsantrasyonunu elde

etmek i¢in, gereken hacim su formiille hesaplandi:

Hacim (ml) = .Aglrlzk (mg)x Potens (ug/ mg)
Istenilen konsantrasyon (g / mL)
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Stok soliisyonu 0.22 um por ¢apli membran filtreden siiziip steril ettikten sonra,

polipropilen tiiplerde parcalara bolerek -70°C’de saklandi.

Besiyeri  hazirlanirken  antibiyotikler besiyerlerine eklenmeden o©nce stok
konsantrasyonlardan ¢aligma konsantrasyonlar1 hazirlandi ve besiyerlerine uygun

miktarlarda eklendi (Tablo 6).

Tablo 6. Middlebrook 7HI10 besiyerine eklenen ilaclarin stok ve c¢alisma

konsantrasyonlar1 (56)

200 mL 7H10 agara
7H10 agarda ilacin
. Stok konsantrasyon 7H10 agar i¢in galisma calisma
Ilag Coziici Son konsantrasyonu
(ng/mL) konsantrasyonu (pug/mL) konsantrasyonundan (ng'mL)
m
eklenen miktar (mL) ne
0.2 0.2 (KK)
INH | SDS 10.000 200 1.0 1.0
1.0 5.0 (KK)
ET™M SDS 10.000 1.000
RIF MET 10.000 1.000 0.2 1.0 (KK)
0.4 2.0 (KK)
STR SDS 10.000 1.000 2.0 10.0

SDS: Steril distile su, MET: Metanol, KK: Kritik konsantrasyon

i1) Agar besiyerinin hazirlanmasi;

Her birine 1’er mL gliserol, iireticilerin tavsiyelerine uygun miktarda M 7H10 (GBL
Rosmedia) besiyeri ve distile su konmus halde otoklavlanan 200 mL’lik alt1 balon
agar besiyerine su banyosunda 50-56°C’ye geldiginde 20 mL zenginlestirici OADC
(oleik asit, albumin, dekstroz, katalaz ) (Becton Dickinson Diagnostic Instruments,
Sparks, MD) eklendi. Devaminda bir balon ayrilarak geride kalan bes balona INH
icin iki ayr1 konsantrasyonda olmak iizere uygun miktarlarda STR, ETM, RIF

eklendi. Ayrilan balondaki besiyeri lireme ve kontaminasyon kontrolii i¢in kullanildi.
iii) Inokulum hazirlanmas;

Kat1 besiyerinde iiremis ortalama 2 haftalik koloniler kazinarak alindi ve i¢inde 6-8
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adet cam boncuk bulunan M 7H9 sivi besiyerinde emulsifiye edildi. 1-2 dakika
stireyle vortekslendi. Biiyiik partikiillerin ¢okmesi i¢in 30 dakika siireyle tiip
bekletildi. Siipernatant steril pastor pipeti yardimiyla bos bir steril cam tiipe alindi.
Siv1 besiyeri eklenerek siispansiyonun bulanikligt MacFarland no 1’e ayarlanip
(vaklastk 107 CFU/mL) steril distile suyla bu siispansiyonun 107 (1/100) ve 10™
(1/10.000) diliisyonlar1 hazirlandi.

iv) Inokulasyon ve inkiibasyon:
Antibiyotik duyarlilig: test edilecek her bir mikroorganizma i¢in; iki set test

besiyeri (I ve II nolu plaklarin her birinden 2’ser) oda 1sisina getirildi. Petri plaklari
hasta kiiltiir numarasi ve diliisyon oranlarmi gosterecek sekilde (setlerden birini 107
digerini 10* ) isaretlendi. Once I nolu setin her bir bélmesine énceden hazirlanmis
olan 107 basil diliisyonundan steril bir pipet kullanarak 0.1’er mL inokule edildi.
Sonra II nolu set igin ayni islem 10 diliisyon ile tekrarlandi. inokulumun saf olup
olmadigin1 kontrol etmek amaciyla dilue edilmemis siispansiyondan 1-2 damla bir
adet kanl1 agar besiyerine de ekim yapildi. Inokulumun besiyerlerine absorbe olmasi
i¢cin inokule edilen plaklar agarli tarafi asagida olmak iizere oda 1sisinda yaklasik 1

saat siireyle bekletildi.

Bu islem esnasinda, formaldehit olusumunu 6nlemek i¢in, plaklar 1siktan korundu.
Her bir petri plagi ayr1 bir CO, gegirgen polietilen torbaya sarilip % 5-10 CO,li
ortamda 3 hafta siireyle inkiibe edildi.

v) Plaklarin okunmasi ve yorumlama:

Inkiibasyonun ilk 7 giinii kontaminant bakteri varlig1 yoniinden kanli agar incelendi.
Kontaminasyon saptandiginda test tekrar edildi. Test besiyerlerinde ise antibiyotiksiz
kontrol bdlmeleri ii¢ hafta boyunca her hafta incelendi. Ugiincii hafta sonunda iireme
yetersizse, test tekrar edildi. Ug haftadan dnce kontrol bolmesinde 50 koloni iizerinde
tireme (+1 veya daha fazla) goriiliince test degerlendirildi ve diren¢li sonuglar
kaydedildi. Fakat duyarli sonuglar1 kaydetmek icin ii¢ hafta beklendi. Ugiincii
haftadan sonra plaklar degerlendirilmedi. inkiibasyon sonunda tiim kadranlardaki
koloniler sayild1 ve tablo 7’ye gore yorumlandi. Ilag igeren besiyerindeki iireme
oran1 kontrol besiyerindeki iiremenin % 1’ine esit veya daha biiyiikk ise sonucu

direngli; % 1’inden az ise duyarl olarak yorumlandi.
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Tagh bélmedeki koloni sayist X 100
kontrol bolme sin deki koloni sayisi

Direng orani (%) =

Tablo 7. Agar plaklarindaki mikobakteri kolonilerinin {ireme yoniinde kantitasyonu

(56)

Koloni sayisi Kantitasyon
0-50 Gergek koloni sayist
50-100 1+
100-200 2+
200-500 3+
>500 (asir1 iireme) 4+

3.2.2. BACTEC 460 TB (Radyometrik) Antibiyotik duyarhhk testi
1) Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi:

BACTEC SIRE kitinden STR, INH, RiF ve ETM nin stok soliisyonlarini hazirlandi.
Her liyofilize antibiyotik sisesinin kapagi alkollii pamukla silindi. Her liyofilize
antibiyotik sisesine 5 mL steril deiyonize su eklenip tamamen ¢6ziinene kadar
karnigtirildi. Her antimikrobiyal ajan i¢in tek bir konsantrasyon kullanildi.
Antimikrobiyal ajanlarin dilisyon semasi ve BACTEC 12B besiyerindeki son
konsantrasyonlar1 tablo 8’de goriilmektedir. Stok soliisyonu parcalara boliiniip; 2-

8°C’de 3 giin, -70°C’de alt1 aya kadar saklandi.
1) BACTEC 12B siselerinin etiketlenmesi;

Her bir antibiyotik duyarlilik testi i¢in bes adet 12B sisesi ve bir adet diliisyon sivisi
(DF) sisesi hazirlanip tiim siselerin {lizerine hasta kiiltiir numarasi, bes adet 12B

sisesinin birine kontrol, dordiine ise ¢alisilacak dort antibiyotigin ismini yazildu.
111) Antibiyotik iceren 12B besiyerlerinin hazirlanmasi;

Dort antibiyotigin her birinden 0.1 mL, tek kullanimlik tiiberkiilin enjektoriiyle, her
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birinin lizerinde antibiyotigin ismi yazan dort ayr1t BACTEC 12B sisesine eklendi
iv) Inokulum hazirlanmast;

Primer izolasyon sisesi kullanildiginda, GI degeri 10’un iizerine ¢iktiginda siseleri
giinliik olarak test ederek, GI degerinin >500 olmasinm1 beklenip bu sise inokulum
olarak kullanildi. Eger 12B sisesine subkiiltiir yapildiysa, GI degeri >500 olana kadar
siseleri giinliik olarak okutup GI degeri >800 ise, siispansiyon DF ile 1/1 dilue edildi

ve bu siispansiyon inokulum olarak kullanildi.
v) Inokulasyon ve inkiibasyon;

Antibiyotik duyarhilik testlerinde kullanilacak tiim 12B siselerini BACTEC 460
cihazinda test ederek siselerin icinde % 5’lik CO, ortami saglandi. Dort adet
antibiyotikli ve bir adet antibiyotiksiz kontrol besiyerini siralandi. Siselerin lastik
kapaklarin1 alkollii pamukla dezenfekte edilip inokulum siispansiyonu iyice
karistirtlip bir tiiberkiilin enjektorii yardimiyla 0.1 mL dilue edilmemis silispansiyon
ilag iceren dort adet 12B sisesine inokule edildi. Birka¢ damla inokulum
slispansiyonu, bir adet kanli agar ve bir adet M 7H10 agar plagina inokiile edildi.
DF ile 1/100 oraninda diliie edilmis siispansiyondan 0.1 mL kontrol sisesine inokule
edildi. Her sisenin lastik kapagi dezenfektan emdirilmis pamukla ve pesinden

alkollii pamukla silinip siseler 37 +1 °C’de karanlikta inkiibe edildi.
vi) Sonuglarin degerlendirilmesi

Kontaminasyon kontrolii yapildi. Giinliik programda; siseler hafta sonu ve tatiller
dahil olmak {izere yaklagik ayni saatte giinliikk olarak okutuldu. Okutmaya en az 4
giin devam edildi. Kontrol sigesinin GI degeri >30 oldugunda sonuglar yorumlandi.
Kontrol sisesinin GI degeri bir iki gilin i¢inde >30 oldugunda inokulumun yogun
oldugu kabul edilip test tekrar edildi. Kontrol sisesinin GI degeri 14 giinliik

inkiibasyondan sonra 30’a ulasmazsa, test yine tekrar edildi.

Hafta sonu dahil olmayan programda; test Cuma gilinii yapildi. Pazartesinden
itibaren okumaya baslandi. Her giin ayn1 saatte olmak iizere en az 3 giin okutuldu (5
giin inkiibasyon). Kontrol sisesinin GI degeri Pazartesi giinii >30 olursa, inokulumun
¢ok yogun oldugu diistiniiliip test tekrar edildi. Kontrol sisesinin GI degeri 14 gilinliik

inkiibasyondan sonra 30’a ulasmazsa, test tekrar edildi.
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vii) Yorumlama;
Kontrol ve ilag i¢eren siselerin, bir giin dnceyle karsilastirarak, GI farkliliklar:
(AGI) hesaplandi. Sonuglar asagidaki gibi yorumlandi.

kontrol sisesinin AGI > ilagl sisenin AGI = duyarh

kontrol sisesinin AGI < ilagli sisenin AGI = direngli

kontrol sisesinin AGI = ilagh sisenin AGI = sinirda veya kismi

direngli

flag igeren sisenin GI degeri 500’ii geger ve bir sonraki giin de 500’iin {izerinde
kalirsa, kontrol sisesinde inokulumun yogun olmadig: ispatlanmak kosulu ile AGI’e
bakmaksizin, sonu¢ direngli olarak yorumlandi. Sinirda sonuglar s6z konusuysa,

sigeler ek olarak 2-3 giin daha okutuldu.

Tablo 8. BACTEC 460TB duyarlilik testinde liyofilize antibiyotiklerden stok

soliisyon hazirlama ve 12B besiyerindeki final antibiyotik konsantrasyonlari (56)

Sisedeki Sulandirim 12B’ye
Sulandirim icin 12B’deki final
liyofilize sonrasi aktarilan
Antibiyotik steril distile su konsantrasyon
miktar konsantrasyon miktar
Streptomisin 1.2 mg 5 mL, sonra 1/3 diliisyon 80 pg/mL 0.1 mL 2.0 ug/mL
Izoniyazid 0.02 mg SmL 4 pg/mL 0.1 mL 0.1 pg/mL
Rifampisin 0.4 mg SmL 80 pg/mL 0.1 mL 2.0 pg/mL
Etambiitol 1.5 mg 5 mL, sonra 1/3 diliisyon 100 ug/mL 0.1 mL 2.5 pg/mL

3.2.3. MGIT 960 ( Florometrik ) Antibiyotik duyarhhk testi
1) Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmast:

Antibiyotikler MGIT SIRE kiti icinde liyofilize halde {iretici firma tarafindan
saglandi. Liyofilize halde bulunan bu ila¢ siseleri sulandirilarak stok soliisyonlar
hazirlandi. Her liyofilize antibiyotik sisesine 4 mL steril distile su ekleyip tamamen
¢oziinene kadar kanistirildi. Liyofilize antibiyotiklerin diliisyon semast ve MGIT 7
mL besiyerindeki final konsantrasyonlar1 tablo 9’de goriilmektedir. Ozellikle INH

icin olmak {izere, eger bir ilacin kritik konsantrasyonunda diren¢ goriiliirse, ilacin
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daha yiiksek bir konsantrasyonu i¢in duyarlilik testi yapilmasi onerilmektedir. Bu
amagla MGIT SM 4.0 ve INH 0.4 kitleri mevcuttur. Bu ¢alismada da direncli goriilen
INH ve STR igin gerektiginde bu konsantrasyonlar test edildi.

11) Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tiiplerinin hazirlanmasi :

Her test izolat1 i¢in 5 tane MGIT tiiplinii alinip ve iizerleri yazildi. (Kontrol-K,
digerlerine S, I, R ve E olarak). Her tiipe aseptik sartlarda 0.8 mL MGIT SIRE
zenginlestiricisi eklendi. Dort SIRE tiipiliniin her birine, daha 6nce hazirlanan
antibiyotik sollisyonlarindan bir mikropipet yardimi 100 pL pipetlendi (tablo 9).

Kontrol tiipline antimikrobiyal ajan eklenmedi.
iii) Inokulum hazirlanmast:

Kat1 ve sivi besiyerinden inokulum hazirlanabilir. Calismamizda pozitif MGIT

tiiptinden inokulum hazirlanda.

Pozitif bir MGIT tiipti, MGIT 960 cihazinda pozitif olduktan sonraki giin (1.giin)
dahil 5. gline kadar kullanilabilir. Tiipiin 5 giinden daha fazla bir pozitifligi varsa,
‘Growth’ zenginlestiricisi eklenmis yeni bir MGIT tiipiine subkiiltiirii yapild1 ve
pozitif oluncaya kadar cihazda test edilip, pozitifligi takip eden 1-5. giinlerde
kullanild1. Tiipler 1-2 giindiir pozitifse iyice karistirilip, inokulum olarak kullanildu.
Tiipler 3-5 gilindiir pozitifse serum fizyolojikle 1/5 diliie edildi ve bu siispansiyon

inokulum olarak kullanildu.
iv) Inokiilasyon:
Dort adet ilaghh MGIT tiipiiniin her birine (S, I, R, E) inokulum siispansiyonundan

0.5 mL pipetlendi. 1/100’liik kontrol slispansiyonu hazirlamak i¢in 9.9 mL steril SF
icine 0.1 mL mikroorganizma siispansiyonu pipetlenip iyice karistirildi. 1/100°liik
kontrol siispansiyonundan kontrol olarak etiketlenmis MGIT tiipiine 0.5 mL
pipetlendi. MGIT 960 cihazina giris kaydi yapildi. inokulum siispansiyonundan % 5
koyun kanli agara 0.1 mL ekilip, 35-37°C’de inkiibe edildi. Bakteriyel
kontaminasyon acisindan kanli agar plagi 48. saatte kontrol edildi. Kanli agar

plaginda iireme yoksa teste devam edildi, tireme varsa test tekrar edildi.

v)Sonuglarin yorumlanmasi ve rapor edilmesi:
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MGIT 960 cihaz1 sonucu direngli ya da duyarli olarak yorumlayip verdi. Sonucu

hatal1 verdiginde test tekrar edildi.

Tablo.9. MGIT liyofilize antibiyotiklerinin diliisyon semas1 ve MGIT tiipiindeki son

konsantrasyonlar1 (56)

Sulandirldiktan sonraki | MGIT tiipiine MGIT tiipiindeki son
Liyofilize Sulandirim
ila¢ konsantrasyonu eklenen miktar konsantrasyon
antibiyotik (steril distile su)
(ng/mL) (ng) (ng/mL)
MGIT STR 4 mL 83 100 1.0
MGIT iNH 4 mL 8.3 100 0.1
MGIT RiF 4 mL 83 100 1.0
MGIT EMB 4 mL 415 100 5.0
MGIT SM 4.0 2mL 332 100 4.0
MGIT INH 0.4 2mL 332 100 0.4

3.2.4. Etest duyarhhik yontemi

Lowenstein-Jensen besiyerinde iiremis ortalama 2 haftalik koloniler kazinarak alind1

ve i¢inde 6-8 adet cam boncuk bulunan M 7H9 buyyonunda emulsifiye edildi. 1-2
dakika siireyle vortekslendi. Biiylik partikiillerin ¢cokmesi icin 30 dakika stireyle tiip
bekletildi. Siipernatant steril pastor pipeti yardimiyla bos bir steril cam tiipe alindi.
Siv1 besiyeri eklenerek siispansiyonun bulanikligt MacFarland no 3’e (yaklasik
9x10% CFU/mL) ayarlamip M 7H10 kat1 besiyeri yiizeyine 1smsal tarzda yayildi ve
petriler 37°C’lik etlivde % 5-10 CO»’li ortamda 24 saat inkiibe edildi. Ertesi giin ayn1
saatlerde petrilere STR, INH, RIF, ETM Etest seritleri (AB BIODISK, Solna,
Sweden) yerlestirildikten sonra, petrilerin kenarlar1 kurumamasi i¢in parafilmle
kaplanarak yine 37°C’lik etiivde % 5-10 CO;’li ortamda 5-10 giin inkiibe edildi.
Uremenin kuvvetle inhibe oldugu ¢izginin Etest seridini kestigi nokta MIK degeri
olarak saptandi. MIK sinir degerleri hesaplanirken daha onceki ¢alismalarda
Onerilen sekilde agar orantilamada esas alinan kritik konsantrasyonlar dikkate
almarak duyarli ya da direngli sonu¢ olarak yorumlandi. Buna gore STR i¢in
2ug/mL, INH i¢in 0.2pg/mL, RIF i¢in 1.0 pg/mL ve ETM igin Spg/mL’in iizeri MIK
degerleri direngli olarak kabul edildi.
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Calismalarin tamami1 Smif II biyogiivenlik kabini i¢inde yapildi. Tim yontemler

uygulanirken M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) kalite kontrol susu kullanildu.

Duyarlilik yontemleri karsilagtirilirken Bayes’ teoremi kullanildi (57). Test siireleri

arasindaki fark ise Tukey analizine gore arastirildi (58).
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4. BULGULAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanelerine basvuran tiiberkiiloz 6n tanil
hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen M. tuberculosis kompleks suglarinin izole

edildigi klinik 6rneklere gére dagilimi Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. M. tuberculosis kompleks suslarinin izole edildigi klinik 6rnekler (n:33)

Ornek Say1 %
Balgam 8 24,3
BAL 5 15,1
Plevral mayi 4 12,1
BOS 6 18,1
Apse 3 9,1
Doku 3 9,1
idrar 2 6,1
Periton mayi 1 3,05
Batin i¢i mayi 1 3.05
Toplam 33 100

Klinik 6rneklerin ancak 5’inde ( 3 balgam , 1 apse ve 1 BAL 6rneginde) Ehrlich
Ziehl Neelsen boyama yontemiyle aside direncli basil goriilmiistiir. Kiiltiirlerin

tamaminin boyal1 preparatlarinda kord faktorii bulunmustur.

47



Altin standart agar orantilama yontemine gore suslarin duyarlilik ve diren¢ durumu
Tablo 11°de gosterilmistir. Buna gore suslar arasinda streptomisine ve etambiitole

direng¢ bulunmazken izoniazid ve rifampisine birlikte direncli iki sus bulunmustur.

Tablo 11. Altin standart yonteme (AQO) gore suslarin duyarlilik ve direng durumu

AGAR ORANTILAMA(AO) Duyarh (S) Direncli (R) | Direng %
Streptomisin 33 0 0
izoniyazid 31 2 6
Rifampisin 31 2 6
Etambiitol 33 0 0

M. tuberculosis kompleks suslarinin agar orantilama yontemiyle karsilastirmali
olarak diger li¢ yontemle uygulanan duyarhlik testlerinin sonuglar1 Tablo 12, 13,
14’de gosterilmistir. Buna gére BACTEC 460TB yontemi ile, agar orantilama
yontemiyle tiim antibiyotiklerle edinilen ayni bulgular elde edilmistir. MGIT 960
sistemiyle ek olarak bir susta streptomisine direng gozlenmistir. Etest yonteminde ise
tiim suslar en az iki kez c¢alisilmasina ragmen kiifle kontaminasyon nedeniyle ancak
15 susun minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri elde edilmis ve standart
yontemle direngli bulunan bir sus izoniazid ve rifampisine duyarli bulunurken bir sus
bu iki ilaca direngli bulunmustur. Duyarlilik testlerinin sonuglar1 Bayes’ teoremine

gore degerlendirilmistir.

Tablo 12. Agar orantilama ve BACTEC yontemleriyle antitiiberkiiloz ilag

duyarliligi, testin duyarliligi ve 6zgiilligii

AO BACTEC BACTEC (%)
Ilaglar | Duyarh (%) Direngli(%) Duyarh (%) Direngli(%) | Duyarhhk Ozgiilliik
STR 33 (100) 0 33 (100) 0 * 100
INH 31(93.9) 2(6.1) 31(93.9) 2(6.1) 100 100
RIF 31(93.9) 2(6.1) 31(93.9) 2(6.1) 100 100
ETM 33 (100) 0 33 (100) 0 * 100

*1zolatlar arasinda direngli sus bulunmadig i¢in hesaplanamadi.
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Tablo 13. Agar orantilama ve MGIT yontemleriyle antitiiberkiiloz ilag duyarliligi,
testin duyarlilig1 ve 6zgiilliigi

AO MGIT MGIT (%)
ilaclar | Duyarh (%) Direncli(%) Duyarh (%) Direncli(%) | Duyarhhk Ozgiilliik
STR 33 (100) 0 32(96.9) 1(3.1) * 96.8
INH 31(93.9) 2(6.1) 31(93.9) 2¢(6.1) 100 100
RIF 31(93.9) 2(6.1) 31(93.9) 2(6.1) 100 100
ETM 33 (100) 0 33 (100) 0 * 100

*Izolatlar arasinda direncli sus bulunmadig1 icin hesaplanamadi.

Tablo 14. Agar orantilama ve Etest yontemleriyle antitiiberkiiloz ila¢ duyarliligi,
testin duyarliligl ve 6zgilligii

AO ETEST ETEST (%)
llaclar | Duyarh (%) Direncli(%) Duyarh (%) Direncli(%) Duyarhlik  Ozgiilliik
STR 33 (100) 0 15 (100) 0 * 100
INH 31(93.9) 2(6.1) 14 (93.3) 1(6.7) 50.0 92.8
RIF 31(93.9) 2(6.1) 14 (93.3) 1(6.7) 50.0 92.8
ETM 33 (100) 0 15 (100) 0 * 100

*1zolatlar arasinda direngli sus bulunmadigi i¢in hesaplanamad.

Antitiiberkiiloz ilaglar dikkate alindiginda testlerin agar orantilama yontemine gore

yorumlana hata siniflamasi tablo 15 ‘de gosterilmistir.
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Tablo 15. Agar orantilama yontemi altin standart olarak alindiginda diger duyarlilik

yontemleriyle test edilen antitiiberkiiloz ilaclar i¢in hata oranlar

STR iNH RiF ETM

/%) /%) /%) /%)
CBH BH UYUM | CBH | BH | UYUM | CBH | BH | UYUM | CBH | BH | UYUM
BACTEC (n=132) 0 0 132/100 0 0 | 132/100 0 0 132/100 0 0 | 132/100
MGIT (n=132) 0 1(0.8) | 131/92 0 0 132/100 0 0 132/100 0 0 | 132/100
ETEST (n=60) 0 0 60/100 | 1(2) | © 59/98 1Q2) 0 59/98 0 0 60/100

CBH: Cok Biiyiik Hata, BH: Biiyilik Hata

Standart yontemle direngli bulunan izolatlarin 6zellikleri Tablo 16’da gosterilmistir.

Suslarin retrospektif irdelenmesinde hastalarin ilk kez tani aldig1 ve 6rnek alindigi

sirada antitliberkiiloz tedavi almadig bilgisine ulagilmistir.

Tablo 16. Direngli izolatlarin 6zellikleri

Sus no Ornek flac AO BACTEC MGIT ETEST
(ng/ml)

30 Balgam STR S S R 0.064 S
INH R R R 0.016 S

32 Doku RIF R R R 0.016 S
.. . |iNH R R R 32.0 R

33 Batin i¢i mayi RiF R R R S0R

Duyarlilik testleri ¢alisilrken testlerin toplam siireleri kaydedilmis ve ortalama test

stireleri Tablo 17°de gosterilmistir.

Tablo 17. Testlerin ortalama siireleri

Testin ortalama

o AO BACTEC MGIT ETEST
suresi
Gilin 21 6.39 6.93 7.06
p<0,05

Buna gore testler siireleri agisindan karsilastirildiginda, Tukey testi kullanilarak

yapilan analizde Etest ve BACTEC arasinda BACTEC lehine anlamli fark

bulunmustur (p<0,05).
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz, tan1 ve tedavi yontemlerindeki ilerlemelere ragmen sadece gelismekte
olan degil gelismis {ilkelerde de c¢oziilmesi gereken bir halk sagligi sorunudur.
Coziimiin ilk asamasi tanimin hizli ve dogru konmasiyla tedavinin ivedilikle
baslanmasina kadar siirer. BOylece en biiylik bulas kaynagi olan tani almamais,
cevreye basil sacan infekte bireyler daha ¢abuk kontrol altina alinmis olur. C6ziimiin
ikinci agamasi ise verilen tedavinin uygunluguna karar verilmesi ve direng gelisimine
neden olunmamasi i¢in hasta ve Kkiiltiir odakli duyarlilik c¢aligmalar1 yaparak

infeksiyonu sinirlandirmak ve sonrasinda yok etmeyi amag¢lamalidir.

Tedavi secenekleri ne bakterinin ge¢misi kadar eski ne de molekiiler yapist ve
gelistirdigi diren¢ mekanizmalar1 kadar ¢ok cesitlidir. Bu nedenle halihazirda
kullanimda olan, tedaviyi kolaylastiracak, tan1y1r ve bakterinin duyarlilik paternini
ortaya koyacak her tirli yontem en verimli sekilde uygulanmalidir. Cok ilaca
direncli tiiberkiiloz sorunu, hala tam olarak c¢oziilememis;  kiiltiiriin uygun
kosullarda yapilmamasi, standardize olmamis yontemler, kalite kontrol olgiilerinin
olmamasi, gilincel gelismeleri yakalayacak uzun vadeli ¢aligmalarin yapilmamasi,
primer ve kazanmilmis direncin farkini ortaya koyan bazi ¢aligmalarin basarisizligi

gibi metodolojik problemler dikkat cekmektedir (59).

DSO ve Uluslararasi Akciger Hastaliklari ve Tiiberkilloz Birligi 1994°de
antitliberkiiloz ilag direnci surveyansi i¢in diinya ¢apinda bir proje baslatmistir. Bu

proje, standart yontemlerle direng sikligini 6l¢mek i¢in:
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1) Tiiberkiiloz hastasinin 6rneginin toplumun ¢ogunu temsil etmesi
i1) Laboratuvarin validasyonu
1i1) Primer (yeni olgularda) ve kazanilmis (tedavi almis olgularda) ilag direncinin

ayirt edilmesi gibi prensipler edinmistir.

Bu projenin {igiincli raporunda ortalama direng oranlari streptomisin i¢in % 6.3,
izoniyazid i¢in % 5.9, rifampisin i¢in % 1.4 ve etambiitol i¢cin % 0.8 bulunmustur

(59).

Mikobakteriyoloji laboratuvarina gelen Ornegin sayisindan c¢ok niteligi, istek
kagidinda beraberinde ila¢ kullanilip kullanilmadigi bilgisini igermesi 6nemlidir.
Giilhane Askeri Tip Akademisi’'nden Baylan ve arkadaglar1 (60) laboratuvarlarina
bes yil icinde gelen Ornekleri irdelediklerinde, gonderilen 6rnek sayisinda her yil
artis olmasina ragmen iireme oranlarinda artis olmadigini bulmuslardir. Klinik
ornegin akciger ya da akciger dis1 viicut bolgelerinden alinmig olmasi tireyecek etken
ve direnci Ongormek acisindan faydali olabilir. Bu caligmada klinik 6rneklerin
yaklasik % 60’1 akciger (balgam, BAL, plevral mayi, doku) kaynaklidir. Calismaya
alinan suglar M. tuberculosis kompleks olarak tanimlananlar oldugu i¢in 6rneklerin
cogunun akciger kaynakli olmasi aslinda klinik olarak da daha ¢ok akciger
tiiberkiilozu ile karsilastigimiz gergegini dogrulamaktadir. Daha ¢ok M. tuberculosis
kompleks dis1 mikobakterilerin etken oldugu genitoiiriner sistem tiiberkiilozunun

gostergesi olan idrar 6rneginin orani ise % 6°dir.

Ulkemizin tamamin1 temsil eden, ilag direng paternini gdsteren fazlaca ¢ok merkezli
calisma bulunmamaktadir. Yapilan bolgesel caligmalarda da farkli antitiiberkiiloz
duyarlilik yontemleri ve bu yontemlerde de farkli antitiiberkiiloz ilag
konsantrasyonlart kullanilmistir. Boylece standart miktarda ila¢ konsantrasyonu
kullanilmayan calismalarda diren¢ oranlarinin karsilastirmali olarak yorumlanmasi
miimkiin olmamaktadir (60). Bu ¢alismada CLSI’1n onaylanmis standardinda agar
orantilama i¢in STR, INH, RiF ve ETM igin sirasiyla 2.0, 0.2-1.0, 1.0 ve 5.0 pg/ml
ve BACTEC igin STR, INH, RIF ve ETM igin sirastyla 2.0, 0.1-0.4, 2.0, 2.5 pg/ml
onerilen ilag konsantrasyonlar1 kullanildi (6). Calisma retrospektif yapildigi i¢in
hastalarin tedavi ya da onceden tiiberkiiloz tanisi alip almadigi bilgisi de sonradan

dosyalarma ulasilarak elde edilmeye calisildi. Ozellikle antitiiberkiiloz ila¢ direnci
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bulunan klinik Orneklerin hastalarinin, Onceden tiiberkiiloz tanisi almamis yeni
hastalar oldugu 6grenildi. Bdylece INH ve RIF icin ¢alismamizda bulunan % 6’lik
direng ‘primer direng’ olarak yorumlandi. Bdlgemizde oOnceki yillarda yapilan
duyarlilik ¢alismalarinda STR, INH, RIF ve ETM diren¢ oranlar1 sirasiyla % 6.5-9.4,
% 19.8-25.4, % 21.3.1-22.1, % 4.2-5.3 arasinda bulunmustur. Bu c¢alismalarda
direncin ¢aligmamizdakinden fazla olmasi orneklere gogiis hastaliklar1 hastanesi ve
verem savas dispanserinden gelen, onceden tanmi almis ve tedavide sorunu olan

direngli suslarin da katilmasi sonucudur.

Ulkemizde diren¢ durumunu yansitan en kapsamli bildiri 1984-1989 ve 1990-1995
yillar1 arasinda yapilmis 21 calisma ve 21.959 susun sonuglarini kapsayan bir meta
analiz ¢alismasinin verilerini igermektedir. Bu ¢alismanin ilk ayaginda primer ilag
direnci STR, INH, RIF ve ETM igin sirasiyla % 8.8, % 14.4, % 5.7 ve % 2.2
bulunmus, ikinci ayaginda sirasiyla STR, INH, RIF ve ETM i¢in %10.1, % 8.8, %
8.9 ve % 3.0 bulunmustur. Toplam direng ise STR i¢in % 22.5, INH i¢in % 27.8,
RIF i¢in %22.3, ETM igin % 7.8 olarak bildirilmistir (61). Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi Tiiberkiilloz Referans ve Arastirma Laboratuvarma 1999-2002 yillar
arasinda yedi bolge tiliberkiiloz laboratuvarlarindan gonderilen toplam 505 M.
tuberculosis kompleks susunun duyarliliklar1 LJ orantilama yontemiyle ¢alisilmistir.
[lk sira antitiiberkiiloz ilaglara sirastyla STR, INH, RIF, ETM i¢in % 9.1, % 13.2, %
13.2 ve % 3.3 direng oranlarmi bulmuslardir (62). Ulkemizde yapilan diger bdlgesel

calismalardan elde edilen antitiiberkiiloz direng oranlar tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 18. Ulkemizde cesitli bolgelerden elde edilen direng oranlar

Kaynak Yl Merkez | Besiyeri | INH | RiF | STR | ETM
Yiice ve ark.(63) 1997 [zmir L] 6,0 | 10,3 | 10,3 52
Otkun ve ark.(64) 1997 Edirne 7H10 | 30,0 | 11,0 | 39,0 | 13,0
Aydin ve ark.(65) 1998 Bursa 12B 222 | 74 4.5 4,0
Balci ve ark.(66) 1999 Gaziantep 12B 10,6 | 0,5 2,0 4,5
Oztiirkeri ve ark.(67) 1999 Istanbul 12B 353 | 21,0 | 6,8 30,5
Sanig ve ark.(68) 2000 Samsun LI 7,3 | 22,1 | 10,1 16,0

Siirtictioglu ve ark.(69) 2002 Manisa 12B 17,1 | 12,4 | 20,2 7,0

Kisa ve ark.(70) 2002 Ankara 12B 8,7 2,1 4,1 5,1
Gani ve ark.(71) 2002 Gaziantep 12B 139 | 29 1,9 34
Kocazeybek.(72) 2002 Istanbul MGIT | 19,6 | 14,7 | 6,5 3,2
Tansel ve ark.(73) 2002 Edirne 12B 9,0 4.5 2,2 1,5
Karadag ve ark.(74) 2004 Samsun 12B 8,0 4,0 4,0 2,0
Yanik ve ark. (75) 2005 Samsun 12B 18,8 | 3,1 3,1 12,5
Abasli ve ark.(76) 2006 Ankara 12B 17,0 | 3,6 3,7 43
Alp ve ark.(77) 2006 Ankara 12B 18,7 | 9,3 12,5 4,6
Tamdir ve ark. (78) 2006 Istanbul MGIT | 20,6 | 2,9 4.4 11,8
Oksiin ve ark.(79) 2006 Adana MGIT | 13,4 | 8,9 7.4 2,9

Bu sonuglara gore izolat sayimiz az olsa da INH ve RIF igin standart yontemi
kullanarak buldugumuz oran iilke genelinde bulunan direngle uyumludur. STR ve
ETM’de ise diren¢ bulamamamiz, kisitli popiilasyonda ¢alismamiz ve 6zellikle ETM

i¢in goriilen direncin zaten az olmasindan kaynaklanabilir.

Diinyada goriilen direng oranlar tiiberkiilozun endemik olarak goriildiigii bolgelerle
az goriildiigii iilkeler arasinda belirgin farklilik gdstermektedir. Hastaligin sikligr ise
uygun tedavi rejimlerinin verilmemesi, tiiberkiiloz kontrol dnlemlerinin yeterince

uygulanmamasi, HIV epidemisi ve lilkenin gd¢ alip almamasi gibi nedenlerle
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baglantili olarak dalgalanmalar gdstermektedir. Tiiberkiiloz vakalarinin % 95’inden
fazlas1 gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir (44). DSO ve Uluslararas1 Akciger
Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz Birliginin 1999-2002 yillar1 arasinda, ¢esitli iilkelerden
75 merkezden tedavi gormemis 55,779 hasta iizerinde yapilan c¢alismalarinin
analizine gore bir veya daha fazla ilaca diren¢ oran1 % 10.2 olup en yiiksek direng
orant % 57.1 ile Kazakistan’da saptanmistir. Ortalama direng oranlart STR i¢in %
6.3, INH icin % 5.9, RIF icin % 1.4 ve ETM icin % 0.8 olarak bulunmustur.
Ortalama ¢ok ilaca diren¢ orani ise % 1.1 olarak hesaplanmistir (78). Bu oranlarin
tedavi almis eski vakalarda STR icin % 11.4, INH icin % 14.4, RIF icin % 8.7 ve
ETM icin % 3.5; ortalama ¢ok ilaca direncin ise % 7.0 oldugunu goérmek sasirtict
olmasa gerektir. Bazi iilkelerde uygulanan tiiberkiiloz kontrol politikalar1 sayesinde
hem infeksiyonun goriilme sikligi hem de CID’li sus orami azalmistir. Ornegin
Izlanda, Italya, Kanada gibi iilkelerde tiiberkiiloz goriilme sikhig1 yaklasik 1-4/100
bin iken bu iilkelerdeki CID oran1 % 0-1’in altindadir. Dogu Avrupa, giineydogu
Asya, bat1 Pasifik bolgeleri tiiberkiiloz goriilme sikliginin yaklagik 200/ 100 bin,
CID’in % 6.5’in iizerinde goriildiigii ‘sicak nokta’ iilkelerinin yer aldig1 bélgelerdir.
DSO verilerine gore iilkemizin tahmin edilen tiiberkiiloz goriilme siklig1 12/ 100 bin

iken tedavi edilmemis izolatlarda CID orani1 % 1-5 arasindadir (44).

Tiiberkiilozda ilag¢ direnci, dogal diren¢ genlerinin varligina ve randomize spontan
mutasyonlarla mutant kokenlerin segilmesine bagli ortaya ¢ikar. RIF igin dogal
direng olasihig1 10, INH ve ETM i¢in 10°, STR icin ise 107 tir. INH+RIF icin sikhik
10", INH+RIF+ETM igin ise 102 kadardir, dolayisiyla dogru tedavi edilmis bir
tiiberkiiloz basilinin iki ilaca birden spontan direng gelistirme olasilig1 neredeyse
imkansizdir (80). Caligmamizda yeralan direngli suslarin ikisi de INH ve RIF’e
birlikte primer olarak direngli bulunmustur. Freixo ve arkadaslar1 (81) c¢ok ilaca
direncin iki asamada kazanildigim bildirmektedir. ilk asamada genellikle RIF’den
once INH’a direng gelisir. Bu calismada da INH’a direncli suslar % 100 RiF’e de
direncli bulunmustur. Bu bulgu Hazbon ve arkadaslarimin (3) CID arastirirken sadece
RIF direncine bakmanm iyi bir gosterge oldugu iddiasim desteklemektedir.
Streptomisin direncinden rpsL veya rrs genlerinin mutasyonu, rifampisin direncinden
rpoB, izoniyazid direncinden katG ve inhA genlerinin mutasyonu, etambiitol

direncinden ise embB geni mutasyonunun sorumlu mekanizmalardan oldugu rapor
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edilmektedir (80, 82, 83). Molekiiler yontemler ¢aligmamizda kullanilmadigindan

olas1 direng genleri tespit edilememistir.

Duyarlilik yontemleri arasinda agar orantilama yontemi CLSI tarafindan referans
yontem olarak kabul edilip uygulanmasi tavsiye edilmistir (6). Bu yoOntemi
uygularken LJ, M 7HI0 yada 7HI1 besiyerleri kullanilabilir. LJ besiyeri
katilagtirllmast sirasinda uygulanan yiiksek 1s1 ve besiyerinin bol protein igerigi
nedeniyle antitiiberkiiloz ilaglarin inaktive olmasina neden olabilmektedir. Bu
nedenle ilag konsantrasyonu ve etkinligi acisindan agar orantilama yonteminde LJ
besiyerinin kullanilmast Onerilmemektedir (84).  Middlebrook besiyeri ilag
konsantrasyonunun  standardizasyonu acisindan daha kolay kullanilabilir.
Degerlendirme yaparken de seffaf oldugu i¢in mikrokoloniler daha ¢abuk goriiniir
hale gelir. Coban ve arkadaslarinin (85) yaptig1 calismada duyarlilik testi her iki
besiyerinde karsilastirmali olarak yapilmis ve LJ besiyerinde calisilan duyarlilik
testlerindeki direng oranlart M 7H10’dan fazla bulunmustur. M 7H11°de ek olarak
bulunan kazeinin iiremeyi hizlandirdigi, 6zellikle Etest calisirken kullanilmasinin ek
fayda getirecegi bildirilmektedir. Ancak M 7H10 ve 7H11’in bu farkini ortaya koyan
calisma bulunmamaktadir. Oztiirkeri  (86) LJ ve Middlebrook besiyerlerinin
etkinligini arastirirken RIF, INH ve ETM nin yiiksek konsantrasyonunda LJ ile M
7H10 arasinda % 100 uyum bulmus, STR testinde iki ve ETM’nin diisiik
konsantrasyonunda M H710 ile duyarli, LJ ile direngli bir sus bulmustur. Her iki
besiyeri arasindaki uyumu % 98.9 olarak saptamistir. Bu calismada da agar
orantilamada daha standart uygulanan ve giivenilir sonu¢ veren M 7H10 besiyerini
kullanildi. Orantilama yontemi referans yontem olmasina karsin zahmetli,
yorumlanmasi uzmanlik gerektiren ve 21 gilin gibi uzun zaman alan bir yontemdir.
Stireyi azaltmak, 1s yilikiini hafifletmek icin gelistirilen yari otomatik sistem
radyometrik BACTEC 460TB sistemidir. Middlebrook 7H12 siv1  besiyeri
kullanilarak, orantilama yontemi esas alinarak duyarlilik ¢alisilir. Orantilama
yontemiyle karsilagtirmali  yapilan ¢alismalarda BACTEC 460TB’nin klasik
yontemle uyumu tiim ilk sira ilaglar i¢cin % 95’in iizerinde bulunmustur (2, 19, 60).
Calismamizda da BACTEC radyometrik ydntemini agar orantilama ydntemiyle, INH
ve RIF icin % 100 duyarli ve 6zgiil; STR ve ETM icin direncli sus olmadigindan
duyarlilig1 hesaplanamasa da % 100 6zgiil bulunmustur. BACTEC 460TB sistemi de
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caligma prensibi geregi orantilama yontemine benzemesi, duyarlilik sonuglarinin
orantilama yontemiyle % 100’e yakin uyumlu olmasi gibi nedenlerle altin standart
test olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla yeni gelistirilecek her sistemin BACTEC
ile karsilastirilip uyumuna bakilmasi gerekmektedir (87).

Mersin’de yapilan bir ¢alismada BACTEC 460 ile agar orantilama karsilagtirilmas;
iki yontem arasindaki genel uyum % 97.3, en az INH i¢in % 96.5’lik uyum, en fazla
RIF i¢in % 98.8’lik uyum bulunmustur (88). Alp ve ark. (89) BACTEC 460 ile agar
orantilama yontemlerini karsilastirdiklar: ¢alismalarinda iki yéntemin uyumunu INH
icin % 100, RIF icin % 96, ETM i¢in % 94, STR icin % 100 bulmuslardir.
Gaziantep’ten bildirilen ¢aligmada ise bu iki ydntem arasindaki uyum INH igin % 99,

RIF i¢in % 100, ETM igin % 92.3, STR i¢in % 100 bulunmustur (90).

DSO’niin 1994°de diinya ¢apinda baslattig1 eksternal kalite kontrol ¢alismasinda en
fazla giivenilir ve uyumlu sonuglar ¢ok ilaca direnci gosteren INH ve RIF igin
bulunmustur. ETM i¢inse duyarlhilik daha diisiik bulunmustur (91). Bunun nedeni
ETM direncindeki heterojenite olabilir. Diisiik dozda test edildiginde direncliyken,
yiiksek dozda yanlis duyarli bulunabilir. O halde o6zellikle test sonucu direngli
ciktiginda miimkiinse iist konsantrasyonla test tekrarlanmalidir. Bu c¢alismada da
INH’a direncli ¢ikan izolatlar yiiksek konsantrasyonda ilacla yeniden test edildi ve
direngli bulundu. Duyarli bulunsayd: sonuca diisiik diizeyde direncli, tedavide
yiiksek doz ilagtan yarar gorebilir yorumu eklenecekti. Calismamizda da kalite
kontrol ¢alismasini dogrular sekilde Etest disinda diger yontemlerle INH ve RiF igin
sonuglar % 100 uyumlu bulunmustur. Buna gore her iki sivi besiyerli sistem de CID

M. tuberculosis kompleks suslarini yakalamak i¢in goniil rahatligiyla kullanilabilir.

Laboratuvar kalite kontrol programinin amaci test yontemlerinin dogrulugu ve
giivenilirligini degerlendirmek, kullanilan malzemenin giiclinii ve testi yapan
personelin performansini ortaya koymaktir (6, 59). BACTEC 460TB sistemi artik
iilkemizde de birgok merkezde kullanilan, giivenilir, hizli sonu¢ veren standart bir
yontem haline gelmistir. Ancak maliyetinin fazla, radyoaktif madde igeren siselerinin
imhasinin zor olmasi kullanilmasinda sorun olusturabilecek noktalardir. MGIT 960
sistemi maliyete olmasa da, radyoaktif atiklara ¢6zlim getiren alternatif bir sistem

olarak ortaya cikmistir. Calisma esasi orantilamaya dayanan, otomatize ve atik
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sorunu olmayan sistemde bilgisayar program agiyla ¢alisan ve is yiikiinii azaltan bir
sistem vardir. Siire olarak birbirine avantaji olmasa da laboratuvarda personele bagl
hatay1 azaltabilir. Ciinkii testin sonlandirilmasi ve yorumu bilgisayar programi
tarafindan yapilmaktadir. Stirekli monitérizasyon yapmasi ve siselerinin plastik
olmast baska avantajlaridir. Ancak BACTEC 460TB ile karsilastirildiginda
kontaminasyon orani dolayisiyla hata orani fazladir. Sivi kiiltiir sistemlerinin
zenginlestirilmis ortami, bdoliinme siiresi M. tuberculosis kompleksten kisa olan
mikroorganizmalarin iiremeleri i¢in uygun besiyeri olusturur. MGIT sisteminde ek
olarak tiiplerin kapakli olmasi ve pipet kullanilmasi kontaminasyon riskini
artirmaktadir. BACTEC sisteminde, lastik tiip bashgt ve kullanilan kiiciik
enjektorler BACTEC sisesinin kontaminasyon riskini en aza indirecek sekilde
tasarlanmistir. Bu ¢alismada STR icin MGIT’la bir susta biiylik hata bulunmustur.
Johansen ve ark. (92) STR’yi almadiklar1 ¢alismalarinda, 7 uyumsuz sonucu standart
yontemle tekrar degerlendirmis; 1 susu MGIT lehine 6 susu BACTEC lehine
sonuc¢landirmistir. Genel kontaminasyonu % 2.3 bulduklar ¢aligmalarinda MGIT
sistemiyle direncli bulunan her susun mutlaka saf kiiltiir oldugunun gdosterilmesi ve

kontaminasyon kontroliiniin yapilmas1 gerektigini bildirmislerdir.

Diger caligmalarda da MGIT’la biiyiik hata orani BACTEC 460TB’den fazla
bildirilmistir (2, 87). Tortoli ve ark. (87) iki sistemi karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda,
18 uyumsuz sonucu agar orantilama yontemi ile degerlendirmis; 11’1t BACTEC
lehine, 7°si MGIT lehine sonuglandirmistir. Tiim ilaglara bakildiginda toplam uyum
% 96.7 bulunmus ve BACTEC lehine sonuglanan duyarliliklar da istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Uyumsuzluklarda MGIT sonuglart direngli, BACTEC
sonuglar1 duyarli olma egilimindedir. BACTEC ig¢in duyarlilik oranini, MGIT igin de
ozgilliik oranini yiiksek bulmuslardir. Kontaminasyon orant MGIT tiiplerinde fazla
oldugu icin yanlis direngli ¢ikan sonuglar testin tekrarini gerektirmis ve sonug verme
stiresini uzatmistir ama biiytlik hata ¢ok biiyiik hata kadar ciddi olmayabilir sonucuna

varmiglardir.

Karsilastirma c¢alismalarinda toplam hata orant BACTEC 460TB sisteminde MGIT
960’a gore az olmasia ragmen BACTEC teki ¢ok biiyiik hata ve biiyiik hata oram
daha fazla gibi goriinmektedir. Bu durum yani BACTEC ig¢in yalanci duyarli olma

durumu Johansen ve ark. (92) tarafindan testlerin es zamanli calisilmamasindan
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dolayr tekrar edilen subkiiltiirlerde duyarlt bakterilerin se¢ilmesi seklinde
aciklanmistir. Bu agiklamay1 destekler sekilde ¢alismamizda da malzemeleri geg elde
ettigimiz i¢cin 6nce MGIT yontemi sonra dondurulup ¢ozdiriiliip subkiiltiirler
yapilarak BACTEC yontemi g¢alisilmistir. Riisch-Gerdes ve ark. (91). MGIT ve
BACTEC duyarlilik testlerinden tiim antitiiberkiiloz ilaglar icin elde ettikleri
uyumsuz sonuglari agar orantilama yontemiyle ¢ozmeye c¢alismis ve uyumsuz
sonuclarin yaris1t BACTEC lehine diger yarist MGIT lehine sonuglanmistir. Palicova
ve ark. (93) ise INH, RIF ve ETM igin sonuglart % 100 uyumlu bulduklar1 halde
STR i¢in uyumu % 86.8 gibi diisiik bir oranda bulmuslardir. Uyumsuz izolatlar
bizim c¢alismamizdaki gibi MGIT sisteminde direngli iken BACTEC sisteminde
duyarli bulunmustur. Toplam yedi sus agar orantilama yontemiyle tekrar
calisildiginda iki sus direngli bes sus duyarli bulunmustur. Scarparo ve ark. (2)
MGIT 960 ve BACTEC 460 arasinda % 96.3 uyum bulmus, standart yontemle 26
uyumsuz sonucun 8’i MGIT lehine, 18’1 BACTEC 460 lehine sonuglanmistir. MGIT
i¢cin 8 ¢ok biiyiik hata, BACTEC 460 icin 4 ¢ok biiyiik hata bulmalarina ragmen ilag
bazinda iki yontemin istatistiksel farkini bulamamiglardir. Her iki yontemle de
ETM’ye direngli bulduklari izolatlar1 mutlaka INH’a da direngli bulmuslar. Bu
calismada da ETM direnci bulunamadi ama sonucu CLSI’nin tek basina ETM
direncinin pek miimkiin olmadigi, rastlandiginda testin tekrarlanmasi Onerisini

desteklemektedir.

Adjers ve ark. da (94) MGIT ve BACTEC 460 sistemlerinin INH ve RIF’a direng
s6zkonusu oldugunda giivenilir ve hizli sonug verdigini ancak ETM ve STR i¢in hala

daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ oldugunu bildirmislerdir.

Agar orantilama, BACTEC 460 ve MGIT 960 gibi sistemlerin primer antitiiberkiiloz
ilaglara kars1 kabul gormiis, standardize olmus ve karsilagtirilabilir sonuglart vardir.
Ancak artan tiiberkiiloz insidansi ve ona paralel artan primer ilag direnci
aragtirmacilar1 yeni antitiiberkiiloz ilaglar gelistirmeye yonlendirmektedir. Yeni
ilaglarin klinik izolatlarda duyarliliginin belirlenmesi, klasik yontemlerle ve cihaza
bagli otomatik yontemlerle giivenilir sekilde yapilamamaktadir. Doksanli yillarin
basindan itibaren arastirmacilar MIK degeri veren, uygulanmasi kolay, dzellikle de
hizli tlireyen mikobakteriler igin kullanilabilecek Etest yontemiyle duyarlilik

caligmalar1 yapmaya baslamislardir. Kantitatif sonu¢ verdigi i¢in duyarhilik
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yorumunu arastirmactya birakan yeni antitiiberkiiloz ilaglar icin de kullanilabilecek
bir yontemdir. Wanger ve Mills (95) Etestin yavas iireyen mikobakteriler i¢in de
kullanilabilecegini ¢alismalarinda gosterince bu konuyla ilgili karsilastirmali birgok
calisma yapilmistir. Etestin;  hizli sonu¢ vermesi, farkli diliisyonlarda ilag
konsantrasyonlarini gdstermesi nedeniyle CID M. tuberculosis suslarmin yaygimn
olarak gorildiigii gelismekte olan iilkelerde tarama testi olarak kullanilmasi
onerilmektedir (3). Diger yontemlerle de vurgu yapilan RIF duyarliiginin CID’i
temsil edebilecegi diisiincesinden hareketle direncin fazla goriildiigi bolgelerde
sadece RIF Etesti galisilarak genel direng ve tedavi konusunda az maliyetle fikir
sahibi olunacagi savunulmaktadir (3). Etest calisirken ve degerlendirirken
standardizasyonuyla ilgili sorunlar bulunmaktadir. M. tuberculosis kompleks gibi
yavas lireyen bakteriler i¢in kisa siirede iireme olup iiremenin Etest seridini kestigi
noktanin belirlenmesi, yogun inokulum kullanilmasin1 gerektirir. Kimi yayinlarda
Mac Farland no 4, kimi yaymlarda ise Mac Farland no 3 kullanilmistir. Onerilen
Mac Farland no 1-3 arasidir ¢linkii inokulum yogunlugu arttik¢a liremenin seridi
kestigi bolge daha ¢abuk goriilmektedir (7). Degerlendirme yapilirken MIK sinir
degerleri agar orantilama i¢in kritik konsantrasyon olarak kabul edilen STR i¢in
5.0pg/ ml, INH igin 0.2 pg/ ml, RIiF igin 1.0 pg/ ml ve ETM igin 2.0 pg/ ml olarak
alindiginda bazi1 duyarl suslar direncli gibi degerlendirilebilir (81).

Altin standart yontemin esast % 1’lik dirence dayandig: igin aslinda Etestin MIK
degerleriyle ¢ok farkli yontemler olmasina ragmen yapilan ¢aligsmalar iki yontemin
uyumunun iyi oldugunu gdstermektedir (7, 81, 95). Wanger ve ark. (7) agar
orantilama ile Etest arasinda STR, INH, RiF ve ETM i¢in sirasiyla % 94, % 93, %
100, % 90 uyum bulmuslardir. Hazbon ve ark. (3) benzer sekilde STR, INH, RIF ve
ETM icin sirastyla % 94.7, % 97.9, % 100, % 100 agar orantilama i¢in uyum
bulmuslardir. Joloba ve ark. (96) Etest sonuglarimi BACTEC sonuglariyla
karsilastirmis ve INH, RIF icin % 100, STR i¢in % 94 ve ETM i¢in % 97 uyumlu

bulmuslardir.

Freixo ve ark. (81) ETM disindaki ilaglara direngli suslarda Etest ve agar
orantilamayr karsilastirmislar; uyumsuz sonuclari, siklikla direngle baglantili
genlerdeki mutasyonlar1 gosteren DNA sekans analizi ve BACTEC ile

degerlendirmislerdir. Etest ve orantilamayla, INH ve RIF igin diger calismalara
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benzer sekilde uyumlu sonuglar elde edilmisken; STR i¢in uyumsuz sonuglar
almiglardir. Uyumsuz sonug¢ veren susun genetik analizinde diren¢ genine de
rastlanmamig, ancak bazi suslarda Etest yeniden calisildiginda uyumlu sonug
bulunmustur. Arastirmact subkiiltirde direngli mutantlarin segilerek {iredigi
yorumunu yapmistir. Genetik analiz destekli bu ¢alismadan ¢ikarilan bir diger sonug
da direngli sokak suslarinin ortalama MIK degerlerinin tedavi almis mutant direncli
suslarin ortalama MIK degerlerinden ¢ok daha diisiik oldugudur. Bu ¢alismada 33
izolatin tamamina ikiser kez Mac Farland no 3’le duyarlilik ¢alisildig1 halde ancak
15 tanesinden MIK degeri elde edilebilmistir. Petrilerin kiifle kontaminasyonu
onemli bir sorun olmustur. Kiiltiirlin safligin1 kontrol edip defalarca subkiiltiir
yapilmasina ragmen bazi suslar kurtarilamamstir. Yapilan caligmalara bakildiginda
kontaminasyon oranlar1 bu kadar yiiksek goriilmemektedir. Sonu¢ almak igin ¢ok
tekrar edilmesi gereken bir g¢aligmadir. Bazi duyarli ya da direngli kokenlerin
secilmesini saglayacagi icin en azindan bu ¢aligma i¢in c¢ok da uygulanabilir
bulunmamustir. Baz1 yazarlarin belirttigi gibi tek Etest seridiyle CID konusunda
yorum yapmak bizim sonuglarimiza gore pek miimkiin goriinmemektedir. Kaldi1 ki
bir izolat icin ¢ok sayida Etest kullanmak ve dogrulama i¢in de standart agar yada
stvi sistemleri kullanmak ekonomik ve islevsel gorlinmemektedir. Brezilya’dan
bildirilen bagka bir Etest calismasinin verileri de yorumumuzu destekler sekilde
inokulum oranmin bir dereceye kadar MiK degerini etkiledigi, 6zellikle STR igin
yalanci duyarli ve yalanci direngli sonuclarin fazla oldugu, dolayisiyla yanlig
sonuclar1 ¢cozmek icin fazladan kullanilan Etest seridinin, besiyerinin, CO, posetinin
gelismekte olan {lilkelerde maliyeti ve uygulanabilirligi azalttigini bildirmislerdir

(97).

Testlerin sonuglanma siireleri dikkate alindiginda Tukey analizine gore yalnizca
BACTEC ve Etest siireleri arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Goriildiigi
gibi diger ¢aligmalarla benzer sekilde standart yontem diginda diger testlerin sadece

stireleri acisindan birbirine belirgin Ustiinliigii yoktur.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada direngli izolat orani az bulunsa da ¢ok ilaca direngli izolat orani
fazladir. Bu izolatlarin primer direncli oldugu diisiintildiiglinde oranin yiiksek olmasi
tiiberkiiloz kontrol dnlemlerinin ivedilikle gézden gegirilmesini gerektirmektedir. Bu
nedenle toplumun genel direng¢ profilini yansitan daha fazla sayida izolatin dahil

edildigi cok merkezli ¢aligmalara ihtiyac vardir.

“Duyarlilik testlerinin giivenilir olmasi hizli olmasindan iyidir” anlayisini
benimsemek gerektir. Hizl1 sonu¢ vermek pahasina yeterince standardize edilmemis,
yinelenebilirligi olmayan, yorumlanmasi giic yontemler 6zellikle rutin laboratuvar
kosullarinda uygulanmamalidir. Agar orantilama yontemi duyarlilik caligilan her
mikobakteriyoloji laboratuvari personelinin bilmesi gereken bir yontemdir. BACTEC
standart sonu¢ verdigi i¢in referans laboratuvara dogrulama i¢in sus gonderemeyen
laboratuvarlarin tercih sebebi olabilir. MGIT 960 sisteminde sonucun cihaz
tarafindan ve hizli verilmesi avantajli olsa da kontaminasyon riski fazladir. Etest ise
ozellikle mevcut ¢alismadan anlasildigi kadariyla az ornek ¢alisan, hizli ama

giivenilir sonug vermeye calisan laboratuvarlarin ilk tercihi olmamalidir.
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