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OZET

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARINDA PRIMER
ANTITUBERKULOZ iLAC DIRENCININ BACTEC MGIT 960 SISTEMI
ILE ARASTIRILMASI

Insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olan tiiberkiilozun giiniimiizde de
Oonemi hala devam etmektedir. Halen diinyada oliim sebepleri arasinda ikinci,
infeksiyoz nedene bagli oliimler arasinda ilk siradadir. Bu ¢alismada Sanliurfa
ilinde, Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilimdali Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda Ocak 2005-Aralik 2010 yillart
arasinda izole edilmis olan 60 M. tuberculosis susunun primer antitiiberkiiloz

ilaglara direncinin BACTEC MGIT 960 sistemiyle belirlenmesi amacladik.

Suslarin izole edildikleri hastalarin yas ortalamasi 37.5+1.9 (1-74 yas)
olarak bulundu. Suslarin % 76.7°si balgamdan, %10.0’1 bronkoalveoler lavaj
stvisindan, %3.3°1 periton sivisindan, %6.7’si mide aclik sivisindan ve %3.3’i

abseden izole edildi.

Suslarin 36’s1 (% 60.0) primer antitiiberkiiloz ilaglarin tiimiine duyarl
iken, 24’1 (% 40.0) en az bir ve daha fazla antitiiberkiiloz ilaca direnc¢li bulundu.
Degerlendirmeye alinan suslar i¢in genel direng oranlari streptomisin 4(%6.6),
izoniyazid 10(16.7) , rifampisin 3(%5.0), etambiitol 1 (%1.7) ve toplam tek ilaca
diren¢ 18(%30) olarak bulundu. Ayrica STR-INH’ a direngli 1 sus ve
(%1.7),INH-RiF’e direngli 2 sus8%3.3),RIF-EMB’ye direngli 2 sus (%3.3) ve
STR-INH-EMB’ye direngli 1 sus (%1.7) tesbit ettik. Sadece streptomisine
direngli sus 6 (% 10.0), sadece izoniyazide direngli sus 13 (% 21.7), sadece
rifampisine direngli sus 0 (% 13.3) ve sadece etambiitole direngli sus 3 (% 5.0)



olarak bulundu. En yiiksek direng¢ izoniyazid ve rifampisine karsi bulundu. Direng

oranlarimiz Tiirkiye ortalamasi i¢in orta {ist diizeydedir.

Bu ¢alismada amaglanan; Sanliurfa yoresinde tespit edilen M.tuberculosis
kompleks suslarinin, tedavide ilk secilecek ilaglar olan dort major Tiirkiye anti-
tiiberkiiloz ilaca karsi direng profillerini ortaya koymak ve Tiirkiye verilerine

katki saglamaktir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis compleks, primer
antitiiberkiiloz ilaclar, tekli ila¢ direnci, coklu ila¢ direnci, BACTEC
MGIT 960 sistemi



ABSTRACT

INVASTIGATION OF PRIMARY ANTITUBERCULOSIS
DRUG RESISTANCE USING BACTEC MGIT 960 SYSTEM IN
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS STRAINS

Tuberculosis as a disease as old as humon history, is stil keeping its
importance.It is stil first reason in infectious deaths and second in all deaths
among the whole world.

In this study study it is targeted to determine primer antituberculosis drug
resistance of 60 Mycobacterium tuberculosis strains using BACTEC MGIT 960
system in Sanlwurfa Harran University Medikal Faculty Microbiology and
Clinical Microbiology Departmant in 2005-2010

It was targeted to make the drug resistantce from the patients that
diagnosed tuberculosis recently .The mean patiens age the strains were isolated
were 35.2 = 18(1-74 age) the strains were isolated consequently % 76.7 from
sputulum %210.0 from bronkoalveoler lavage fluid,%3.3 from the peritoneal
fluid,%6.7 from the fasting gastric fluid and %3.3 fom the abcess.

Although 36 (%60) of the strains were sensitive to the all primer
antituberculosis drugs,24 (%40) were found to be resistant to one or more
antitiiberculosis drugs.



General resistance rates of the strains to streptomycin, isoniazid,
rifampycin, ethambutol and multidrug resistance were found to be %6.6, %5.0,%
1.7 and %10.0 respectively.

It was estimated only streptomycin resistant strain as 6 (%210.0), only
isoniasid  resistant strain as 13 (%21.7), only rifampicine resistant strain as
8(%13.3) and only ethambutole resistant strains as 3 (%5.0).

Maximum resistance is found to be isoniaside and rifampicine.

The goal of this study is to estimate the resistance profiles of 4 major
antituberculosis drugs that is to be choser to cure M.tuberculosis compleks strains
diagnosed around Sanliurfa and to contribute to Turkey’s datas.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis compleks, primary antituberculosis

drugs, single drugs resistant,multidrug resistant;, BACTEC MGIT 960
systems.
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1.GIRIS

Tiiberkiiloz (TB) bilinen en eski hastaliklardan birisi olmasina, sebebinin Kkesin
olarak bilinmesine, son 50 yildir tedavisinin miimkiin olmasina ve istelik korunabilir bir
hastalik olmasina karsin halen diinyada en yaygin ve oliimciil bulasic1 hastaliklardan biri
olmaya devam etmektedir Mycobacterium tuberculosis tek bir enfeksiydz ajana bagh
oliimlerin sebebi olarak ilk siralarda yer almakta ve bu 6zelligi ile hala diinyadaki en basarili
patojenlerin basinda gelmektedir. Diisiik sosyo-ekonomik yapiya sahip kalabalik ve kapali
toplumlarda aktif enfeksiyonlarin sik goriildiigli ailede bir ferdin tiiberkiilozlu olmas1 halinde
diger fertlerde tiiberkiiloz gelisme riskinin %30 oldugu bildirilmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii‘ne gore iki milyardan fazla kisi (diinya niifusunun iigte biri) tiiberkiiloz basili ile
enfektedir. 2008 yilinda 9.4 milyon yeni pulmoner tiiberkiiloz vakasi oldugu ve bunlarin 4.1
milyonunun yayma pozitif oldugu (bu yiizden oldukca bulasici) global insidansin 139/100
000 oldugu tahmin ediliyor. Muhtemelen ayn1 yil icinde HIV ile ko-enfekte hastalarin da (1.4
milyon) i¢inde bulundugu 1.8 milyon insan tiiberkiilozdan 6lmiistiir. Epidemiyolojik trend
aragtirmalari global olarak yeni vaka sayilarinin arttigini fakat daha fazla sayida insanin tedavi

edildigini ve 6lim oranlarinin azaldigini gostermektedir (1).

Tiiberkiiloz tanisinda kullanilan geleneksel yaklasimlar klinik 6rneklerden dogrudan
hazirlanan aside direng¢li boyamalardan sonra mikroskobik inceleme ile basilin goriilmesi ve
sivt veya kati besiyerine ekimlerden sonra iireyen basillerin tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarhilik testlerinin yapilmasi esasina dayanmaktadir. Tiberkiilozun hizli ve dogru tanisi

global tiiberkiiloz kontroliinde kritik 6neme sahiptir (1).

Diinyada onemli bir halk saglii problemi olan tiiberkiilozda diren¢li suslarin
yayginlagsmasi hastaligin kontrolii ile ilgili ¢aligmalara 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Tiim

diinyada 1980 yilindan itibaren tiiberkiilozda yeniden bir artis ortaya ¢ikmistir (1)



CDC (Centers for Diseases Control and Prevention) kiiltiirinde M.tuberculosis
kompleks izole edilen her hastaya ii¢ aylik tedaviden sonra, yayma ve kiiltiir pozitifligi devam
eden ve tedaviye klinik yaniti olmayan biitiin hastalara duyarlilik testi yapilmasini

onermektedir (2).

Ayrica direngli tiiberkiiloza sahip bir hastayla temas Oykiisii bulunanlar, Human
Immune Deficiency Virus (HIV) ile infekte olup kaviter lezyonu bulunanlar, sosyoekonomik
diizeyi diisiik insanlar , yliksek ila¢ direnci bulunan (primer izoniazid direnci % 4’den fazla)
bolgelerde yasayanlar tedaviye baslamadan o©nce mutlaka direng varligi yoniinden

incelenmelidir (3).

Duyarliligin zamaninda ve sistematik ortaya konmasi; ilaca direncli suslarin
hizli yakalanmasi, hastalarin etkin tedavisi ve ¢ok ilaca direngli tiiberkiilozun yayiliminin
azaltilmasini1 saglamasi agisindan 6nem tagimaktadir (4). M. tuberculosis e karsi ¢ok az etkin
ilag bulundugu i¢in direncli suslar tiiberkiiloz kontroliinde 6nemli bir tehdittir. Tiiberkiiloz
tedavisinde ilk segenek olarak uygulanan ilaglar izoniazid (INH) rifampin (RIF), pirazinamid
(PZA), etambutol (EMB), streptomisindir (STR). EMB disinda birinci segenek ilaglar
bakterisiddir. En énemli iki ila¢ olan INH ve RIF’e kars1 diren¢ olmasi durumu c¢ok ilaca
direngli tiiberkiiloz (CID-TB) veya multidrug resistant tuberculosis (MDR-TB) olarak
adlandirilmakta ve bu suslarin yayilmasi tiiberkiiloz epidemiyolojisi ve kontrol programlari
agisindan ciddi sorun olusturmaktadir Bu suslarla enfekte hastalarin tedavileri zorlagsmakta, .
Bu durumda standart tedavinin etkinligi % 15-77 ye diismektedir (4).1kinci secenek ilaglar
olan paraminosalisilik asit, etionamid, sikloserin, kapreomisin, kanamisin, siprofoksasin,

oflaksasin, rifabutin ile tedavi daha toksik ve pahali olmaktadir (1).

Son yillarda CID-TB sorununa ek olarak yaygin ilag direngli (YID-TB) vakalar
diinyanin cesitli bolgelerinden bildirilmeye baslanmistir. YID-TB izoniazid ve rifampin
direncine ek olarak bir kinolon ve birde enjeksiyonla kullanilan ilaca (amikasin, kanamisin,

kapreomisin) direng saptanmasidir (1).



DSO 2009 global raporuna gére 100°den fazla iilke verilerine gore biitin TB
vakalarmin %5’ i CID-TB’dir. 2007 yilinda yeni CID-TB vaka sayisimin 500 000 civarinda
oldugu tahmin edilmistir. 2008 yili vakalarinin %85 ‘inden 27 {ilke sorumludur. En fazla
gorilen bes iilke Hindistan, Cin Rusya Federasyonu, Giiney Afrika ve Banglades’tir.
Ozellikle eski Sovyetler Birligi iilkelerinde CID-TB oram yiiksek bulunurken ayni bdlgede
CID-TB’lerin 1/10° u YID-TB olarak bulunmus. Bu giine kadar 57 iilkede YID-TB rapor
edilmistir (1).

M.tuberculosis kompleksin  (MTC) antitiiberkiiloz ilaglara karst duyarliliginm
belirlemede en giivenilir ve en hizli yontemi bulmak amaciyla ¢ok sayida duyarlilik test
yontemi gelistirilmistir. Genel olarak bu yontemleri fenotipik ve genotipik yontemler seklinde
ayirmak miimkiindiir. Fenotipik yontemlerde antibiyotiklerin varliginda M. tuberculosis
kompleks iiremesi esas alinmaktadir. Kati besiyeri kullanilarak gerceklestirilen fenotipik
yontemler proporsiyon (oranti) yontemi, direng¢ oran1 yontemi ve  absoliit (mutlak)
konsantrasyon yontemi olarak siniflandirilabilir. Otamatize sistemler daha yeni sistemlerdir
ve sivi besiyerleri kullanilmaktadir. Genotipik yontemlerde ise ilag¢ direncine yol agan
mutasyonlar molekiiler yontemler kullanilarak saptanmaktadir. Fenotipik yontemler arasinda
proporsiyon yontemini temel alan kiiltiire dayali klasik yontemler en yaygin kullanilan
yontemlerdir. Proporsiyon yonteminde kati besiyeri siklikla yumurta bazli besiyerlerinden
Lowenstein-Jensen (L-J), agar bazli besiyerlerinden Middlebrook 7H10 sivi besiyeri
kullanilmaktadir. Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyerinin kullanildig1 agar proporsiyon
yontemi ile BACTEC 460 TB ve BACTEC MGIT (Mycobacterium Growth Indicatdér Tube)
960 gibi hizli ticari sistemler de yaygin olarak kullanilmaktadir. Middlebrook 7H10’un
kullanildig1 agar proporsiyon yontemi ile BACTEC 460 TB ve BACTEC MGIT 960
yontemleri CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) tarafindan 6nerilen yontemlerdir.
L-J’ nin kullanildig1 proporsiyon ydntemi ise ekonomik olmasi nedeniyle DSO tarafindan

onerilmektedir (1).



Bu calismada Ocak 2005- Aralik 2010 yillar1 arasinda HUTF Mirobiyoloji AD.
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’ ndan izole edilen 60 M.tuberculosis susunun BACTEC

MGIT 960 Sistemiyle primer antitiiberkiiloz ilaglara direncinin belirlenmesi amaglanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Tiiberkiiloz, insanlik tarihinin en eski ve en ¢ok korkulan hastaliklarindan biridir.
Bakterinin paleolitik ¢agda, insanlar1 infekte etmeden 6nce, hayvanlar arasinda yaygin olarak
bulundugu tahmin edilmektedir. Baslangigta M.bovis ( veya bir varyantin1 ) olan etkenin
infekte hayvan etlerinin yenmesi ve ya kontamine siitlerin i¢ilmesiyle insanlara gectigi, toplu
yagsamaya gegisle birlikte dnce kabile i¢i sonra kabileler arasi yayilim gosterdigi sanilmaktadir
(5). Almanya’da bulunan ve M.O. 8000 yilina dek uzanan tarih oncesi insana ait iskelet
kalintilarinin hastalik izi tasidigi bulunmustur. Milattan dnce (M. O.) 4000- 2400°lii yillarda
Misir’da firavunlar doneminden kalma Thebus bolgesindeki 85 mumyadan alinan organik

materyalde bulundugu ispatlanmis ve spoligotipleme ile sus tayini yapilmistir (6).

Hipokrat M.O. 460’11 yillarda erime, tiilkenme anlammna gelen ‘fitizis’ terimini
kullanmistir. Ilk olarak Aristo (M.0.354-322) bu hastaligin bulasici oldugunu diisiindiiren bir
ozelliginin farkina varmistir. Romali Celsus M.O. 30-50 yillarinda tiiberkiil tanimini literatiire
gecirmistir. Istirahat, oksiirligiin kesilmesi, gogiis yakilar1 gibi ilk tedavi onerilerini ise M.S.
II. yiizyilda yasayan Galen ortaya koymustur. Vesailus (M.S. 1478) fitizisli hastalarin
otopsilerinde kaviter lezyonlar1 bildirmistir. F. Sylvius ise tiiberkiilozdan 6len hastalarin

akcigerlerinde tiiberkiil olarak adlandirdigi kii¢iik sert nodiillerin bulundugunu gostermistir

(7).

Pierre Desault (1675-1737) ise hastaligin bulasict oldugunu, temel bulastirict unsurun
ise balgam oldugunu belirtmistir. Robert Koch tiiberkiilozdan 6len bir hastanin akcigerindeki
lezyonlarda basili gostermis, bunu kiiltiirde {iretmis ve {iretilen 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 asi
kokenini elde etmistir. Seibert ve Glenn (1939) ise PPD’yi (Protein Purified Derivative)
bulmuslardir (6).

Onyedinci ve onsekizinci yiizyillarda sanayi devrimi, yoksul, yetersiz beslenen ve
kalabalik barinma kosullarinda yasayan insan sayisinin artirarak tiiberkiiloz salgininin
genislemesine neden olmustur. Hastalik onsekizinci ylizyillda Avrupa’yr tamamen etkisi altina
almigtir. Avrupalilar tim diinyaya yayildikca tiiberkiiloz da yayginlik kazanmistir. Bu donem

diinyada tiiberkiilozdan &liimlerin en yiiksek diizeyde yasandigi donemdir (7).

Ondokuzuncu yiizyilin sonlarina dogru tiiberkiiloz salgini, Osmanl Imparatorlugu’nda
biiyiik bir halk sagligi sorunu olmus, Balkan Savaslari ve 1.Diinya Savasi’ndaki yogun
yoksulluk kosullarinda Anadolu’ya yayilmaya baglayan hastalik, 1940’larin sonunda en
yiiksek diizeyine ulasmis ve bu dénemde en sik goriilen 6liim nedeni olmustur. Ulkemizde
tiiberkiiloz ile etkin miicadele 1950’ li yillarda baslatilmistir. Cikartilan bir yasa ile 1960
yilinda Verem Savag Dispanserleri kurulmustur. Doksanli yillarla birlikte Goglis Hastaliklari
ve Tiiberkiiloz alaninda bilimsel dernek orgiitlenmeleri ger¢eklesmis ve diizenli, disiplinli bir

sekilde bilimsel caligmalar, mezuniyet sonrast mesleki egitimler yapilmaya baglanmistir (8).

Tiiberkiiloz tedavisinde klinik etki saglayan ilk antibiyotik olan streptomisin (STR),
1946°da kesfedilmistir. STR’nin kesfi ile tiiberkiiloz tedavisinde kemoterapi donemi
baslamistir. Ayn1 y1l Isvecli bilim adami Jorgen Lehman salisilik asidin para-amino tuzunu
sentezleyerek para-amino salisilik asit (PAS)’ in tiiberkiiloz tedavisinde kullanimini saglamig
ve bu iki ilacin kullanima girmesiyle tiiberkiiloz tedavisinde iyi sonuglar alinmaya
baslanmistir (9).INH antitiiberkiiloz aktivitesinin 1952 yilinda bulunmasiyla INH, PAS ve
STR’ den olusan tiglii tedavi donemi baslamis ve hastalarin % 90-95°1 bu ¢ ilacin 24 ay
stireyle devamli olarak kullanilmasi ile tedavi edilebilir hale gelmistir (10). Daha sonra 1954
yilinda Pirazinamid ( PZA), 1962 yilinda EMB ve 1966 yilinda RIF bulunmustur. Ancak
her kesfedilen ilagtan 10 ila 20 yil sonra direng sorunu ortaya ¢ikmaktadir (11). Ingiliz Tibbi



Arastirma Konseyi (British Medikal Research Council) 1950 yilinda PAS ve STR’yi tek tek
ve kombine kullanarak ilk karsilastirmali, randomize klinik ¢alismay1 yapmislar ve kombine
tedavinin daha etkili oldugunu ve bu sekilde ilag direnci gelisiminin engellendigini
aciklamiglardir (10). 1960’11 yillarda PAS’ 1n yerini EMB’ nin almasiyla iki 6nemli yarar elde
edilmistir; EMB hem hastalar tarafindan PAS’ tan daha iyi tolere edilebilmis hem de tedavi
siiresini 18 aya indirebilmistir (11). RIF” in 1970’lerde tedaviye eklenmesi ve bu ilacin kazedz
odaklarda bulunan yar1 dormant basillere etkili oldugunun bulunmasiyla tedavi siiresi daha da
kisalmistir (12). PZA’ nin tedaviye eklenmesiyle kiiltiir negatifligine ulasma siiresi daha da

kisalmig ve 6 ayda % 95’in tizerinde kiir oranlar1 elde edilmistir (13).

Giiniimiize kadar gelen direng paterninde 3 evre ayirdedilir. Ilk evre STR direnci
donemidir. PAS ve INH’m tedaviye girmesiyle bunun iistesinden gelinebilmis ancak bu kez
“INH ve STR” diren¢ dénemi gdzlenmistir. Bugiin kétii tiiberkiiloz programlar1 6zellikle RIF’
in denetimsiz kullanimi sonucu sorun ¢6ziimii ¢ok zor bir noktaya taginmistir. Son dénemde

en az INH ve RIF’ e direng olarak tanimlanan CID — TB sorunu ortaya ¢ikmustir (14).

2.2 Siiflandirma

Mikobakteriler, Bergey’S Manual of Systematic Bacteriology kitabinin 1986
baskisinda ayr1 bir boliim olarak kabul edilseler de; mikolik asit iiretme ve benzer Guanin +
Cytosine (G+C) oranina sahip olma gibi 6zellikleri nedeniyle Corynebacterium ve Nocardia
ile birlikte Actinomycetales takiminda siniflandirtlmistir (15). Bu cins iginde 80’den fazla tiir
tanimlanmustir. Bakteriyolojik 6zellikleri ve DNA benzerlikleri nedeniyle birbirleriyle yakin
iligkili tiirler "kompleks” basligi altinda toplanmaktadir. M.tuberculosis, tiiberkiiloz
hastaliginin etkeni olan mikroorganizmadir. M.tuberculosis kompleksi disinda kalan tim
mikobakteriler tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler [Mycobacteria other than M.tuberculosis
(MOTT)] olarak adlandirilmaktadir. Bu grup bakterilerin cogu dogada yaygin olarak bulunur

ve insanda hastalik olusturmaz. Ancak bazi MOTT tiirleri 6zellikle immun sistemi



baskilanmis insanlarda tiiberkiiloz dis1 hastaliklar meydana getirir. MOTT tiirleri pigment

olusturma, ilireme siiresi ve koloni 6zelliklerine gore, fotokromojen: ( Runyon grup 1),

skotokromojen (Runyon grup IlI) , non-kromojen (Runyon grup III) ve hizli iireyenler

(Runyon grup 1V) olarak smiflandirilmistir (16). Mycobacterium tiirlerinin siniflandirilmasi

Tablo 2-1 de gosterilmistir.

Alem: Prokaryotae (Bakteri)
Sinif: Firmicutes

Alt sinif: Actinobacteria
Takim: Actinomycetales
Aile: Mycobacteriaeae
Genus: Mycobacterium

Tiir: M.tuberculosis (16).

Tablo 2. 1 Mikobakterilerin Runyon’a goére Siniflandirilmasi (15

Runyon siniflandirmasina girmeyen,klinik

onemi olan mikobakteriler

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

M.caprea

Runyon smiflandirmas: Grup I:
Fotokromojenler (sadece sar1 pigment

olustururlar ve yavas tirerler)

M. marinum
M.simiae
M.asiaticum
M.intermedium

M.novocastrense

Runyon siniflandirmasi Grup 11:

M. szulgai




Skotokromojenler (karanlikta ve 1gikta M. scrofulaceum
pigment olustururlar ve yavas tirerler) M.xenopi

M. gordonae

M.haemophilium

Runyon siniflandirmasi Grup I11: M.malmoense

Non-kromojenler (Pigment olusturmazlar M. avium complex

ve yavas lirerler ) M.avium
M.intracellulare
M.paratuberculosis

M. xenopi

M. ulcerans

M.malmoense

M.genavense

Runyon siniflandirmas1 Grup 1V: M.fortuitum
Hizli iireyenler M.chelonae
M.abcessus

M.peregrinum
M.goodii
M.septicum

Kiiltiiri yapilamayan M.leprae

2.3. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Mycobacterium cinsi Mycobacteriaceae ailesi icindeki tek cinstir Mikobakteriler
aerop, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, katalaz iireten, hafif kivrik ya da diizgiin ¢omak
seklinde, dallanabilen, 0.2 ila 0.6 um eninde, 1 ila 4 um 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 renkli olabilir (5)

Mikobakterilerin hiicre duvari yapisi alisilagelmis bakteri hiicre duvarlarindan oldukca
farkli, kompleks bir yapidir (Sekil 1). Bu komplekste en i¢ tabaka, diger bakterilerde de
gorillen plazma membranidir. Orta tabaka ve duvarin iskeletini pepdidoglikan
arabinogalaktanin mikolik asit esterinden olusan mikolilarabinogalaktan peptidoglikan
olusturur. Benzer kor yapis1 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 diziligleri hiicre duvarmna asir1 derecede hidrofobisite
kazandirir. Bu yapilar igerisinde alfa -1,4 glukan, bir arabinomannan ve mannan igeren
lipomannan ve lipoarabinomannan gibi polisakkaritler, son derece Onem arz eder.
Mikobakterilerin hiicre duvarinda gram negatif bakterilerde goriilen porin proteinleri de

bulunur (16).

Plazma membrani: Membran tipik olarak protein ve fosfolipidlerden olusan gift
katmanli bir yapidadir. Kuramsal olarak bir periplazmik bosluk sayesinde peptidoglikandan
ayrilir (16).

Orta tabaka: Hiicre duvarinin orta tabakasi peptidoglikan, arabinogalaktan, mikolik
asitler, acil trehalozlar, oligosakkarid igeren lipidler ve fosfotidilinozitoliin glikozil derivatlar
yer almaktadir. Bu yapilara antijenik 6zellige sahip glikoproteinler ile porin yapilar da
katilmaktadir (16).

Peptidoglikan yapi: Mikobakterilerde hiicre duvarinin en 6nemli karakteristigi
kemotip-IV peptidoglikan yapidir. Klasik bakteriyel peptidoglikandan farkli olan bu yap1 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-1V peptidoglikanda iki
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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 (16).

Mikolik asitler mikobakterilerde tiim hiicre duvar1 kuru agirliginin % 50’si ile hiicre
lipidlerinin % 60’11 olusturlar. Mikobakterilerde mikolilarabinogalaktan peptidoglikan
kompleksinde en fazla bulunan mikolik asit tiirii, D mikolik asitlerdir. Bu yapida bir ¢ift bag
veya siklopropan halka yer alir. Mikobakterilerdeki peptidoglikan tabaka kor bdlgesinin
iskeletini olusturmak tizere gram pozitif bakterilerdeki teikoik asidin baglanmasina benzer bir
disakkarit fosforil koprii ile bir heteropolisakkarit olan arabinogalaktan1 kovalent olarak
baglar. Pepdidoglikan yap1 bakteriye seklini verir, hiicre duvarmna biitiinliik ve sertlik

kazandirir. Tetrapeptit yapida yer alan diaminopimelik asit nedeni ile lizozimlere karsi
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Sekil: 2.1. Mikobakteri hiicre duvari (17).

Yiiksek lipid icerikli bariyerden dolay1 mikobakteriler gram pozitif kabul edilmelerine
ragmen gram boyama ile boyanmazlar. Bakterilerin karbol fuksinle boyandiginda asit alkol
dekolorizasyonuna gosterdigi direncten dolayr aside direngli basil (ARB) olarak

tanimlanmalar1 iste bu zengin lipid igerigi dolayistyladir (18 ).

Mikobakteriler, yavas iireyen mikroorganizmalar olup boliinme siireleri tiirden tiire 2
ile 20 saat arasinda degisir. Kati besiyerinde kolonilerin gozle goriilmesi kiiltiirleri
yapildiginda hizli tireyenlerde 7 giinden az, yavas tireyenlerde 7 giinden fazla siirerken; klinik
orneklerden primer kiiltiirde lireme siiresi 8 hafta kadar siirebilir. pH 6.5 - 6.8’de ve %5 -10
CO2’li ortamda iyi iirerler. Ureme igin uygun 1s1 yine tiirden tiire 30°C- 45°C arasinda
degigsmektedir. P-nitro—D-asetilamino-F- hidroksipropiyofenon (NAP) M. tuberculosis
kompleksin iiremesini inhibe eder. Mikobakteriler canliligint +4°C’de haftalarca, -70°C’de
aylarca koruyabilirler.Tiiberkiiloz basilleri kuruluga ve kimyasal dezenfektanlara

direnglidirler. Direk giines 1s18inda iki saatte oliirler.(19, 5).

2.4. Mycobacterium tuberculosis kompleksin Mikrobiyolojik Ozellikleri

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

microti ve M. canettii tiirlerinden olusur.

2.4.1. Mycobacterium tuberculosis

Tiim diinyada insanda hastalik etkeni olarak en sik izole edilen mikobakteridir. Diger
kompleks tiyelerinden 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) varhiginda {iirer. Pirazinamidaz aktivitesi pozitiftir. Katalaz
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aktivitesi yoktur. Esas konagi insandir. Mikrokolonilerinin gdzlendigi kiiltlirleri boyaninca

kord faktoriinii olusturdugu goriiliir (20).

2.4.2. Mycobacterium bovis

Esas olarak sigirlarda infeksiyon yapmasina ragmen kegi, kedi, kopek, geyik, porsuk
ve keseli sigan gibi genis konak cesitliligi gosterir. Insan az da olsa konak olabilecegi i¢in
epidemiyolojik agidan M. tuberculosis ile tir diizeyinde ayirt edilmelidir. Aerobik, 6-8
haftada R yada S koloni yaparak iirer. Cogunlukla niasin reaksiyonu vermez. Nitratlar1 nitrite
indirgemez. T2H’ya duyarlidir, varliginda iireyemez. Pirazinamidaz aktivitesi yoktur. Katalaz
aktivitesi vardir. Besiyerine piruvat eklenmesi tiremesini 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 kdkenidir. Mesane kanserinin tedavisinde immiinsitiimiilan olarak

kullanilirken nadiren yayilabilir (20, 21).

2.4.3. Mycobacterium africanum

Genel olarak Afrika’da insan tiiberkiilozuna yol acan bir tiir mikobakteridir. 1968
yilinda Senegalli bir hastadan soyutlanmistir. Mikroaerofilik ortamda iyi {irer. Nitrati
indirgeyemez. T2H varliginda tireyemez. Pirazinamidaz aktivitesi pozitiftir (20, 21).

2.4.4 Mycobacterium microti

Tarla faresi gibi kemiricilerden izole edilmistir Hem immunkompetan hem de

immunsupresif hastalarda infeksiyon olusturabilir. Ehrlich Ziehl Nieelsen ( EZN )

boyamasinda ay ¢oregi goriintiisii tipiktir. Kiiltiirde iiretilmesi zordur (18).
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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 (18).

2.4.6. M.tuberculosis kompleks’ in Kiiltiir Ozellikleri

M.tuberculosis zorunlu aerobdur. Optimal iireme 1s1s1 37 °C,pH ise 7°dir. Ilk
izolasyonda i¢inde patates, yumurta veya serum bulunan kompleks besiyerlerine gereksinim
duyar, sonraki pasajlarinda sentetik besiyerlerinde de iireyebilirler. Amonyum tuzlar1 ve
amino asitleri nitrojen kaynagi olarak kullanabilir ancak asparajinli besiyerlerinde daha fazla
tiremektedirler, eser element olarak demir dnemlidir. Hangi besiyerinde iiretilirse iretilsin
tiiberkiiloz basilleri yavas iireyen bakterilerdir. Rutin besiyerindeki ilk kiiltiirlerinde onbes

giinden &nce iiredikleri goriilmez. lyi bir lireme igin ortalama 4-6 hafta gereklidir (5, 22).

2.5. Antijenik yap1

Mikobakterilerin hiicre duvarinda glikolipit yapisinda antijenler bulunmaktadir. Bu
glikolipidler PGL antijen ( phenol glycolipit ), DAT ( 2,3-diacyltrehalose ), TAT (2.3.6-
triacyltrehalose ), CF ( cord factor veya trehalose- 6,’6-dimycolate ) ve SL-I (2.3.6.6’-
tetraacyl trehalose 2’- sulphate) antijenleridir. Hiicre duvarinda bulunan antijenlerden baska
hiicre digina salinan (A 38 ve A30) ve sitoplazmada bulunan antijenler de tesbit edilmistir.
Mikobakteri kiiltiir filtratlarindan a-antijen, MPB51, MPB64, MPB83 ve MPB57 gibi bir¢ok
protein ekstrakte edilmis ve klonlanmustir. Hastalarin bu protein - antijenlere verdikleri

humoral yanitlar incelenerek tiiberkiiloz tanisi ve prognozu belirlenebilir (23).

2.5.1. Mikobakteriyel proteinler
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Old tiiberkiilin (OT): M.tiiberculosis ve M.bovis’in sivi besiyerinde 37 °C’de 6-8
hafta tiretilmesini takiben akim halindeki buharla 6ldiiriilmesi, ilk hacminin 1/10 u kalincaya
kadar 1siyla yogunlastirilmas: ve filtrasyonla sterilize edilmesi sonucu elde edilen, saf
olmayan bir iiriindiir. Ilk kez Koch tarafindan elde edilen OT nin infekte bireylerde, basille
karsilasmamis olanlara nazaran daha ¢abuk ve daha belirgin reaksiyon olusturdugu goriilmiis
ve tiiberkiiloz enfeksiyonunun tanisinda, intradermal cilt testi olarak kullanilmaya
baslanmustir. Tiiberkiiloz basillerinin kaba bir ekstrati olan OT’nin aktif tiiberkiiloproteinlere
ek olarak, besiyerine ait maddeler ve baska komponentlerde icermesi nedeniyle,

saflastirilmasina gerek duyulmus ve PPD gelistirilmistir (5).

Saflastirilmis Protein Tiirevi (PPD): ilk kez Seibert ve Glenn tarafindan 1941°de
tanimlanmistir. Sentetik besiyerlerinde hazirlanmis OT ‘nin kollodyen membranlardan
stiziilmesi ve amonyum siilfatla ¢oktiiriilmesi sonucu elde edilmis daha saf bir {irlindiir. OT
‘deki tliberkiiloprotein 32 kD oldugu halde PPD; 2 ve 9 kD ‘luk iki protein icerir. OT ‘ye
nazaran igerdigi proteinler daha kiigiik ve karbonhidrat1 az oldugundan daha az 6zgiil olmayan
reaksiyona neden olur. Tam olarak saflasgtirilamamistir ve diger mikobakterilerle
infeksiyonlarda capraz reaksiyon verebilir. Bu olumsuzluklara ragmen PPD
immunodiagnostik 6nemini hala korumaktadir. Gilinlimiizde PPD ‘nin hazirlanmasinda iki
degisik yontem kullanilmaktadir. a-Long besiyerinde iiretilen tiiberkiiloz basillerinin
trikloroasetik asitle ¢oktiiriilmesi b-Sivi besiyerinde iretilen basillerin ultrafilrasyonla
yogunlastirilmasi ve amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmesi hangi teknikle hazirlanmis olursa olsun
DSO 0.1 ml soliisyonda 5 TU (0.0001 mg PPD-S proteini) dozunda PPD bulunmasini

onermektedir (5).
65 kDa protein: Konak hiicre i¢inde ¢ogalan basillerden salgilandig1 ve gecikmis tip

asirt duyarlilik reaksiyonu sonucu lezyonda kazeifikasyon ve likefaksiyon olusturdugu

bulunmustur. Immiinojenitesi yiiksek olan bir 1s1 sok proteinidir (19, 5).
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Antijen 85 kompleks (Alfa antijen 30/32- kDa antijen): Mikobakteri hiicre
duvarmin karakteristik yapisi Kord Faktoriin sentezi igin gerekli olan M. tuberculosis’in
salgiladig1 major antijendir. Potansiyel koruyucu bir antijen oldugu diistiniilmektedir. Mikolik
asit sentezini inhibe eden INH’ 1n in vitro Ag 85’in sentezini indiikledigi ve tedaviye cevap
vermeyen olgularda bu antijenin balgamda tespit edildigi gosterilmistir. Son ¢aligmalar,
tiiberkiilozlu hastalarda bronkoalveolar hiicrelerin Ag 85’¢ saglikli insanlardan daha fazla
yanit verdigini ancak bu yanitin PPD’ye olan yanittan daha az oldugunu ortaya koymaktadir
(24).

Antijen 5, antijen 6, antijen 60: Saflastirilmig sitoplazmik proteinlerdir. Bakteriye
Kars1 olusan humoral yaniti gostermek amaciyla kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle antijen
60’a dayali ELISA (Enzim ile isaretli antikor testi) deneyi bu antijenin tiim mikobakterilerde
olmast ve Nocardia tiirleri ile capraz reaksiyon vermesi nedeniyle tanida ¢ok yer

edinememistir (25).

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

inhibe eder. Monosit ve makrofajlarin apopitozunda gérevlidir (26).

ESAT-6 (Early secretory antigenic target) ve CFP-10 (Culture filtrat protein):

M.tuberculosis kompleks’in RD1( Region of difference) gen lokusundan
kodlanmaktadir ve bu proteinlere karsi olusan interferon yanitin1 T hiicre sayisin1 gostererek
invitro Olgen kitler gelistirilmistir. Bu yontem yardimiyla aktif ve latent tiiberkiiloz tanisi
konabilmekte, tedaviye yanit takip edilebilmekte ve M. tuberculosis enfeksiyonunun BCG

asilamastyla ayrimi yapilabilmektedir (27).

2.6. Patogenez ve virulans
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M.tuberculosis’ in virulansinda rol oynayan kesin bir faktor gosterilememistir. Ancak
yapilan calismalar kord faktér ve silfatidler gibi bazi immunoreaktif komponentlerin
virulanstan sorumlu olabilecegini ortaya koymustur. Tween-albumin besiyerinde virulan
mikobakteriler yilanvari kivrimlar yapmis sekilde (¢cali demetine benzer) goriiliirken; virulansi
zayiflatilmis veya tamamen ortadan kaldirilmis izolatlar diizensiz yiginlar halinde bulunur.
Bakterinin bilinen histolitik enzimleri, endo ve ya ekzotoksinleri yoktur. Ancak duvarda
bulunan bazi yapilarin toksik oldugu gosterilmistir. M.tuberculosis’de higbir yapi, antijen

veya mekanizma organizmanin virulansini agiklamak i¢in yeterli degildir (5).

2.6.1. Mikobakteriyel lipidler

Trehaloz-6,6, dimikolat (Kord faktor): Tiiberkiiloz basilinin kiime olusturmasina
neden olur. Adjuvan etkiye sahiptir ve alternatif kompleman yolunu aktive eder. Onemli bir
virulans faktoriidiir. Graniilom olusumunda rol oynar ve tiimor geriletici etkiye sahiptir. PNL
gociinli inhibe eder. Konak hiicre mitokondri membranina tutunarak solunum ve oksidatif

fosforilasyonda hasar yapar (5, 24).
Muramildipeptit (MDP) : Immiin sistemi uyarir ve tiimor geriletici etkisi vardir (5 ).
Siilfolipidler (Siilfatidler): Silfiir iceren glikolipidlerdir. Kord faktore sinerjik etki

yapar ve makrofaj i¢inde fagozom-lizozom filizyonunu engelleyerek, basili lizozomal

enzimlerin etkisinden korudugu dolayisiyla makrofajlara karsi direnci artirdigr gosterilmistir

(5).
Wax D: Peptidoglikolipid yapisindadir. Freud adjuvaninin etkisini arttirict 6zellige
sahiptir. Timor geriletici 6zellige sahip olup, BCG asisinin bazi tiiméorlerde gerilemeye neden

olan immiinoterapdtik etkisinde rolii vardir (5).

Lipoarabinomannan:M. tuberculosis’in major hiicre duvari lipoglikanidir(28).
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Mikotiyol: Yiiksek antioksidan kapasiteli, diisiik molekiil agirlikli bir tiyol olup,
sadece mikobakteriler ve aktinomigetler tarafindan tiretilmektedir. Mikotiyol, ¢ogu dkaryot ve
baz1 prokaryot hiicrelerdeki antioksidan kapasiteli glutatyon analogudur. Basilin oksidatif
strese verdigi yanit ve detoksifikasyon enzimlerinin sentezi i¢in gerekli bir kofaktordiir.
Mikotiyol biyosentezinde rol alan enzimler tiiberkiiloza karsi gelistirilecek yeni ilaglarin

hedefi olmaya aday goriinmektedir (29).

Fosfatidil inozitol mannozid (PIM): Lipid yapisindadir. Hapten 6zelligi gosterir.

Capraz koruyucu immiinitede roliiniin olabilecegi diigiiniilmektedir (5).

2.6.2 . Mikobakteriyel polisakkaridler:

Arabinoz, galaktoz, mannoz iceren polisakkarid | molekiilleri geg tip asir1 duyarlilik

olusturabilir. Polisakkarid Il molekiilleri ise serolojik aktivite gosterir (30).

2.6.3. Mikobakteriyel proteinler

Membranla iliskili proteinler, peptidoglikan ile ilgili proteinler, dis hiicre duvar ile
ilgili proteinler, sitoplazmik proteinler, 1s1 sok proteinleridir. En 6nemli gorevleri, basile
antijenik 6zellik kazandirmak, duvar polimerlerinin sentezinde rol almak, porlari olusturarak

atik maddelerin disar1 transportuna neden olmaktir (30).

2.7. Immunopatogenez

Tiiberkiiloz hastalifina karsi son kirk yilda birincil segenek yeni bir ilag ortaya
konamamus, etkili ve giivenli bir as1 hala bulunamamistir. Bu nedenle tiiberkiiloz basilinin

konakla etkilesimini agiklamaya yonelik kapsamli ¢aligmalar gerekmektedir. Basil solunum,

sindirim, deri, genitoliriner sistem ya da konjunktivadan girebilir. En 6nemli bulas yolu
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inhalasyondur. Hernekadar ilk yerlestikleri organlar farkli olsada, meydana gelen patolojik
olaylar, daima aynidir. Bulag sonrasi infeksiyon olusup olusmamasi ve ya hastalik meydana

gelip gelmemesi konagin direnci ile bakteriyel virulans arasindaki dengeye baglidir (5).

Aktif tiiberkiilozlu kisiler ¢evreye, icinde degisik sayilarda basil bulunan damlaciklar
(Pflugge damlaciklar1) sagarlar. Normal solunum sirasinda ¢ok az olan damlacik sayisi,
oOksiiriikle 3500’e, hapsirikla bir milyona kadar ulagir. Saglikli insanlar tarafindan solunan bu
damlaciklarin biiyiik olanlar1 burun ve brons yiizeyindeki silialar tarafindan tutulurken, iginde
1-3 basil bulunan kiigiik partikiiller kolaylikla alveollerle ulasir ve bakteriler alveolar
makrofajlarca fagosite edilir. Fagozom ile lizozim birlesir; proteolitik enzimlerin etkisiyle
basil o6ldiiriilmeye calisilir. Eger makrofajin sahip oldugu mikrobiyosidal aktivite bakteriyi
oldiirmeye yeterse, basiller ortadan kaldirilir ve enfeksiyon olusmadan olay sonlanir. Bu

durumda kiside radyolojik bulgu saptanmaz (5).

Diger fagosite olan bakterilerin aksine M.tuberculosis fagozom ile lizozomun

olusumunu engeller. Bu birlesmenin olmamasi mikobakterilerin yagamasi i¢in uygun ortami

saglar (31).

Enfeksiyon ve hastaligin olusup olugsmamasi, konagin direnci ile basilin virulansi
arasindaki dengeye bagldir. Konagin tiiberkiiloza karsi yanitinda hem dogal hem de
kazanilan immiinite rol oynamaktadir. Alveollere ulagan basil dogal savunma yollar1 ile yok
edilebilir veya ¢ogalarak hastaligin klinik goriiniimlerini olusturabilir. Dogal savunmada iist
solunum yolu fiziksel engeli, fagositoz, inflamatuar hiicreler ve salgiladiklar1 sitokinler,

alveolar makrofajlar, apoptoz ve genetik faktdrler rol oynar (32).

Ancak bakterinin virulans faktorleri (kord faktor, siilfatidler ve diger asidik lipidler
gibi) daha agir basar ve makrofaj aktivitesi yetersiz kalirsa basil, hiicre i¢inde ¢ogalmaya
baslar ve makrofajlar1 pargalar ve alveolar bosluga geger. Par¢alanan makrofajlardan salinan
kemotaktik faktorler, monositlerin ve diger inflamatuvar hiicrelerin infeksiyon bodlgesine

gelmesini saglar ve graniilom olusumunu baglatir. Alveolar bosluga gegen basiller, yeni
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makrofajlarca fagosite edilseler bile makrofajlar heniiz aktive edilmedikleri i¢in ¢ogalmaya

devam ederler (28).

M. tuberculosis inhalasyonundan 2-6 hafta sonra etkene 6zgiil hiicresel immiin yanit
gelisir. Lezyon bolgesinde cogalan basillerin tiiberkiilin benzeri proteinleri, doku hasari
yapan gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonuna yol agar. Gecikmis tip asirt duyarlilik
reaksiyonu tiiberkiilin testi pozitifligine ve kazeifikasyon, likeifikasyon, kavitasyona neden
olur. Boylece inaktif makrofajlar igindeki basillerin ¢ogalmasi durdurulur ve graniilom
merkezinde kazedz nekroz alanlari olusturulur. Kaze6z nekroz alanlar iginde basiller daha
fazla ¢ogalamaz ve yasam boyu dormant kalir. Primer infeksiyon ve primer odaklarin (Ghon
odagi) olustugu bu evrede tiiberkiilin testi pozitiftir (28). Bu doénemin nasil ilerleyecegi,

bakterinin virulansi ve konagin immiin durumu arasindaki dengeye baglidir (33).

Graniilomlarda kaze6z odagin etrafinda toplanan aktif makrofajlar, kazedz odaklardan
kagan basilleri fagosite ederek hizla sindirirler. Aktif makrofajlarin yakaladigi basiller
cogalmay1 siirdiiriirse gecikmis tip asirt duyarlilik yaniti tekrarlanarak doku hasarlanmasi
artar. Immiin yamt: baskilanmis kisilerde kazedz odaklardan kacan basiller, inaktif ya da
diisiik aktivitedeki makrofajlar tarafindan fagosite edilir, fakat sindirilemezler. Bu
makrofajlarin basil ¢ogalmasinin durdurabilmesi igin gecikmis tip asir1 duyarlilik yanitinin
tekrarlanmasi gerekir. Bu yanit tekrarlandik¢a kazedz nekrozlar genisler ve primer tiiberkiiloz
olusur. Lenfohematojen yolla basiller akcigerden viicudun diger boliimlerine yayilir ve
pulmoner ven duvarinda olusan kaze6z odagin agilmasi ile miliyer ve dissemine tiiberkiiloz

gelisir (29).

Tiiberkiilozda immun yanit, M.tuberculosis® e ait antijenlerin, makrofaj veya dentritik
hiicrelerin MHC-I / MHC-II veya CD 1 molekiilleri iizerinden T lenfositlere sunulmasiyla
baslar. Tiberkiiloprotein ve lipitler tarafindan uyarilan makrofajlardan salinan 1L-12 ve INF-
Y, CDAT helper hiicrelerinin proliferasyon ve farklilasmasina neden olur. Akciger
tiiberkiilozunda yerel hiicresel immunite T helper 1 hiicreleri ile saglanir. Enfeksiyonun
baslamasindan 2-6 hafta sonra, efektor ve bellek fenotipte CD4 + Th ve CD8+ Tc
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lenfositlerinin iki tipi de bulunur. Efektor T lenfositlerden saglanan yeterli hiicresel yanit ilk

enfeksiyonu durdurur (5,32).

Antijene 6zgiil olarak uyarilan CD4 + Th 1 lenfositleri tarafindan 6lii ya da canli ayn1
antijenle karsilasma durumunda INF-y, lenfotoksin, GM-CSF gibi inflamasyon mediatérleri
salinir. Bu mediatorlerin salinmasiyla gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonu olusmakta ve
durumun ilerlemesiyle de graniilomatdz tip reaksiyon gelismektedir. Gecikmis tip asiri
duyarlilik konagin antijenlere kars1 olusturdugu inflamatuar bir yanit olup yavas gelisip uzun
stire devam eder. Hiicresel immun yanit1 takip eden bu yanit pasif olarak aktarilamayan bir
reaksiyondur. PPD reaksiyonu tipik bir gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonudur. Sonug da
doku hasar1 ve nekroz gelisecektir. Tiiberkiilozda akcigerde gozlenen kazeifikasyon,
likefaksiyon ve kavitasyonlar gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Hiicresel immun yanit, makrofaj aktivasyonuyla fagosite olan basilleri 6ldiirmek;
gecikmis asirt duyarlilik reaksiyonu ise basil igeren aktive olmamis makrofajlari ve komsu
dokular1 hasalayip, basillerin {iremesi i¢in uygun ortamlar1 ortadan kaldirmak igin ugrasirlar

(5, 34).

2.7.1. M. tuberculosis’in Savunma ve Virulans Faktorleri (Perzistans Faktorleri)

Viriilansta rol oynayan kesin bir faktor bilinmemekte ancak bir¢cok faktor
su¢lanmaktadir. Virulans mekanizmalari esas olarak hiicre ylizey lipid molekiillerine
odaklanmistir. Ayrica latent infeksiyon olusturma potansiyeli fazla olan mikroorganizmanin
yillar siiren perzistansim1 aciklamak da virulans konusunda yardimci olabilir. Perzistans

faktorlerinin en onemlileri sunlardir:

Mikolik asit: Bir¢ok kemoterapotik i¢in diren¢ saglar, mikroorganizmay1 ¢evresel

stresten korur ve infeksiyonun perzistansini saglar.
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16 kDa alfa- kristalin proteini (acr): Mikroaerofilik veya anaerobik ortamda ve
tiremenin durgun fazinda yiiksek oranda tesbit edildigi, Acr geninin delesyonunun makrofaj

icindeki mikobakteri tiremesinde baskilanmaya neden oldugu gosterilmistir (29).

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

Sigma faktorleri (rpoV, Sig F): Latent fazda salinir, basilin degisik ¢evre kosullarina
yanitinda gen ekspresyonunun regiilasyonunda, 6zellikle Sig F” in muhtemel spor olusumuyla

ilgisi oldugu konusunda ¢alismalar yapilmaktadir (33).

Dimikoserozat ester poliketid: Dis membran lipidleri arasinda major virulans
faktorlerindendir (35).

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 baglar boylece makrofaj i¢inde yillarca kalabilir
(36).

Fenolik glikolipidler: Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda yeni antitiiberkiiloz ilag
gelistirilmesinde hedef molekiil secgilmesi onerilmektedir. Kii¢iik molekiillii virulans faktori
olarak tamimlanmistir . Lipoarabinomannan, muramidilpeptit, mikotiyol, trehaloz - 6,6,
dimikolat (Kord faktor), siilfalipid, PIM, wax D diger virulans faktorleridir (37).

2.8. Epidemiyoloji.

Tiiberkiiloz 1882’de Robert Koch tarafindan bilim diinyasina tanitildigindan beri
gelismis iilkelerde goriilme oram azalmis gibi goriinse de, DSO tarafindan aktarilan bilgi
aslinda Koch zamanindan beri bu diinya ¢apindaki halk sagligi problemine ¢ok da etkili
¢oziimler getirilmemis oldugudur (38). Giiniimiizde tim O&liimlerin % 7’si, Onlenebilir

oliimlerin % 26’s1 tiiberkiiloz nedeniyle olmaktadir (39).
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Tiiberkiiloz epidemiyolojisinin temelinde tarama ve yeni olgular1 ortaya g¢ikarma
vardir. Taramanin amaci enfekte ve aktif hastaligi olan kisileri bulmaktir. Enfekte olgularin
tesbiti; risk faktorlerinin belirlenmesi, epidemiyolojik paramatrelerin hesap edilmesi ve
tiiberkiiloz ile miicadelenin bagarili olup olmadigini belirlemeye yardimci olur. Aktif
tiiberkiilozlularin belirlenmesi ise hastalarin etkin tedavi ile sagligina kavusmasini ve

hastaligin yayilimmin 6nlenmesini saglar (40).

Tiiberkiiloz epidemiyolojisinde kavramlar:

Epidemiyoloji, bir enfeksiyonun, bir hastaligin veya bir durumun insan
topluluklarinda dagilimin1 ve sikligini etkileyen faktorlerin ve kosullarin birbiriyle olan
iligkilerini inceleyen bilimdir. Tiiberkiiloz epidemiyolojisi, tiiberkiiloz basili ile insan ve
toplum arasindaki etkilesimleri (basilin bulasmasi, insidens, prevalens, yillik infeksiyon riski,
mortalite, risk faktorleri, HIV infeksiyonu veya diger bagisiklik yetmezlikli kisilerde
enfeksiyon ve hastaligin seyri, ilaglara diren¢ durumu) ve dengeyi inceleyen ve elde ettigi
bilgileri dengenin insan lehine degismesi icin kullanan bilimdir. Elde edilen epidemiyolojik

veriler korunmada kilavuzluk eder ( 41).

Tiiberkiiloz enfeksiyonu: Basilin bulasip, lokal graniilamat6z bir inflamasyona neden

olmasi ve basillerin sistemik olarak kontrol altina alinmasidir (41-43).

Aktif tiiberkiiloz olgusu: Tiberkiiloz basili ¢ikaran (balgam veya diger klinik

orneklerde basil varligi saptanan) olgudur (41).

Stipheli tiiberkiiloz olgusu: Klinik ve radyolojik bulgularla tiiberkiiloz oldugu

diisliniilen, ama bakteriyolojik dogrulama yapilamayan (basil ¢ikarmayan) olgudur (41).
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Tiiberkiiloz enfeksiyon prevalansi: Belli bir toplumda bir yillik siirede enfekte bulunan
kisilerin (BCG) ile agilanmamis kisiler arasinda tiiberkiilin deri testi (PPD) pozitif olanlar)
orandir. Bir {ilkede infekte insan havuzunu bilmek agisindan ¢ok onemli bir epidemiyolojik
olgtdiir (41-43).

Tiiberkiiloz enfeksiyon riski (yillik enfeksiyon riski): Bir yil iginde tiiberkiiloz basili
ile ilk defa infekte olacaklarin oramidir. Diger bir ifadeyle belli bir toplumda tiiberkiiloz basili
ile infekte olmamis ve BCG asis1 yaptirmamis, PPD negatif olan kigilerin bir yil iginde
enfekte olma ihtimalidir. Ucuz, basit ve kolayca yapilabilir; kayit-ihbar sistemine
dayanmadigindan giiniimiizde 6nemli ve yararli bir gostergedir. Tiiberkiilozun {ilkedeki
bulagicilik durumunu degerlendirme imkani veren bu epidemiyolojik 6l¢ii PPD pozitifligi
takip edilerek elde edilir. Yillik enfeksiyon riskindeki azalma %10 veya tlizerinde ise

tiiberkiiloz kontrol 6nlemleri basarili, %5 den az ise basarisizdir (41, 43).

Tiiberkiiloz prevalansi (nokta prevalans): Belli bir toplumda arastirmanin yapildigi
anda, 100.000 kisilik niifusta bulunan tiiberkiilozlu hasta (eski+yeni olgu) sayisini gosterir
(44,45).

Tiiberkiiloz insidansi: Bir yil iginde 100.000 kisilik niifusta saptanan yeni hasta
sayisidir. DSO  25/100.00 den az olanlar1 diisiik, 25 - 100/100.000 olanlar1 orta ve
100/100.000 den biiyiik olanlar1 hastalik insidansi agisindan yiiksek kabul etmektedir. lgili
parametrenin dogrulugu ve giivenligi i¢in ililke capinda standart metotlarla aktif olgu bulma ve
bildirme ¢alismalar1 etkin bir sekilde yiiriitilmelidir. Geng yas grubunda insidansin azalmasi

tiiberkiiloz kontrol ve 6nleme tedbirlerinin etkin oldugunu yansitir (45, 41, 43).

2.8.1. Diinyada Tiiberkiiloz

DSO’niin verilerine gore diinya niifusunun iigte biri tiiberkiiloz basili ile enfektedir.
Tiberkiiloz, 6zellikle Asya ve Afrika basta olmak iizere diinya ¢apinda major hastalik ve
6liim nedenidir. DSO’ niin verilerine gore, her yil yaklasik iki milyon ve giinde 5000

insanin tiiberkiilozdan 61diigii belirtilmektedir. Oliimlerin ¢ogunlugu geng ve eriskinlerde
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olmaktadir. Ayrica tiiberkiiloz basili, glinlimiizde ilaclara diren¢ kazanarak ¢ok daha ciddi,
¢Oziilmesi ¢ok daha zor bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 2015 yilina kadar hasta
sayisint 50 milyona ulasacagi, bunlarin {i¢ milyonunun HIV enfeksiyonu ile birlikte
olacag: tahmin edilmektedir (46). DSO, 1993 yilinda tiiberkiiloz konusunda diinya ¢apinda
acil durum ilan etmis ve biitiin {ilkelere ‘Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi’ni’ (DGTS)
Onermistir. Bu strateji esas olarak, balgamin mikroskopik incelenmesinin yayginlastiriimasi
ile bulastirict olgularin yakalanmasi ve dogrudan gozetimli tedavi ile tedavi garantisinin
saglanmasimni amaglamaktadir. DGTS 184 iilkede kurulmustur. Bu iilkeler diinya

popiilasyonunun %93’{inii, tahmini tiiberkiiloz olgularinin % 99’unu igeren iilkelerdir (46).

DSO tiiberkiiloz kontroliinde ‘Milenyum Gelisme Hedefi’ belirlemektedir. Buna
gore DSO, yayma pozitif olgularin %70’inin tespit edilmesini, bu olgularin % 85’inin
basariyla tedavi edilmesini, 2015 yilina kadar diinyada tiiberkiiloz insidansinin azalmaya
baslatilmasi ve durdurulmasini, 1990 yil1 ile kiyaslandiginda 2015 yilina kadar prevalans

ve 6liim oranlarinin yariya indirilmesini hedeflemektedir (46).

Diinyada tiiberkiiloz hastalarinin %80’inin bulundugu 22 iilke, ‘Yiiksek Olgu Yiiki’
olan tlkeler olarak adlandirilmaktadir. Bu iilkeler; Hindistan, Cin, Endonezya, Nijerya,
Banglades, Pakistan, Etyopya, Giliney Afrika, Filipinler, Kenya, Kongo Demoktatik
Cumhuriyeti, Rusya Federasyonu, Vietnam, Tanzanya, Brezilya, Uganda, Tayland,
Mozambik, Zimbabve, Myanmar, Afganistan ve Kambogya’dir. En ¢ok hastanin oldugu

bes iilke ise; Hindistan, Cin, Endonezya, Nijerya, Giiney Afrika’dir (46).

Afrika bolgesi en yliksek insidansin oldugu bolgedir. Sahraalti Afrika ile Giiney
Dogu Asya’da, HIV ile tiiberkiiloz birlikteligi biiyiik bir sorundur. Son yillarda eski
Sovyetler Birligi Ulkeleri’nde de bu iki hastaligin birlikteligi artis gostermektedir (46).

DSO 2008 Kiiresel Tiiberkiiloz Raporu’na gore, 2006 yili iginde bildirilen olgu
oran1 (prevalans) 5.392.826 (82/100.000), yeni yayma pozitif olgu oran1 2.531.975
(38/100.000) olarak verilmektedir. Olgularin  %46.9’u  yayma pozitif olarak
bildirilmektedir. 2003 yil1 i¢in insidans 8.8 milyon olarak bildirilirken, 2005 yil1 i¢in 9.1

milyon olarak verilmektedir. 2006 yili i¢in tahmini prevalans orami 14.424.343
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(219/100.000), insidans orant 9.157.021 (139/100.000), yayma pozitif olgu orani
4.068.011 (62/100.000) olarak verilmektedir (46).

2.8.2. Ulkemizde Tiiberkiiloz

[Ik Veremle Savas Cemiyeti’ nin 1918 yilinda kuruldugu Tiirkiye’de, Cumhuriyet’ in
ilk yillarindan beri tiiberkiilozla ilgili miicadele kampanyalar1 siirdiiriilmiistiir. 1950’1lerde
1000°de 25 olan hastalik prevalanst 1975’ te 1000°de 1’e diismiis, bu yillar arasinda en az %
10’luk yillik enfeksiyon risk oraninda azalma saglanmistir. Fakat 1970’li yillarin basinda
‘tiiberkiilozun artik kontrol altina alindig1” seklindeki resmi agiklamalar, bu yillardan sonra
kamuoyunun ve devletin konuya ilgisinin giderek azalmasina neden olmus ve 1977°den sonra

yapilan ¢alismalarda enfeksiyon riskinin artmaya basladigi gortilmistiir (48). .

1980 yilinda aktif hasta orant % 0.1, basil pozitif hastalarin orani yilizbinde 15,
tiiberkiilozdan 6liim orani yiiz binde 8.8 ve insidansi yiiz binde 52.23 olmustur. 1990°da
tiiberkiilozdan 6liim oran1 % 3.2 ye gerilemistir. 80’li yillarda diinya genelinde yiiriitiilmekte
olan tiiberkiiloz savasinda yasanan gevseme, AIDS’de tiiberkiilozun firsat¢1 infeksiyon olarak
artig gdstermesi ve yasanan gog¢ hareketleri, DSO’nii 1991 yilinda yeni bir tiiberkiiloz kontrol
programi uygulamaya yoneltmistir. Dogu Avrupa fiilkelerinde tedaviye diregli olgularin
artmas1 ve 3. Diinya iilkelerinde yasanan olumsuz gelismelerden dolayr DSO, 1993 yilinda
Acil Durum ilan etmistir. Bu yeni anlayisla Dogrudan Gozetimli Tedavi ( DGTS ) ya da
Directly Observet Treatment Short Course (DOTS) ile direng gelisiminin  6nlenmesi

amaclanmistir (46 ).

2004 yili verilerine gore bakteriyolojik muayene orant % 30’lardan % 70’lere
cikarilmis, hastalik insidansindaki diisme devam etmistir. 1990’da insidans 44, 1995°de
35.48, 2000’de 26.24, 2003°de 24.31°dir. Mortalite ise 1945 yilinda yiizbinde 262 iken
1950°de 204, 1960°da 55, 1970°de 20, 1980°de 8.8, 1990°da 3.2, 2000°de 1.8’dir. Tiiberkiiloz,
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Olim nedenleri arasindaki sirasina gore 1980 yilinda 8. sira da iken 2000 yilinda 19. siraya
gerilemistir. Tiirkiye’de verem savasi dispanserlerine 2007 de kayit edilen hasta sayilart:
Toplam hasta: 19,694, olgu hizi: 27.9, yeni olgular 17,781 (% 90), tedavi gérmiisler 1,913,
Bakteriyolojik tetkikler: akciger tiiberkiilozu: 13,690, mikroskobi yapilan 12,219 (% 89.3),
mikroskobi pozitif: 8,797 (% 64.3), kiiltiir yapilan: 8,379 (% 61.21), kiiltiir pozitif: 6,868 (%
50.2), ilag duyarlilik testi yapilan 4,917, ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz: 240 (% 4.9)’dir. Bir
iilkede tiiberkiiloz savasi, Ulusal ve Uluslararasi otoritelerin birlikte planli, programl
caligmasiyla ile olur. Bu plan ve kararlilik i¢inde Tiiberkiiloz laboratuvarlarimin 6nemi
tartismasiz ¢ok biiyiiktiir. Mikobakteri laboratuvari tiiberkiiloz kontrolii ve eradikasyonunda
en Oonemli ayaklardan birini olusturur. Laboratuvar yoksa tani yoktur, tani yoksa tedavi
yoktur, tedavi yoksa Dogrudan Gozetimli Tedavi Strateji’ si (DGTS) yoktur, DGTS yoksa
tiiberkiiloz kontrolu yoktur (49,50).

Diinya Saglk Orgiitii Kiiresel Tiiberkiiloz Kontrolii 2009 Raporu” verilerine gore
lilkemizin de iginde yer aldigt DSO Avrupa Bolgesi'nde 2008 yili tiiberkiiloz insidansi yiiz
binde 48 iken, Tiirkiye’nin tiiberkiiloz insidans1 yiiz binde 30 dur. DSO Avrupa Bolgesi’nde
2008 yil1 tiiberkiiloz nokta prevalansi yiiz binde 39 iken Tiirkiye i¢in bu rakam yiiz binde 22
dir.DSO’niin tiiberkiiloz insidansi ile ilgili hedefi 2015 yilma kadar insidans hizi artiginin
durdurularak geriye ¢evrilmesidir. Tiirkiye’ nin tiiberkiilo insidans hizi, yillara gore azalmakta
olup 2002 yilinda yiiz binde 40 iken, 2008 yilinda yiiz binde 30 dur Ulkemiz tiiberkiiloz

insidansinin orta diizeyde oldugu iilkeler arasinda yer almaktadir. (51).

2.9. Klinik Tablolar1

Yiizyillardir insanlarda hastalik olusturmakta olan Mycobacterium tuberculosis in
varhgimi ilk kez 1882 yilinda Robert KOCH gostermistir. Diinyada en c¢ok akciger
tiiberkiilozuna rastlanmaktadir. Bakteri viicuda solunum yolu ile girerek enfeksiyon olusturur.
Bakteriler hastanin Oksiirmesi ve aksirmasi sonucu damlaciklar i¢inde disar1 ¢ikarlar. Bu
damlaciklardan Sum c¢apinda olanlar enfeksiyon kaynagi olarak damlacik g¢ekirdegi haline

dontisiir. Damlacik c¢ekirdekleri hava icinde birkag saat asili halde dolasabilir. Bagka bir kisi
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tarafindan solunum yolu ile alinan damlacik ¢ekirdegi akcigerlere ulasir ve lokalize oldugu
yerde ¢ogalirsa enfeksiyon baglamis demektir. Enfeksiyon kapali bir ortami paylasan kisiler
arasinda (Ozellikle aile fertleri, okul, hastane, kisla ve hapishane ortaminda birlikte yasamak
zorunda olanlar arasinda) daha hizli yayilir. Enfekte olmus herkes hasta olmaz. Hatta enfekte
olan kisilerin biiyiik bir kisminda hastalik hi¢ gelismez. Mikroorganizma viicut i¢cinde uzun
bir zaman dormant (aktif olmayan) halde kalabilir. Tek belirti kisinin PPD ’sinin pozitif
olmasidir. Boyle kisiler hayatlarinin geri kalan kisminda hastalik riski tasiyarak yasarlar.

Ancak %5-10" unda hastalik ortaya ¢ikar (5).

2.9.1. Primer Tiiberkiiloz(Cocuk Tiiberkiilozu)

Daha 6nce M.tuberculosis kompleks ile karsilasmamis veya BCG ile asilanmamis
PPD’si negatif birey inhalasyon yoluyla basille ilk karsilastiginda 2-3 hafta iginde enfeksiyon
odaginda ve uzak organlarda graniilomlar olusur. Immiin yanitla bu bolgelerde kazeifikasyon
nekrozu olusturularak infeksiyon smirlandirilir. Klinik bulgu olmayan yalmizca PPD

pozitifligi olan siirece primer enfeksiyon denir (3).

Eger konak¢inin immiin yanit1 yeterli degilse kazeifikasyon nekrozu genisleyip klinik

olarak belirginlesen primer tiiberkiiloz (hastalik) donemi baslar (29) .

Akciger parankimindeki lezyon, siklikla iyi oksijenlenen alt ve orta loblarda goriiliir.
Primer tiiberkiiloz genellikle asemptomatiktir. Bir yas alt1 ¢ocuklarin % 45 - 50 sinde, bir yas
istii cocuklarin %85-95 inde tesadiifen gekilen akciger grafileri ile tam1 konur. Bazi olgularda
hafif ates, kuru oksiiriik, kilo kayb1 ve gece terlemesi olabilir ya da tedaviye yanit vermeyen
ates olarak ortaya c¢ikabilir. Balgam pozitif aktif tliberkiilozlu hasta ile temas, akciger
grafisinde hiler/paratekal lenfadenopati ve/ya Ghon odagmin varligi ve PPD pozitifliginin

olmasi durumunda primer tiiberkiiloz diisiiniilmelidir (5).

2.9.1.1. Miliyer Tiiberkiiloz
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Kazedz bir odagin komsu kan damarlarina agilmasi veya damar duvarindaki
tiiberkiiliin kazeifiye olarak dolasima bol miktarda basil vermesi, ozellikle 0-4 yas arasi
immiin sistemi zayif ¢ocuklarda miliyer tiiberkiiloz gelisimine yol acar. Yetigkinlerde ise eski
bir tiiberkiiloz lezyonunun yeniden alevlenmesi ve kan damarlarinda erozyon yapmasiyla
veya tiiberkiiloz lezyonu iceren bir organda yapilan cerrahi islemle basiller kana karisabilir ve
boylece miliyer tiiberkiiloz gelisebilir. Miliyer tiiberkiilozlu hastalarin % 30’unda PPD
negatiftir (3).

2.9.2. Sekonder Tiiberkiiloz

Primer enfeksiyon gegiren ve tiiberkiilin deri testi pozitiflesen kisilerde, enfeksiyondan
en az bes yil sonra yasamlarinin herhangi bir déneminde gelisen tiiberkiilozdur. iki sekilde

geligebilir:

2.9.2.1. Endojen Reaktivasyon

Primer enfeksiyondan sonra aylar veya yillar boyu dokularda dormant kalan basillerin,
stres, steroid tedavisi, kanser kemoterapisi veya HIV enfeksiyonu gibi hiicresel immiin yanitin
baskilandigi herhangi bir zamanda aktif hale gegmesiyle olusur (21).

2.9.2.2. Ekzojen Reenfeksiyon

Daha once primer infeksiyon geg¢irmis, PPD’si pozitif bireyler, eger tiiberkiiloz
basiliyle yeniden karsilasirlarsa, mevcut hiicresel immiinite bu basillerin alvollere
yerlesmesini, c¢ogalmasini Onler fakat bu koruma tam degildir. Hiicresel immiinite

zayifladiginda basiller yeniden ¢ogalmaya baslar (3).

Sekonder tliberkiiloz gelisiminde bu mekanizmalardan hangisinin belirleyici oldugu
bilinmemektedir. Fakat infeksiyon riskinin diisiikk oldugu gelismis iilkelerde endojen
reaktivasyon, infeksiyon riskinin yiiksek oldugu gelismekte olan iilkelerde ise ekzojen

reinfeksiyonun varlhigi gosterilmistir (3).
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2.9.3. Ekstrapulmoner Tiiberkiiloz

Tiiberkiiloz akciger disinda plevra, perikard, periton gibi viicut zarlarimi genellikle
komsuluk yoluyla; kemik ve eklemleri, bobrek, genital, gastrointestinal, merkezi Sinir

sistemini ise hematojen yolla infekte edebilir. Deri tiiberkiilozu direkt temasla olusabilir (3).

2.10. Laboratuvar Tam

Tiiberkiiloz tanisinda ilk adim, hastaligin akla getirilmesidir. Her ne kadar, hastanin
hikayesi, sikayetleri, fizik muane bulgulari ve geleneksel indirekt teshis yontemleri
(tiberkiilin deri testi, akciger grafisi vb.) yol gosterici olsa da, tiiberkiilozun kesin tanisi,
uygun klinik 6rneklerden basilin izole edilmesiyle olur. Ancak tiiberkiiloz basillerinin, en
uygun sartlarda bile, gozle goriilebilen koloniler meydana getirmesi igin, 2 haftadan daha
uzun bir siireye ihtiyaci vardir. Bu nedenle 6rneklerde hazirlanan direk boyali preparatlarda

aside direngli basillerin gosterilmesi 6n tanida dnemlidir (5).

Direncli olgularin ciddi bir halk saglig1 sorunu olmasindan dolayr hem etkili tedaviye
hemen baslamak hem de aktif tiiberkiilozun ¢evreye bulasini engellemek i¢in kisa siirede

sonug veren yontemlere ihtiyag¢ vardir.

2.10.1.Klinik Materyalin Hastadan Alinmasi ve Laboratuvara Gonderilmesi

Tiiberkiiloz tanisi i¢in klinik 6rneklerin alinma, laboratuvara génderilme ve islenmesi

i¢in belirli kurallar vardir:

Ornekler temiz, steril, sizdirmaz, burgulu kapakli ve tek kullanimlik kaplar igerisine
yeterli miktarda alinmalidir.Kabin {izerine hasta ve alinan 6rnekle ilgili bilgiler yazilmalidir.
[Ik 6rnek antimikrobiyal tedaviden &nce alinmalidir. Kontaminant bakterilerin iiremesini

engellemek icin 6rnek en kisa zamanda laboratuvara gonderilmeli ve islenmelidir. Ornegin
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bekleme siiresi 1 saati asacaksa Ornek 2-8 °C’de buzdolabinda saklanmalidir. Siiriinti
ornekleri kabul edilmez; fakat bagka Ornek alinamiyorsa Ornek transport besiyerinde
gonderilmelidir.Kabul edilmeyen 6rneklerin neden kabul edilmedigi ve yenisinin temini ile
ilgili bilgi ilgili doktor bilgilendirilmelidir.Islenmeyen &rnekler 3 giin 2-8 °C’de saklanabilir
(52).

Tiiberkiiloz degisik organ ve sistemleri tutulumlart ile seyrettiginden, hastaligin
tanisinda balgam, mide lavaj sivisi, bronsial lavaj sivisi, laringeal siiriintii, beyin omurilik
stvist (BOS), plevral sivi, idrar, gaita, cilt ve yumusak doku biyopsi ornekleri, lenf dokusu
gibi ¢ok c¢esitli klinikk o6rnek kullanilabilmektedir. Hastalardan alindiktan sonra
mikobakteriyoloji labaratuvarina gonderilen klinik 6rnekler, steril 6rnekler (kan, kemik iligi,
BOS, suprapubik aspirasyon, diger viicut sivilar1 ve biyopsi oOrnekleri) ve ya farkli
mikroorganizmalarin bulundugu viicudun cesitli bolgelerinden alinmig 6rnekler (balgam,
abse, bronko alveoler lavaj sivisi, aglik mide suyu, laringeal siiriintii, idrar, gaita, cilt ve
yumusak doku) olmak {iizere iki grup altinda toplanmaktadir. Klinik Orneklere; organik
kalintilar1 sindirip homojenize etmek i¢in homojenizasyon ve dekontaminasyona neden
olabilecek mikroorganizmalar1 (bakteri, mantar vs.) ortamdan uzaklastirmak igin

dekontaminasyon iglemi uygulanmaktadir (53).

Balgam ; Akciger tiiberkiilozlu olgularda en sik kullanilan 6rnektir. 5-10 ml, derin
prodiktif bir Oksiirlikle, akcigerlerden gelen koyu eksiidatif sabah balgami tercih edilir.
Tedavi takibi i¢in génderilecek olan balgamin ilki tedavi baslamasindan ii¢ hafta sonra olmali,
bunu izleyen ornekler, birer hafta ara ile gonderilmelidir. Indiiklenmis balgam: Hastanin
balgam ¢ikaramadig1 durumlarda, hastaya bir nebiilizatdr yardimiyla, 10 dakikada %10 NaCl
igeren igeren steril 1lik su inhalasyonu yaptirilarak alman balgam &rnegidir. Ornek en az 10 ml
olmalidir.Bronkoalveoler lavaj: Kullanilan bronkoskop steril olmali ve alinan 6rnek en az 5
ml olmalidir.Bronsial fircalama: Fircalama yontemi ile aliman 6rnekler Middlebrook 7H9
s1v1 besiyeri i¢inde laboratuara gonderilmelidir. Transtrekeal aspirat: Alinabilecegi en fazla
miktarda alinip, steril kaplarda veya enjektorle laboratuara gonderilmesi uygundur.Mide achk

stvisi:  Kooperasyonu tam olmayan, istenen ozellikte balgam ¢ikaramayan hastalarda,
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(6zellikle ¢ocuklarda)sabah a¢ karna alinan mide yikama suyuna bagvurulabilir. Ag¢ karnina
sabah 5-10 ml alinmal1 ve ardisik ii¢ giin boyunca gonderilmelidir. Ornek 4 saat i¢inde isleme
alinmalidir. Eger bekleyecekse 100 mg sodyum karbonatli steril kap iginde saklanmalidir.
Idrar: Uriner sistem tiiberkiilozundan siipheleniliyorsa; sabah idrari, orta idrar teknigi ve 3
giin st iiste alinmas1 uygundur. Steril viicut sivilar1 (plevral, perikardial, peritonel sivilar
ve beyin omurilik sivisi1): Miktart miimkiin olan en fazla miktarda olmalidir. (BOS i¢in en az
2 ml) Miktar az ise bir siv1 besiyerine ekim yapilmalidir. (Middlebrook 7H9, Dubos Tween
albumin gibi) Bu sivilarin ¢ogu fibrinojen igerebileceginden antikoagiilan olarak sodyum
polietanol siilfanat (SPS) veya heparin eklemek gerekebilir.Abse ve aspirasyon sivilari:
Alkol ile cilt temizligi yapildiktan sonra enjektorle alinabilecek en fazla miktarda materyal
almir. Miktarin az olmasi durumunda Middlebrook 7H9 sivi besiyeri tasima amaciyla
kullanilabilir. Biyopsi ornekleri: Biyopsi ornegi en az 1 gr agirh@inda olacak sekilde steril
kaplarda gonderilmelidir. Formol igindeki doku kabul edilmemelidir. Alinan 6rnek gazli beze
sarilmamalidir.Kan: Aseptik kosullarda alinan kan 6rnegi direk hasta basinda en za 5 ml
olacak sekilde 10 ml’lik isolator tiipe veya BACTEC 13A sisesine ve bu amagla kullanilan
tiiplere aktarilir. Ekim hasta basinda yapilamayacaksa 10 ml.kan, iginde SPS veya heparin
bulunan tiiplere konulur.Diski: En az 1 gr. digki, tek kullanimlik parafin igermeyen kaplara

konulmalidir (52, 54).

2.10.2. Mikroskobik inceleme

Dogrudan mikroskobik boyama ve inceleme, tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda en
hizli, basit ve ucuz bir yontemdir. Tiiberkiiloz bakterilerinin bu teknik ile gosterilmesi ilk kez
1882 yilinda Ehrlich ve Ziehl’in 6nerdigi ve 1883 yilinda Ziehl tarafindan modifiye edilen
Ehrlich — Ziehl (EZN) ya da daha yaygin olarak kullanilan ifadesi ile Aside Direngli Boyama
(ARB: asido resistant bakteri) ile miimkiin olmaktadir (55).

Basilin direk mikroskobi ile goriilebilmesi icin, balgamin her ml’de 5.000 ile 10.000

basil bulunmasi gereklidir. Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler, Rhodococuslar Nocardialar,
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Leigeonella micdadei, Cryptosporidium ve Isosporalarin Kistleride aside direngli boyanma

ozelligine sahiptirler ve bu nedenle yalanci pozitif sonuglara neden olabilmektedirler (56, 57).

Duyarliligi ve ozgiilliigii diisiik olmasina ragmen klinik 6rnekte aside direngli basil
gosterilmesi cogu zaman tedaviye baslanmasi i¢in yeterlidir. Boyama i¢in iki tip boya tercih

edilir:

e Karbol fuksin boyalari:

o Ehrlich- Ziehl-Neelsen (sicak boya)
o Kinyoun (soguk boya)

e Florokrom boya: Auramin - rodaminle hazirlanir.

Mikobakterilerin hiicre duvari yapisi diger bakterilerden oldukga farklidir. Lipit
yoniinden zengin biyokimyasal karmagik yapilar icermesi, kullanilan boyalarin hem igeri
girmesini hem de disar1 ¢ikmasini zorlastirir. Bu 6zellik, mikobakterileri diger bakterilerden
ayirt edilmesini saglayan ARB boya ydntemlerinin temelini olusturur. Ulkemizde de en
yaygin kullanilan boya yontemi EZN’ dir. Direk yayma ya da homojenizasyon -
dekontaminasyondan sonra hazirlanan yayma preparat, 1s1tk mikroskobunda immersiyon
objektifi ile incelenmektedir. Kars1 boya olarak metilen mavisi kullanildiginda aside direngli

basiller mavi zeminde pembe - kirmizi ince gubuklar halinde goriilebilmektedir (58).

Auromin- rhodamine ydntemiyle boyanan aside direngli organizmalar sar1 turuncu
renkte floresans verirler. Auromin - rhodamine boyama yonteminin EZN ye kiyasla daha
hassas oldugu ve kisa zamanda genis bir tarama imkani verdigi arastirmacilar tarafindan

bildirilmistir (59).
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Auromin- rhodamine boyama yonteminde degerlendirme floresan mikroskopta
yapildig1 icin bu mikroskobu temin edemeyen laboratuvarlar icin DSO tarafindan EZN

yontemi 6nerilmektedir.

Karbolfuksin boyalarla boyandiginda basiller ilk aldigi boyayr 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

ARB boya skorlama:

e 300 alanda basil yok Negatif

e 300 alanda 1- 2 basil Stipheli (test tekrarlanmali)
e 100 alanda 1- 9 basil (1 pozitif sonug) +

e l10alanda 1-9 basil (2 pozitif sonug) ++

e lalanda 1-9 basil (3 pozitif sonug) +++

e lalanda 10 ve iizeri basil (4 pozitif sonug) ++++

Direk preparat hazirlama aerosol olusturan bir islem oldugu i¢in ¢alisan personel ve
cevreyi korumak i¢in giivenlik kabini i¢inde yapilmalidir
(60).
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Resim 2.1 Laboratuvarimizda direk bakida EZN boyama yontemiyle tespit ettigimiz ARB
+ basiller (orijinal).

2.10.3 Klinik Orneklerin islenmesi

Tiiberkiilozun mikrobiyolojik tanisi i¢in laboratuvara gonderilen klinik 6rneklerin
cogunlugu, mikobakterilerle birlikte, klinik 6rnegin alindigi viicut boélgesine 6zgii flora
tiyeleri (bakteri, mantar vb.) ve bu mikroorganizmalarin etrafini sararak onlari ¢evre sartlarina
daha direngli hale getiren eritrosit, 10kosit viicut sivilart ve doku pargalar1 gibi organik
kalintilar1 da igeriler. Tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyonu igin i¢in klinik 6rneklerin kan
hiicrelerinden, viicut sivilart ve doku pargalart gibi organik kalintilardan, kontaminant
bakterilerden ve mantarlardan armdirilmalar1 gerekir. Bu amagla homojenizasyon /
dekontaminasyon ve ornekteki bakteri konsantrasyonunu arttirmak i¢in konsantrasyon islemi

uygulanir (61).
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Kontaminant bakteri ve mantarlar tliberkiiloz basilinden daha cabuk iiredikleri i¢in
kiiltiir yapilan besiyerinde mikobakterilerin iiremelerini baskilarlar. Dekontaminasyon

yontemiyle bunlarin ortadan kaldirilmasi1 amaglanir (61, 62).

Bu yontemlere genel anlamda ‘Homojenizasyon-Dekontaminasyon Y dntemleri’denir.
Diinya ¢apinda ¢ok sayida yontem tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogunlugu, akciger tiiberkiilozu
tanis1 amaciyla balgam orneklerini temel alan, kiiglik ve biiyiik o6lgekli laboratuvarlarda
rahatlikla uygulanabilmesi amaciyla gelistirilmis islemlerdir. Yontemlerde farkli kimyasal
malzemeler ile farkli laboratuvar alet ve cihazlar1 kullanilmasina ragmen hepsi ayn1 amaca
hizmet eder. Her yontemin kendine &zgii avantaji ve dezavantaji vardir. Onemli olan
mikobakteri izole etmeye c¢alisan laboratuvarin; laboratuvarinda yer alan biyogilivenlik
kosullari, laboratuvar donanimu (alet, cihaz, kimyasal malzemenin sorunsuz temini, vb.) rutin
calisma yiikii, tecriibeli ve yeterli sayida personel durumu gibi kriterleri dikkate alarak

kendine en uygun yontemi segmesidir (62).

Homojenizasyon- dekontaminasyon yontemleri dort farkli islemden olusur.

1.Konsantrasyon: Idrar ve steril viicut sivilarinda (BOS, plevra sivisi, asit s1vis1 vb.)
balgam orneklerine gore daha az sayida basil bulunur. Bu nedenle izolasyon sansini arttirmak
icin, biiyiilk hacimde laboratuvara gelen bu ornekleri daha kii¢iik hacimlere indirgemek
gerekir. Bu amagla bu ornekler 3000-4000 devirde,15-20 dakika santrifiijlenir. Sonraki
islemler elde edilen bu ¢okelti iizerinden yiiritiiliir. Santrifiigasyon, homojenizasyon -
dekontaminasyonun degisik basamaklarinda, 6rnek tizerine eklenen sivilardan dolayr hacmi

artan ornegi yogunlastirmak i¢in de uygulanir (62).

2.Homojenizasyon: Bu yontem balgam, mide aglik suyu ve biyopsi ornekleri gibi
mukus, epitelyum ve sekilli elemenlart igeren 6rneklerde, bu yapilar arasinda gizlenmis olan
basilleri ortaya g¢ikarmak i¢in uygulanir. Homojenizasyon islemi i¢in genellikle sodyum

hidroksit (NaOH) ya da N-asetil- L-sistein (NALC) gibi kimyasal maddeler kullanilir. Bu

36



maddeler sayesinde yogun yapilar erir,ou yapilar arasina hapsolmus basiller ortaya ¢ikar.

Sonugda basiller 6rnek iginde dengeli bir dagilim gosterirler (62).

3.Dekontaminasyon: Steril olmayan klinik Ornekler, izole edilmeye ¢alisilan
mikobakteriler yaninda alindiklari anatomik bolgeye ait flora iiyelerini (bakteri, maya
hiicreleri vb.) de barindirirlar. Kontaminant mikroorganizmalarin {iremesiyle besiyerindeki
besin 6geleri tiikkeneceginden ya da besiyeri yapist bozulacagindan ( pH vb ) mikobakteriler
tiremeye firsat bulamazlar. Bu nedenle, klinik 6rnekler NaOH, oksalik asit vb. kimyasal
maddelerle muamele edilerek kontaminant mikroorganizmalar uzaklastirilmaya ya da oranlari

azaltilmaya caligilir. (62).

4.Notralizasyon: Mikobakteriler pH 6.8 de iyi iirerler. Baz1 6rnekler genel yap1 itibari
ile asidik bir yapiya sahipken, bazilari ise homojenizasyon-dekontaminasyon islemleri
sirasinda kullanilan kimyasal maddelerden dolay: asidik ya da alkali bir yap1 kazanirlar. Bu
nedenle fosfat tampon ¢6zeltisi ya da brom-timol, fenol kirmizisi gibi indikator esliginde asit

(hidroklorik asit, siilfiirik asit vb.) ve alkali ¢ozeltiler (NaOH vb.)kullanilir (62).

Homojenizasyon ve dekontaminasyon islemi i¢in kullanilan yontemler; NALC -
NaOH yontemi, NaOH yontemi, Zefiran-Trisodyum fosfat yontemi (Z-TSP), Okzalik asit
yontemi, Cetilpiridinyum klorid-sodyum klorid yontemi, Siilfirik asit ydntemidir.
Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda en ¢ok NALC-NaOH yontemi tercih edilmektedir. Bu
yontemde kullanilan kimyasallardan NALC mukolitik,%4 liik NaOH dekontaminant olup;
%?2.9 luk sodyum sitrat klinik 6rnekte bulunabilecek agir metal iyonlarimi baglayarak NALC
‘in inaktive olmasini onlemektedir. Zefiranin mikobakteriyostatik olmasi bir dezavantajdir.
Klinik 6rnegin P.aeruginosa ile kontamine oldugu diisiiniildiigiinde oksalik asit yontemi
tercih edilir. Idrar 6rneklerinin kontaminasyonu diger yontemlerle dnlenemiyorsa siilfirik asit
yontemi kullanilabilir. Steril viicut sivilarinda dekontaminasyonun yapilmasina gerek yoktur.

Santrifiij sonrasi besiyerine ekim yapilabilir (63, 54, 55).
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2.10.4 Kiiltiir Yontemleri

Tiim mikobakteri tiirleri aside direncli oldugu i¢in, balgamda ve diger klinik
orneklerde aside direngli basillerin saptanmasi, basilin tipi ve canliligi konusunda bilgi
vermez. O nedenle, yayma incelemede ARB pozitifliginin saptanmasi kesin tiiberkiiloz tanisi

saglamaz. Tiiberkiilozda kesin tani saf kiiltiirde M.tuberculosis izolasyonu ile saglanir (56).

2.10.4.1 Konvansiyonel Kiiltiir Yontemleri ve Besiyerleri

Kiiltiir yontemleri ge¢ sonug vermesine ragmen, tiir diizeyinde identifikasyon islemleri
icin gerekli izolatlarin elde edilemesine, bakterilerin canliliklarinin  dogrudan
gosterilebilmesine, ila¢ duyarlilik testlerinin yapilarak hastalarin dogru tedavi edilebilmesine,
elde edilen izolatlarin daha sonraki arastirmacilar i¢in saklanabilmesine ve epidemiyolojik
verilerin elde edilebilmesine olanak saglamalar1 agisindan tiiberkiiloz tanisinda halen altin

standart olarak devam etmektedir (64).

Mikobakterilerin ikiye bdliinmesi i¢in gerekli siire 16-18 saat kadar oldugu igin
besiyerinden izole edilmeleri i¢in kiiltiirlerin uzun siire inkiibe edilmeleri gerekmektedir.

Kiiltiir siireleri ise kati besiyerinde 35-37 °C de 6-8 hafta kadardir (64).

Mikobakterilerin izole edilmeleri ve gesitli Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla
kullanilan konvansiyonel besiyerleri kat1 ve sivi olmak iizere iki tiptir. Tiip ya da petri kab1
kullanarak hazirlanan kati besiyerinde karisik kolonilerin ve kontaminatlarin tesbiti
mimkiindiir. Kat1 6zellikteki besiyerlerini ise yumurta bazli ve agar bazli olmak {iizere iki
bolimde incelemek miimkiindiir. Tam yumurta ya da yumurta sarisi igeren yumurta bazli
besiyerleri arasinda bugiin en yaygin kullanilan1 Lowenstein-Jensen besiyeridir. Ancak
Petragnani ve American Trudeau Society Medium gibi besiyerleri de tercih edimektedir.
Tipik koloni morfolojisi olusturmalar1 ve daha bol tliremeleri nedeniyle ozellikle primer
izolasyonda L-J besiyerinin kullanilmasi onerilmektedir. Yumurta bazli besiyerlerinin opak

goriinimlii olmasina karsin, agar bazli besiyerleri seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan
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besiyerleri 10-12 giin sonra mikroskop altinda incelenirse, olusan kolonileri gérmek miimkiin

olmaktadir. M 7H10 ve M 7H11 en ¢ok tercih edilen agar bazl besiyerleridir (65).

Tablo.2.2 Mikobakterilerin genel iiretim besiyerleri

Besiyeri Icerik Inhibitor
ajan

Lowenstein- Koagiile tam yumurta,bazi tuzlar, gliserol,

jensen patates unu Malasit yesili
0.0259/100
ml.

Petragnani Koagiile tam yumurta,yumurta sarist, slit,

gliserol, patates unu Malasit yesili

0.052/100ml

Middlebrook Bazi tuzlar, vitaminler, kofaktor, oleik asit, Malasit yesili

7H10 albtimin, katalaz, gliserol, dextroz 0.0025/100ml

Middlebrook Bazi tuzlar, vitaminler, kofaktor, oleik asit, Malasit yesili

7TH11 alblimin, katalaz, gliserol, dextroz%0.1 kazein | 0.0025/100ml

hidrozilat

American Koagiile taze yumurta sarisi,bazi tuzlar, gliserol, | Malasit yesili

Thoracic Society patates unu 0.01/ 100ml

Medium(ATSM)

Bunun yani sira kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin iiremesini etkin bir
sekilde engellemek amaciyla selektif besiyerleri olan, LJ Gruft, Mycobactosel LJ, Mitchison
selektif 7H11 de kullanilabilir. Primer izolasyonda besiyerlerinden en az birinin selektif

olmast onerilir (64).

Sivi besiyerleri iginde yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos- tween albumin,

mikobakterilerin stok suslarmin subkiiltiirlerinin yapilmasi, duyarlilik deneyleri ve diger
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invitro deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica bakteri sayisinin
az oldugu steril bolgelerden alinan klinik Orneklerde, bakteriyi g¢ogaltmak ve dolayisiyla
izolasyon sansini artirmak amaciyla da kullanilabilmektedir. Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri,

cogu hizli kiiltiir sisteminde temel besiyeri olarak kullanilmaktadir (20).

Giliniimiizde yumurta bazli besiyeri olan L-J besiyeri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu besiyerinin avantajlar1 uygun saklama kosullarinda uzun siire korunabilmeleri, igerdigi
fosfolipidler sayesinde besiyeri ve ya inokulum igindeki toksik maddeleri baglayarak
etkisizlestirmesi, icerdigi malasit yesili sayesinde kontaminant mikroorganizmalarin

tiremesini engellemesi, ucuz olmasi ve bir¢ok mikobakteri tiirinii iiretebilmesidir (66).

L- J Besiyene Kiiltiir EKimi:

Homojenizasyon-dekontaminasyon islemi sonrasi elde edilen 6rnekten L- J besiyerine
0.1 ml ekim yapilir. Tiipler saga sola ve asagiya yukariya gevrilerek 6rnegin besiyeri yiizeyine
yayilmasi saglanir. Ekim yapilan tiiplerin kapaklar1 gevsetilerek 6zel tablalara ya da siipora
ekim yiizeyi yukariya bakacak sekilde yatik olarak yerlestirilir. 37 °C ‘lik etlivde bir haftalik

inkiibasyondan sonra, tiiplerin kapaklar1 sikilastirilip dik olarak siipora yerlestirilir.

Besiyerleri 6-8 hafta boyunca haftada bir incelenir. Hizli {ireyen mikobakteriler birinci
haftada; yavas tireyenler 3-4. haftada gozle goriiliir bityiikliikte koloni olustururlar. Genellikle
3-4 haftalik inkiibasyon siiresi i¢inde kuru, kenarlar1 diizensiz, agik sar1 koloniler goriilmesi
pozitif kiiltiir olarak degerlendirilir.6-8 hafta sonunda lireme yoksa sonuc kiiltiir negatifdir

(55).
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2.10.4.2 Hizh Kiiltiir Yontemleri

Giliniimilizde birgok laboratuvarda, konvansiyonel besiyerlerinin yanisira tiiberkiiloz
etkeni bakterilerin izolasyon siiresinin ¢ok daha kisa ve izolasyon oraninin ¢ok daha yiiksek
oldugu hizli kiiltiir sistemleri rutin inceleme amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Bu
sistemlerde zengin igerikli besiyerleri kullanilarak hem mikobakterilerin izolasyon sansi
arttirilmakta hem de mikobakterilerin iiremesi erken donemde saglanmaktadir. Bu sistemler,
Radyometrik Kiiltiir Sistemi (BACTEC 460 TB), Bifazik Sistem (Septi-Check AFB sistemi),
Kolorimetrik Kiiltiir Sistemleri (BacT/Alert 3D, TK Kiiltiir Sistemi), Gaz Basing Degisimini
Saptayan Kiiltiir Sistemi (Versa TREK), Floresans Kiiltiir Sistemi, BACTEC MGIT 960
(Mycobacterium Growth Indicator Tube ) ve manuel sistemler (MB-Redoks) olarak

siralanmaktadir. (67).

Sistemler arasinda izolasyon orani agisindan onemli bir fark olmamakla birlikte,
konvansiyonel kat1 besiyerlerine gore daha yiiksek; BACTEC 460 TB sistemine gore daha
diisiik oranda izolasyon sagladiklari bildirilmektedir (18, 65, 68).

Primer izolasyonda sivi besiyerlerine ilave olarak bir de kati besiyeri kullanilmasi
Amerikan Hastalik Kontrol Merkezi (Centers for Diseases Control ) CDC tarafindan
onerilmistir ve bu kombinasyonla mikobakterilerin izolasyon sansiin arttigi bilinmektedir
(69).

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan tiiplerde, M 7H9 siv1 besiyeri ve dip
kisimlarinda oksijen kullanimina duyarli rutenyum metal kompleksi iceren silikon bulunur.
Klinik ornekler ekilmeden once besiyerlerine OADC ve PANTA ilave edilir. Kullanilan
besiyerlerinde herhangi bir tireme olmadiginda oksijen varligina bagl olarak silikon tabakaya
gonderilen UV 1s1nina karsi floresan olusmazken; mikobakteri veya diger mikroorganizmalar
iirediginde oksijenin kullanilmasi sonucunda UV 1sinina kars:1 floresan olugsmakta ve olusan
floresan miktar1 lireme indeksi olarak degerlendirilmektedir. Tam otomatize bir sistem

olmakla birlikte, UV 15181 altinda makroskobik olarak da degerlendirme yapilabildiginden
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manuel olarak kullanilmaya da uygundur. Kan disindaki diger tim klinik 6rnekler i¢in
kullanilabilmektedir (18, 20).

Bir BACTEC MGIT 960 tiipiinde 7 ml. Modifiye Middlebrook 7H9 broth ve kazein
peptonu bulunmaktadir. Tiipiin pH’s1 6.7 dir ve %10 CO2 igermektedir. BACTEC MGIT 960
sisteminde kullanilan growth supplement igerisinde OADC bulunmaktadir. Oleik asit
mikobakteriyel metabolizmada kullanilir, albiimin mikobakteriler icin toksik olabilecek yag
asitlerini baglar, dekstroz enerji kaynagi olarak kullanilir ve Katalaz toksik peroksitleri
parcalar ve bu sistemde kullanilan BBL MGIT PANTA ise antimikrobial karisim
icermektedir (Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik asit, Trimothoprim ve Azlosilin) (70).

BACTEC MGIT 960 Sisteminde Ekim ve Inkiibasyon:

Bir sise liyolifilize BBL MGIT PANTA antimikrobiyal madde,15 ml BACTEC MGIT
growth supplement ile sulandirilir. MGIT tiipleri iizerine hasta bilgileri yazilir ve her bir tiipe
0.8 ml. growth supplement — antimikrobiyal karigimindan ilave edilir. Homojenizasyon-
dekontaminasyon islemi uygulanmis olan falkon tiipiinde ki siispansiyondan 0.5 ml. MGIT
tiiptine eklenir ve tiipiin kapagi sikica kapatilarak iyice karistirilir. Tiipler barkodu okutularak
cihaza yerlestirilir. Cihaz tarafindan pozitiflik alarmi veren tiip cihazdan ¢ikarilarak ARB
arastirtlmak {izere yayma preparat hazirlanir. Yayma preparat EZN yontemiyle boyanarak
ARB ya da kontaminasyon agisindan incelenir. ARB varsa; izolasyon, identifikasyon ve
duyarlilik testleri yapmak iizere kati besiyerlerine subkiiltiirler yapilir. Negatif kiiltiirler

cihazda 42 giin boyunca inkiibe edildikten sonra negatif olarak sonuglandirilir (70).

BACTEC 460 TB (radyometrik kiiltiir sistemi) Sistemi, izolasyon, identifikasyon

ve duyarlilik deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak uzun yillardir kullanilmaktadir ( 18 ).
Sistemde izolasyonun yanisira, M. tuberculosis kompleksi ile tiiberkiiloz dist

mikobakterilerin (MOTT) ayrimi yapilabilmekte ve M. tuberculosis kompleksi suslarinin
primer antitiiberkiiloz ilaglara duyarliigi calisilmaktadir. BACTEC 12B (M 7HI12) ve
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BACTEC 13A (M 7H13) olmak iizere iki tip besiyeri igeren bu sistem, besiyerlerinde bulunan
¢ isaretli palmitik asitin kullanilmasi ve metabolizma sonucu olusan **CO, in 0-999 sayisal
degerleri arasinda tireme indeksi (GI) olarak Ol¢iilmesi prensibi ile ¢alismaktadir. Ekim
isleminden once besiyerlerine PANTA igeren antibiyotik karisimi ilave edilmelidir. Basari
ile kullanilmakla beraber, sistemde yer alan besiyerlerinin radyoaktif madde igermesi ve
cihazda yapilan rutin kontroller sirasinda meydana gelen capraz kontaminasyon sorun
olusturmaktadir. Giiniimiizde alternatif izolasyon sistemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar

devam etmektedir (18,20).

ESP I, seliloz siinger ve M 7H9 sivi besiyeri igeren bir sistemdir. Sistemde
mikroorganizmalarin iiremesi sonucu olusan gaz basincindaki degisiklikler olgiilerek
degerlendirme yapilir. Bilgisayar destekli bir sistemdir ve besiyerinde olusan gaz basincindaki
degisiklik grafiksel olarak bilgisayarda goriintiilenir. Besiyerlerine ekim yapilmadan o6nce,
mikobakterilerin tiremesini destekleyen OADC ve kontaminasyonu engellemek amaciyla

antibiyotik karigimi ilave edilir. Sistem tiim klinik 6rnekler i¢in uygundur (18, 20).

MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor i¢eren ve olugsan CO2
diizeyini Olgerek tiremeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar destegi bulunan sistemde
besiyerleri siirekli kontrol altindadir. Steril O6rnekler ekilmeden once besiyerlerine
reconstitution sivist ilave edilirken; steril olmayan Orneklerin ekiminden Once antibiyotik

karigimi eklemek gereklidir. Sistem kan digindaki tiim 6rnekler i¢in uygundur (18).

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

bolgelerinden alinan 6rnekler i¢in " MycoF/lytic’” besiyeri kullanilir (18).
Septi-Check AFB, sivi (M 7H9) ve g tip katt (LJ, M 7HI11, gukulatamsi agar)

besiyerinin kullanildig1 bifazik bir kiiltiir sistemidir. Cukulatamsi agar kontaminasyonu

belirlemek amaciyla kullanilir. Kiiltiir isleminden 6nce besiyerine glukoz, gliserin, oleik asit,
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pridoksal HCI, katalaz, albumin, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim, polimiksin B ve
amfoterisin B i¢eren zenginlestirici ilave edilir. Klinik 6rneklerin ekiminden sonra besiyerleri
ilk 24 saat ters olarak bekletilir ve siire sonunda dik konuma getirilir. Kiiltiir siiresince
besiyerleri ara sira hafif¢ce c¢alkalanarak sivi besiyerinin kati besiyerlerine temast

saglanmalidir. Sistem kan disindaki tiim klinik 6rnekler i¢in uygundur (18).

MB Redox sisteminde cihaz gerekmez. Mikobakterilerin izolasyonu amaciyla
antibiyotik karisimi ve renksiz tetrazolium tuzu iceren modifiye Kirchner besiyeri kullanilir.
Tetrazolium tuzu mikobakterilerin redoks sistemi sayesinde, hiicre yilizeyinde graniiler formda
biriken pembe, kirmiz1 ve menekse renginde formazona indirgenir ve iireme sonucu olusan

mikrokoloniler renkli partikiiller seklinde makroskobik olarak goriilebilir (18).

TK Kiiltiir sistemi (Salubris AS.Istanbul): Kolorimetrik bir sistem olup kat1 besiyeri
igerir. Bu besiyeri i¢indeki ¢esitli boya indikatorleri, mikobakteri {iremesinin hizli bir sekilde
tespit edilmesini saglamaktadir. Inkiibasyon siiresince asil rengi kirmizi olan besiyerleri
mikobakteri tiremesi durumunda sar1 renge doniismektedir. Herhangi mantar ya da bakteri
kontaminasyonunda ise renk yesil olmaktadir. Bu renk degisimi metabolitlere ve enzimlere

baglidir (64, 71).

Drancourt ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, M. tuberculosis’in primer

izolasyonunda % 5 koyun kanli agarin kullanilabilecegi de bildirilmistir (72).

2.10.5. identifikasyon

2.10.5.1 M.tuberculosis kompleks’in Fenotipik Identifikasyonu

MTC’ nin tir diizeyinde dogru identifikasyonu, oOzellikle Afrika’ da insan
tiiberkiilozunda M. tuberculosis disindaki tiirler ve sigirlar i¢cin M. bovis biiyiik bir sorun
olmaya devam etmektedir. Mikobakterilerin yaygin goriilen tiirlerinin fenotipik &zelliklerinin

belirlenmesinde koloni morfolojisi, lireme zamani, ireme 1sisi, kord faktdr olusumu,
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karanlikta yada 1sikta pigment olusumunun gozlenmesi; aril siilfataz testi, katalaz aktivitesi
tayini, nitrat rediiksiyonu, niasin birikimi testi, pirazinamidaz, telliirit rediiksiyonu, PNB
(para-nitro benzoik asit) igeren besiyerinde tireme, tiyofen-2 karboksilik asit hidrazid (T2H)
ile liremenin inhibe edilmesi ve tween 80 hidrolizi gibi biyokimyasal yontemler kullanilir.

Cok biiyiilk emek harcanmakla beraber tiim tiirlerin tanimlanmasi miimkiin olmamaktadir

(73).

2.10.5.2. M. tuberculosis kompleks’in Genotipik Identifikasyonu

Mycobacterium tuberculosis genomunun biitiin baz dizilimi ¢ikarilmigtir. Genom
yaklasik 4.4 mega baz ciftinden olugsmaktadir ve olduk¢a yiiksek oranda guanin - Sitozin
(%62-70) igermektedir (16, 74).

Mikobakterilerin dogru sekilde tiplendirilmeleri igin kullanilacak en ideal yontem tiim
genomun dizi analizini yapmaktir. Ancak genomun biyiikligi dikkate alindiginda bunun
zaman alic1 ve maliyetinin yiliksek olmasi kullanimini smirlamistir . Bu nedenle mikobakteri
DNA’sin1 direkt restriksiyon enzimi ile kesimi, 6zgiil bir bolgenin restriksiyon enzimi ile
kesimi, genom iizerinde bulunan tekrarlayan bolgeleri ya da bunlarin arasindaki bosluklarin
polimorfizmini hedefleyen yontemler gelistirilmis ve yaygin olarak  kullanilmaya
baglanmistir. Baslica tipleme metodlari; Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP), 1S6110 RFLP, PGRS-RFLP, Spoligotipleme,
MIRU- VNTR, 16S ve 23S rRNA “dir(74).

2.10.6 M.tuberculosis kompleks’in Tamisinda Molekiiler Yontemleri

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

amplifikasyon yontemleri kullanilmaktadir (75).

45



Ilag direncini saptamada Inno-LIPA RIF TB (Innogennetics NV, Zwijndrect, Belgium)
ve GenoType MTBDR (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany) gibi revers hibridizasyon
testleri kullanilmaktadir (76).

2.11. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Klinikte tedavi kararlarinin temelini olusturacak olan duyarlilik testleri ayn1 zamanda
direng siirveyansiin yapilmasit bakimindan da gereklidir. Amerika Birlesik Devletleri
Tiiberkiiloz Eliminasyonu Danigsma Konseyi, ilaca direngli mikroorganizmalarin olusumunu
onlemek i¢in M.tuberculosis kompleks’in izole edildigi tim tiiberkiiloz hastalarinda ilk
izolata antimikrobiyal duyarlilik testlerinin mutlaka yapilmasi gerektigini bildirmektedir
Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin tedavinin baslamasindan ii¢ ay sonra kiiltlirleri negatif
hale doniismeyen ya da tedaviye yanit yetersizligi olduguna dair klinik delilleri olan
hastalardan izole edilen sonraki izolatlar i¢in de yapilmasi Onerilmektedir (2). Amerika
Birlesik Devletleri Hastaliklarin Kontrol Merkezi (Center for Diseases Control, CDC),
tiiberkiiloz diisiiniilen bir hastanin 6rnegi laboratuvara kabul edildikten sonra ortalama 28-30
giin i¢cinde M. tuberculosis kompleks igin duyarlilik testlerinin sonuglanmasini 6nermektedir
Bu amagla daha hizli sonug¢ verebilen duyarlilik testi yontemleri gelistirilmesine

calisilmaktadir. (77).

Mikobakterilerin antimikrobiyal duyarliliklarinin  belirlenmesinde fenotipik ve
genotipik yontemler kullanilmaktadir. Fenotipik yontemlerde ilag ilave edilmis besiyerinde
M. tuberculosis kompleks suslarinin inhibisyonu arastirilmaktadir. Genotipik yontemlerde ise

ilag direncinde rol oynayan genlerde olusan mutasyonlar molekiiler ydntemlerle
belirlenmektedir (78 - 80).

M. tuberculosis kompleksin antitiiberkiiloz ilaglara kars1 duyarliligin1 belirlemede en

giivenilir ve en hizli yontemi bulmak amaciyla ¢ok sayida duyarlilik yontemi gelistirilmistir.
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Direkt yontem: Calisilacak 6rnek, gelen klinik materyal ise preparatinda goriilen
aside direngli bakteri oranina gore mililitresindeki ortalama bakteri sayist hesaplanarak,
homojenizasyon-dekontaminasyon islemleri sonrasinda ilagh ve ilagsiz besiyerlerine ekimi

yapilir.

Indirekt yontem: Klinik érneklerden saf kiiltiir halinde aside direngli bakteri izole
edilir, uygun inokulum hazirlanarak ilagh ve ilagsiz besiyerlerine ekim yapilir. Duyarlilik
yontemleri arasinda orantilama yontemini temel alan, kiiltiire dayali klasik testler en yaygin
kullanilanlaridir. Kat1 besiyeri olarak L-J, agar bazli besiyeri olarak da M7H10, M7H11
kullanilmaktadir. Modifiye M7H9 siv1 besiyerinin kullanildigi B 460 TB ve MGIT 960 gibi
hizl ticari sistemler de yaygin olarak kullanilmaktadir. E test yontemi de kullanilabilecek

alternatif bir yontemdir.(81,82).

Ilacin kritik konsantrasyonu: Daha 6nce ilagla karsilasmamis M. tuberculosis’in
mutasyon igermeyen klinik izolatlarinin (sokak susu) % 95’ini inhibe eden, ancak ayni
zamanda ilaca cevap vermemis hastalardan alinan tiirleri inhibe etmeyen en diisiik
konsantrasyondur. Farkli besiyerinde ilacin kritik konsantrasyonlarinin farkli olmasinin
nedenleri; besiyeri igindeki ilacin farkli sekilde absorbsiyonu, ilacin bazi besiyeri
komponentlerine baglanmasi, besiyerinin hazirlanmasi sirasinda ilacin inaktivasyonu ve
ilags1z besiyerinde yeterli iireme i¢in gerekli inkiibasyon siiresinde ilacli besiyerinde ilacin

bozulmasi seklinde siralanabilir (81, 82).

Duyarlilik testleri yapilirken mikobakteri toplulugu i¢inde direngli bakteri yiizdesini

de ortaya cikaracak yontemler tanimlanmuistir:
2.11.1 Klasik Kiiltiir Yontemleri ile Yapilan Duyarhhik Testleri
a) Oranti (proporsiyon) yontemi (direkt — indirekt): Canetti, Rist ve Grosset

tarafindan 1963 yilinda tanimlanmistir. Klasik yontemler i¢inde en g¢ok kullanilan olup,

M.tuberculosis kompleks izolatlarinin PRZ  disindaki tiim antimikobakteryel ilaglara karsi
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duyarliligini saptamak i¢in standart yontem olarak kullanilmaktadir. PRZ i¢in referans yontem
BACTEC 460 TB yontemidir. Proporsiyon yonteminde; belli bir ilag konsantrasyonunda
(Kritik Konsantrasyon) direngli olan organizmalarin orani saptanir. Bu yontemde basiller ilag
iceren ve ilag icermeyen agar temelli besiyerlerine ekilip 3 hafta inkiibasyona birakilmaktadir.
Inkiibasyon sonunda ilag igeren besiyerindeki koloni sayisinin, ila¢ icermeyen besiyerindeki
koloni sayisina orani direngli basillerin oranmi gosterir. Test edilen suslarda hesaplanan
direng yiizdesi 1 veya daha fazla ise o susun test edilen antibiyotige direngli oldugu kabul

edilir. Uygulama kosullarindan en az etkilenen, sonuglar1 en kabul géren yontemdir (1, 83).

b) Mutlak konsantrasyon yontemi: Meissner tarafindan 1961°de tanimlanmustir.
Test edilen organizmaya kars: her bir ilacin Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIiK) degerini
tespit etme temeline dayanan bu yontemde, 2x10° veya 1x104 koloni olusturan birim/mililitre
(cfu/ml) bakteri igeren mikobakteri soliisyonu, hem belirli konsantrasyonlarda ilag i¢geren hem
de ilagsiz kontrol besiyerlerine ekilir. Ilagh besiyerinde 20 cfu‘dan daha fazla koloni
gozlenmesi bakterinin o ilaca kars1 direngli oldugunu gosterir. Testin yorumlanmasi 4 haftalik
bir inkiibasyon sonucunda veya yeterli iireme yoksa 5-6 hafta sonra yapilir. Farkli ilag
konsantrasyonlar1 kullanilarak, c¢ahisilan susun MIK degeri saptanabilir. Metodolojik
calismalar yapilmadigindan hata oram yiiksektir. Ureme olmayan besiyerindeki ilag

konsantrasyonu o susun MiK degeri olarak kabul edilir (1).

¢) Nisbi diren¢ yontemi (Diren¢ Oram 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 MIK degeri, standart susun MIK degerine
boliinerek direng belirlenir. Bu oran > 8 ise sus denenen ilaca direngli, < 2 ise duyarhdir.

Oranin 4 olmasi susun direngli olabilecegi hakkinda fikir vermektedir (83).
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2.11.2.Hizh Kiiltiir Yontemleri ile Yapilan Duyarhlik Testleri

a) BACTEC 460 TB (Radyometrik) Antibiyotik Duyarhlik Sistemi:

Mikobakteriler antibiyotik igeren ve igermeyen 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 BACTEC 460 cihazinda okunur.
Antimikobakteriyel inhibisyon olmadiginda, mikobakteriler iirer ve besiyerindeki *C isaretli
substrati kullanir. Boylelikle substrat dekarboksile olarak, **CO, olusur ve B 460 cihazinda
kantitatif olarak olgiiliir. Uretilen **CO,’nin kantite edilmesi Growth Index (GI) terimiyle
sayisal olarak yapilmaktadir. GI degeri besiyerindeki mikobakterilerin {ireme miktariyla
direkt olarak orantilidir. Duyarlilik sonuglari, kontrol ve ilag igeren siselerin giinliik GI degeri
artiglarinin  karsilagtirllmasiyla yorumlanir. Antitiiberkiiloz ilag¢ igeren besiyerinde, duyarl
mikobakterilerin iiremesi inhibe olur ve bu GI okumalariyla kaydedilen giinlik **CO,
tiretiminde artmama veya azalmayla sonuglanir. Mikobakteriler test edilen ilaca direngliyse,
tiremenin inhibisyonu s6zkonusu olmayacak ve GI giinlilk olarak artacaktir. Giinlik GI

degerindeki artis, test kiiltiiriinlin direnglilik derecesiyle orantilidir (1).

b) MGIT 960 ( Florometrik ) Antibiyotik Duyarhlk Sistemi

MGIT 960 duyarlilik sistemi nonradyometrik bir duyarlilik sistemidir.
Mikobakterilerin iremesini ve tespitini saglayan ve OADC (Oleik asit, Albiimin, Dekstroz,
Katalaz) eklendiginde mikobakterilerin ¢ogalmasini destekleyen modifiye Middlebrook 7H9
broth igeren MGIT tiiplerinin dip kismi, oksijen kullanimina duyarli tris 4,7 difenil -1,10
fenatrolin rutenyum kloridpentahidrat adli bir floresan veren bir indikatér madde oksijenle
bilesik halde tiipiin dip kismma silikonla yapistirilmistir. Indikatoriin florens1 oksijenin
varhiginda absorbe edilir. Mikobakteriler iiredigi zaman tiipteki oksijenin tiiketilmesine bagl
olarak indikatdr maddenin serbest kalmasi sonucunda floresans agiga ¢cikmakta ve agiga ¢ikan
bu floresans cihaz tarafindan otomatik olarak her 60 dakikada bir siirekli Olgiilmektedir.

Olusan floresans miktari, lireme indeksi olarak degerlendirilmektedir. Sistemde liremenin
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saptanmasi yani sira, INH, RIF, EMB, STR ve PZA duyarlilik testleri de yapilabilir. Ilag
iceren tiipiin floresansi, ilag icermeyen kontrol tiipii ile karsilastirilir. Ilagh tiip ile ilag
icermeyen tiip arasindaki relatif iireme orani, bilgisayar yazilim algoritmalar1 tarafindan
belirlenir. ilag tiipiindeki relatif {ireme, kontrol tiipiine esitse veya daha fazla ise organizma
ilaca direngli kabul edilir. Yapilan ¢alismalarda BACTEC 460 TB ve proporsiyon yontemi ile
uyumlu bulunmustur. Ureme oran1 ve saptama siiresi BACTEC 460 ile aynidir. MGIT 960
sistemi ile PZA duyarlilik testi, pH ‘s1 diisiiriilerek modifiye edilmis 7 ml MGIT siv1 besiyeri
iceren MGIT PZA tiipii kullanilarak yapilabilir (1).

¢) MMB /BacT /ALERT 3D MB Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi (BioMe’rieux)

Kolorimetrik olarak besiyerinde olusan CO, diizeyini 6lgerek mikobakteri tiremesini
degerlendirmektedir. Radyoizotop igermeyen sistem, tam otomatik ¢alismaktadir. Sistemde
dip kisminda pH degisikligine duyarli sensor bulunan Middlebrook 7H9 igeren siseler
kullanilir. Ureme esnasinda olusan CO,, pH’y1 diisiirerek sisenin dibindeki sensoriin rengini
degistirir. Optik okuyucu tarafindan ilk saptanan renk degisimi sistem tarafindan rakamsal

degere gevrilerek iireme indeksi ¢ikarilir (84).

Bakteri ilaghh ve ilagsiz Middlebrook besiyerlerine ekilerek 10-14 giin inkiibe
edilmektedir. Kontrol tiipiine alamar mavisi eklenip, 50°C’de 2 saat bekletilir. Rengin
maviden pembeye dénmesi iireme oldugunun gostergesidir. Ureme saptanmussa ayni islem
ilagh tiiplere uygulanir. Uremenin ne zaman olacagi tam olarak tahmin edilemediginden
birden fazla kontrol tiipii hazirlanmas1 ve belli araliklarla bu tiiplerde iireme arastirilmasi

gerekmektedir (1).

d) Karbondioksit Olusumunu Saptayan Sistem; ESP Culture System I
(Accumed)(Versa TREK sistemi)

Modifiye Middlebrook 7H9 s1vi1 besiyeri igeren siselerde mikobakterilerin olusturdugu

gaz ve olusan basinci Olgerek ilireme degerlendirmesi yapan, tam otomatik, radyoaktif
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olmayan, bilgisayar destekli bir sistemdir. Primer antitiiberkiiloz ilaglar test edilebilmektedir
(85).

e) TK Kiiltiir Sistemi (Salubris Inc.)

TK kiiltiir sistemi, izolasyon i¢in kullanilan TK Medium, TK SLC(selektif), tiir ayrim1
icin kullanilan TK PNB (p-nitro-benzoik asit) anti-TB ilaglara duyarliligin saptanmasi i¢in
kullanilan TK INH, TK RIF, TK STR, TK EMB kat1 besiyerleri ile MYCOLOR TK adi
verilen otomatik okuyucu inkiibatdrden olugmaktadir. Son zamanlarda bunlara pirazinamid
duyarliligmmi saptamak i¢in TK PZA besiyeri eklenmistir. TK Kiiltiir Sistemi ile yapilan

duyarlilik ¢aligmalari, bilinen diger yontemler ile karsilastirildigi zaman uyumlu bulunmustur

).

2.11.3. Kiiltiir Dis1 Yontemler

a) Liisiferaz Genli Bakteriyofaj Sistemleri

Bu sistemde canli mikobakteri varligimi saptamak amaci ile mikobakterilerde
cogalabilen lusiferaz geni klonlanmis mikobakteriyofajlar kullanilmaktadir. Bu fajlar ile
mikobakteriler infekte edildiginde, bakteri igerisinde lusiferaz enzimi iiretilmekte, ortama
lusiferin kondugunda ATP kullanilarak 1g1k tiretilmektedir. Duyarlilik testi yapilmasi igin
mikobakteriler kisa siire ilagli ve ilagsiz besiyerlerinde inkiibe edilmekte, daha sonra
mikobakteriyofajlarla enfekte edilip 151k iiretimi arastirilmaktadir. Ilagsiz kontrol ile birlikte
1s1ldayan ilach tiiplerden alinan Ornekler, bakterinin ilaca ragmen cogaldigini yani o ilaca

direngli oldugunu gostermektedir (86, 87).
b) Faj Cogalma Sistemleri
Bu sistemde hem M. tuberculosis, hemde hizli iireyen M. smegmatis icinde

cogalabilen bir mikobakteriyofaj kullanilmaktadir. Once duyarlihg arastirilacak M.
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tuberculosis susu ilagsiz ve ilagli besiyerlerinde inkiibe edilir. Daha sonra bunlara
mikobakteriyofajlar eklenir. Mikobakteriyofajlar sadece canli mikobakteriler icerisine
girebilir ve ¢ogalmaya baslar. Disarida kalan mikobakteriyofajlar tiipe eklenen ferroz
amonyum siilfat ile notralize edilir. Ilagh tiiplerde ilaca direngli ne kadar canli bakteri varsa, o
kadar bakteriyofaj korunmus olur. Sonra tiiplere M. smegmatis eklenir ve agarli bir besiyeri
ile birlikte petri kutularma dokiilir. M. tuberculosis iginde korunmus fajlar bu kez M.
smegmatis icerisinde cogalarak faj plaklart olusturulur. Ilaghi tiiplerden belli bir oranin

tizerinde faj plagi elde edilirse bakterinin o ilaca direngli oldugu anlasilir ( 79, 88).

¢) Akim Hiicre Olcerinde (Flow Cytometry) Duyarhihk Belirleme

Canli mikobakteriler florosein asetat ile isaretlenip hiicre 6l¢erinde sayilabilmektedir.
Macli ve ilags1z ortamda ii¢ giin inkiibe edilen mikobakteriler isaretlendikten sonra akim hiicre
Olgerinden gecirilirler ve ilach tiiplerden gelen 6rneklerden sayimda azalma olup olmadigi

incelenir. Yaridan fazla diismeye neden olan ilaglarin etkili oldugu kabul edilir (89).

2.11.4 E Test

Lowenstein-Jensen besiyerinde iliremis ortalama 2 haftalik taze kiiltiirden sivi besiyeri
icine alinip emiilsifiye edilir. Bulanikligi Mac Farland no 3’e ayarlanir. Ekiivyonlu ¢ubuk
yardimiyla M 7H10 besiyerine ti¢ yonlii siiriiliip % 5-10 CO2li ortamda inkiibe edilir. 24 saat
sonra E test (AB BIODISK, Solna, Sweden) seritleri yerlestirilir. Yine aym ortamda
inkiibasyona birakilir. Ortalama 5-7 giin sonra yeterli iireme varsa okunur. Uremenin kuvvetle

inhibe oldugu ¢izginin E test seridini kestigi nokta MIK degeri olarak saptanir (82).
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2.12 Mikobakteri Antimikrobiyal Duyarhhk Belirlenmesinde Kullanilan

Genotipik Yontemler

M. tuberculosis ila¢ direncinin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasiyla hizli sonug
verebilen molekiiler yontemler gelistirilmistir. DNA dizi analizi, line probe assay (solid faz
hibridizasyon), RNA/RNA mismatch analiz, PCR-SSCP (PCR-single-strand conformation
polymorphism), heterodubleks analiz, real-time PCR, DNA microarray bu yontemlerdendir.
Minimal bakteriyel lireme gerektirmesi ve saatler i¢inde sonug¢ verebilmesi molekiiler
yontemlerin avantajlaridir. Birden fazla gen bdlgesinin sorumlu oldugu durumlarda, dirence
yol agmayan mutasyonlarda yanlis sonuglar verebilmesi dezavantajidir. Pratik uygulamalarda

molekiiler yontemler RIF direncini saptamak icin kullanilmaktadir (90, 78).

2.13. Tedavi

Etkili tiiberkiiloz tedavisi hizli iireyen basillere karsi erken bakterisidal etkili ve
dormant basilleri de ortadan kaldirmaya yonelik olmalidir .Ilaca direncli tiiberkiiloz, diinyanin
ve lilkemizin son yillarda {izerinde ciddi olarak durdugu bir konudur. Yeni olgularin basari ile
tedavi edilmesi yeni ila¢ direnci olan olgularin ortaya ¢ikmasina engel olmaktadir fakat
varolan ilaca direncli olgular tedavi edilmezse, bulastirma, yeni infeksiyon ve yeni hastalik ile

ilag direncinin siirmesi s6z konusudur (91).

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

secenek (sekonder, mindr) olarak iki grup altinda incelenebilir:

2.13.1. Birinci Secenek Antitiiberkiiloz ilaclar:

Izoniazid: izonikotinik asidin hidrazididir. izoniazid halen mevcut olan antitiiberkiiloz
ilaglarin en giigliistidiir. Klinik dozlarla olugsan konsantrasyonlarda dormant basiller iizerinde

bakteriyostatik, hizl1 ¢ogalanlar iizerinde bakterisit etki yapar. Ayrica makrofajlar ve kaze6z

lezyonlar igine girebilmesi, iyi absorbe edilmesi, kolay alinmasi ve ucuz olmasi bu ilaci en
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onemli antitliberkiiloz ila¢ yapar. Etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir. Bir goriise
gore bakteri i¢ine giren izoniazid orada bir peroksidazin etkisi altinda hidrazin ve izonikotinik
aside doniistir. 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.INH 1 oral olarak 0- 12 yas ¢ocuk dozu
10-20 mg/ kg/ giin ve eriskin dozu 5 mg/ kg/ giindiir.Yan etkileri KC enzimlerinde
yiikselme,periferik  noropati,hepatit, asir1  duyarlilik, konviilziyon,mental = semptomlar

,hemolitik ve aplastik anemi,jinekomastidir (92, 93, 5).

Rifampisin: Bir rifamisin tiridir. Tiberkiiloz tedavisinde izoniazidden sonra ikinci
onemli ilagtir. Hem hizli ¢ogalan, hem de dormant duruma ge¢mis mikobakterilere etkilidir.
Gerek hiicre disindaki ve gerekse hiicre igindeki mikobakterilere bakterisit etki yapar.
Mikobakterilerin RNA polimeraz enzimini inhibe eder. Tek doz halinde alinabilmesi, biitiin
tiberkiiloz ilaglar1 icinde etki giicii bakimindan izoniazide en yakin ila¢ olmasi, yan
etkilerinin ondan daha az olmasi ve diger ilaglara direngli suslara karsi etkili bulunmasi bu
ilacin degerini artirir. Tedavide kullanim dozu oral olarak 0-12 yas ¢ocuk dozu 10-20 mg/ kg
/giin ve eriskin dozu 10 mg / kg/ gilindiir.Yan etkileri idrar ve diger viicut sekresyonlaini
turuncu renge boyamasi,deri reaksiyonlari,bulanti, kusma, hepatit, febril reaksiyonlar, nefes

darligi, sok, hemolitik anemi, akut bobrek yetmezligidir. (92, 93, 5).

Pirazinamid: Nikotinamidin sentetik pirazin analogudur. Izoniazid derecesinde
olmasa bile oldukga gii¢lii bakterisit etkisi vardir. Bu etkisini hem ¢ogalma halindeki, hem de
dormant duruma ge¢mis mikobakteriler lizerinde gdsterir. Monositler ve makrofajlar igindeki
yavas cogalan mikobakteriler tizerinde en etkili bakterisidir.Oral tedavi dozu 0-12 yas ¢ocuk
igin 15-30 mg /kg/giin ve erigkin i¢in 10 mg/ kg/ giindiir.Yan etkileri istahsizlik, kusma,
kizarma, hepatotoksisite, hiperiirisemi, asir1 duyarlilik, bulanti; nadiren sideroblastik anemi,

1s18a duyarliliktir (92, 94,5 ).
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Streptomisin: M. tuberculosis’e karsi etkin oldugu gosterilen ilk ilagtir. Streptomisin
parenteral olarak kullanilan bir ilagtir. 1940’1larda kesfinden bugiine siirekli olarak tiiberkiiloz
kemoterapisinde major bir rol oynamistir. Streptomisin bakterinin 30S ribozomuna irreversibl
olarak baglanir, boylece protein sentezini inhibe eder. Streptomisinin bakteri ve makrofajlar
icine girme yetenegi diisliktir. Klinikte kullanilan dozlarda, streptomisinin etkisi esas
itibariyle bakteriyostatiktir. Boylece streptomisinle tedavi siipresif bir tedavidir, yani
viicuttaki odaklarda yerlesmis bakteri ilag ortamda bulundugu siirece baski altinda kalir,
cogalamaz; fakat bakterilerin tamamiyla yok edilmesi miimkiin olmaz. Intramuskuler tedavi
dozu 0-12 yas ¢ocuk igin 20- 40 mg/kg/giin ve eriskin i¢in 15 mg/kg/giindiir.Yan etkileri
deride asir1 duyarlilik, bag donmesi, kulakta ¢inlama,vertigo, ataksi, sagirlik, nefrotoksisite,

aplastik anemi, agraniilositozdur (92, 93,5).

Etambutol: Baska hic¢bir antimikrobiyal ilag ailesi ile iliskisi olmayan ayri bir
bilesiktir. Di- (1-butanol)-etilendiimin dihidrokloriir’iin dekstro seklidir. Birinci sira ilaglara
artan bakteriyel diren¢ nedeniyle gelistirilmistir. Tiberkiilostatik bir ilactir ve etkinligi
izoniazid ve rifampisine gore diisiiktiir, ancak kendisine karsi yavas direng gelismesi teropatik
degerini artirir .Oral olarak tedavi dozu 0- 12 yas ¢ocuk i¢in 15- 25 mg/kg/giin ve eriskin i¢in
15-25 mg/kg/giindiir.Yan etkileri optik norit, deri dokiintiisii, artralji, periferik noropatidir.
(92, 5).

Bu ilaglarin EMB disinda bakterisidal etki gosterdikleri kabul edilmektedir. Ancak
diger antimikrobiyal ajanlarda oldugu gibi bu ilaglar1 bakteriyostatik ve bakterisidal olarak
siniflamak pek uygun goriilmemektedir. Cilinkii alinan dozlara, birlikte kullanilan diger
ajanlara ve in vivo etkinlige bagli olarak bakteriyostatik ve bakterisidal etkinliklerin

degisiklige ugrayabildigi farkli klinik caligmalarla gosterilmistir (93).
2.13.2. ikinci segenek ilaglar:
Kapreomisin, kanamisin, etionamid, para-aminosalisilik asit, ofloksasin, siprofloksasin

ve sikloserinden olusmaktadir. Bu grup ilaglar, birinci seceneklere gore daha az etkili, daha
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cok toksik ve daha az tolere edilebilen ilaclardir. Genellikle birinci secenek ilaglara karsi
direng gelistigi ya da toksik etki meydana geldigi durumlarda kullanilirlar. Yeni gelistirilen ve
etkinlikleri heniiz genis klinik ¢alismalarda incelenmemis olan deneme asamasindaki ilaglar
(kinolonlar, amikasin, rifabutin, klofazimin ve beta laktam-beta laktamaz inhibitor

kombinasyonlart) da bu grup i¢inde degerlendirilebilir (92, 93).

2.14. M.tuberculosis ve ila¢ Direnci

1944°de Waksman tarafindan ilk tiiberkiiloz ilact olan streptomisinin (STR), 1952
yilinda Robizek ve Selikof tarafindan INH’in,1954 yilinda PZA, 1962 yilinda EMB ve 1966

yilinda RIF’in bulunmasindan sonra kombine tedavi uygulanarak tiiberkiiloz tedavi edilebilir
bir hastalik haline gelmistir (95, 96).

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar primer ve sekonder ilaglar olarak baslica iki
gruba ayrilmaktadir. Primer ilaglar; INH, RiF, PZA, EMB ve STR’ dir. EMB disindaki primer
ilaglar bakterisidal etkinlik gostermektedir. Sekonder ilaglar ise sikloserin, etiyonamid,
kanamisin, kapreomisin ve paraaminosalisilik asit gibi daha toksik ve daha az tolere edilebilen
ilaglardir (95, 97, 98).

Son 20 yilda AIDS olgularimin artmast ve bu hastaligin ileri déneminde olgularin
yaklasik 1/3’inde  MOTT Grubu mikobakterilere bagli dissemine atipik tiiberkiiloz
infeksiyonu gelismesi yukaridaki smiflandirmaya “MOTT tiiri mikobakterilere karsi
kullanilan” ilaglar siifinin eklenmesini gerektirmistir. MOTT grubu mikobakteriler yukarida
belirtilen birinci siiftaki ilaglara ve ikinci siniftakilerin ¢goguna direnglidir. Bu tiglincii sinifta
bulunan ilaglar rifabutin, makrolid antibiyotikler olan klaritromisin ve azitromisin,
fluorokinolon tiirevleri olan siprofloksasin ve ofloksasin, aminoglikozitlerden amikasin ve bir

lepra ilaci olan klofazimin’dir (95, 97).

M. tuberculosis’de ila¢ direnci her antibiyotik i¢in farkli siklikta olmak tizere tek

basamakli, rastgele, spontan kromozamal mutasyonlar sonucu olusmaktadir. Bir¢ok bakteride
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goriilenin aksine M. tuberculosis’de plazmid veya transpozon araciligi ile olusan horizontal
gen transferine bagl diren¢ goriilmemektedir. Spontan direng oranlar1 sirasiyla INH, RIF,
EMB ve STR icin 10° 10%, 10° ve 10° olarak gerceklesmektedir. Kromozomlar iizerindeki
direng bolgeleri birbirleriyle baglantili olmadiklarindan, bakterinin iki ilaca birden spontan
direng gelistirmesi, her bir ilag i¢in mevcut olan olasiliklarin ¢arpimina esittir. Ornegin INH
ve RIF direncinin birlikte goriilme olasiligi 10' diir. Primer ilaglara direng gelisiminde rol
oynayan genler Tablo 2.3’de gosterilmistir. Bu durumda teorik olarak bakteri popiilasyonunda
cok az sayida olsa da genetik olarak ila¢ direnci olan kdkenler bulunabilmektedir. Hastalarda
tek antibiyotik veya diizensiz antibiyotik kullanilmasi duyarli mikroorganizmalari

baskilamakta ve ilaca direngli kdkenler segilerek baskin hale gelmektedir (98, 90, 99, 100).

Ilag direnci tiiberkiiloz kontroliinii etkileyen en &nemli sorunlardan biridir. Ilaca
direngli tiiberkiiloz, bir ya da daha fazla antitiiberkiiloz ilaca kars1 direngli basil ¢ikaran hasta
olarak tanimlanmaktadir. Birincil direng (primer direng); daha once hig tiiberkiiloz tedavisi
almamis ya da bir aydan daha kisa siire tiiberkiiloz ilaci kullanmis hastadaki direngtir.
Hastanin daha dnceden tedavi goriip gormedigi konusunda siiphe varsa baslangi¢ direnci
terimi kullanilmaktadir. Baslangig¢ direnci, birincil direng (primer direng) ve bilinmeyen
edinsel direnci kapsamaktadir. Edinsel direng (sekonder direng), daha 6nce 1 aydan fazla
tiiberkiiloz ilac1 kullanmis hastadaki direngtir ve 6nceden kullanilmig bu ilaglara bagh gelisir.
Eger birincil direngli bir hastada daha sonra bagka bir ilaca edinsel direng gelisirse mikst tip
direngten soz edilir. En az RIF ve INH’e direncli basil, ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-
TB) olarak tanimlanir. Ilag direncinin en agir seklidir. CID-TB’un tedavisi zordur. CID-TB

yiiksek morbidite ve mortalitesi ile 6nemli bir saglik sorunudur ( 101-103).

Tablo.2.3 Antitiiberkiiloz ilaglarda direncten sorumlu olan mekanizmalar (90, 98, 99).

Ilag Direng geni Diren¢ mekanizmasi
STR res 16 s rRNA inhibisyonu
rpsl Ribozomal S 12 inhibisyonru
INH kat C Katalaz-peroksidaz enzim inhibisyonu
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inhA Enoil rediiktaz enzim inhibisyonu

ahpC AlKil hidroperoksidaz enzim inhibisyonu
RIF proB RNA polimeraz inhibisyonu
ETB embB Arabinozil transferaz inhibisyonu
PZD pncA Pirazinamidaz enzim inhibisyonu

1S6110 insertion

2.14.1.1lac Direnciyle Tlgili Tanimlar

Vabhsi tip koken: Higbir antibakteriyel ilagla karsilasmamis M. tuberculosis kokenini
tanimlar(104) .

Direncli olgu: En az bir tiiberkiiloz ilacina direngli olan hastalardir (104)

Primer diren¢: Heniiz tiiberkiiloz ilaglarin1 kullanmamig veya bir aydan kisa siire
i¢in ila¢ almis yeni tiiberkiilozlu hastada tedaviye baglamadan dnce belirlenen ilag¢ direncidir.
Primer direng, basilin alindig1 kaynaga ait olan direnctir. Bir toplumdaki sekonder direng
oraniyla paralellik gostermektedir. Primer direng oranmin yiiksek olmasi o toplumda
uygulanmakta olan tiiberkiiloz korunma ve kontrol dnlemlerinin yetersizligini yansitmaktadir

(105).

Sekonder diren¢: Baslangigta duyarli olan basillerle enfekte olan tiiberkiiloz
hastasinda, uygun olmayan tedaviye (yanhs ilag se¢imi, ilaci erken kesme, tedaviye
uyumsuzluk) bagli olarak direngli mutantlarin artmasi sonucunda gelisen direnctir. Artmig
sekonder direng, uygulanmakta olan tiiberkiiloz tedavi protokoliiniin yetersizliginin

gostergesidir (105).

Dogal direncli kokenler: Belli bir ilagla daha 6nce karsilasmamis olmasina ragmen o
ilaca direncli kokenlerdir. Dogal direngli basil tasiyan konak ve onun enfeksiyon kaynagi
gecmiste kemoterapi almamistir. Dogal direng tiire 6zgii olup, tiir tanimlamasinda taksonomik

belirteg olarak kullanilabilir. Bu tip direncin 6rnegi, PZA’ya direngli olan M.bovis’dir (104).
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Baslangi¢ direnci: Yeni bir tiiberkiiloz hastasinda bir ya da daha fazla antitiiberkiiloz
ilaca kars1 direncin varligi olarak tanimlanir. Daha Onceki tedavisi hakkinda bilgi vermekten
cekinen, geg¢mis tedavi hikayesi yeterince sorgulanmayan ve bu nedenle agiga ¢ikmamis

kazanilmis direnci olan hastalar1 kapsar (104)

Tek ilaca direng: ilk grup bes ilagtan (INH, RiF, EMB, PZA, STR) sadece birine

direngli olma durumudur (104).

Bilesik direnc: INH ve RIF direngli olma kosulu olmaksizin iki ya da daha fazla ilaca

direngli olma durumudur (104).

Cok ilaca diren¢ (CID-Multi drug resistance; MDR): En az INH ve RiF’in ikisine
birlikte direncin olmasidir (106).

Artmus ilac direnci (AID- Extensively drug resistance; XDR): RIF ve

INH direnciyle birlikte herhangi bir kinolon (CIP, OFX) ve parenteral ilaglardan birine (AK,
KA, KAP) direncin olmasidir (106).

2.14.2 Diinyada ila¢ Direnci

Primer tiiberkiiloz ilaglarina diren¢ tiim diinyada hizla artmaktadir. En sik direng
saptanan iilkeler eski Sovyet Bloku, Baltik Ulkeleri, Arjantin, Hindistan ve Cin’dir. Direng
oranlarinda kitalar ve tlkeler arasinda ciddi farkliliklar mevcuttur. Tek ilaca diren¢ Andora,
Izlanda, Malta’da %0 iken, Kazakistan’da % 57.1 dir. DSO’niin 2004 yilinda 74 iilkede
yaptig1 antitiiberkiiloz ila¢ direncine yonelik ¢alismada, daha once tedavi aldigi bilinmeyen
yeni vakalarda sadece bir ilaca ortalama diren¢ oran1 % 10.2, sadece INH, RIF, EMB ve
STR’ye ortalama direng oranlari sirasiyla % 5.6, % 1.4. % 0.8 ve % 6.3 olarak belirlenmistir.
Bu vakalarda CID-TB ortalama oram1 % 1.1 bulunmustur. Daha 6nce tedavi gormiis eski
vakalarda herhangi bir ilaca kars1 ortalama diren¢ oram1 % 18.4, sadece INH, RIF, EMB ve
STR’ye ortalama direng oranlar1 sirayla % 4.4, % 8.7, % 35 ve % 11.4 olarak belirlenmistir.
Bu vakalarda ise CID-TB ortalama oraninin % 7.0 oldugu gozlenmistir. Tedavi almis ve

almamis toplam hastalarda ise herhangi bir ilaca ortalama diren¢ oram1 %10.4, INH, RIF,

59



EMB ve STR’ne ortalama direng oranlari sirayla % 6.6, % 2.2, % 1.3, % 6.1 dir. Bu vakalarda
ise CID-TB ortalama direng oran1 % 1.7 olarak bildirilmistir (103).

2.14.3. Tiirkiye’de ila¢ Direnci

Ulkemizde direng oranimi ortaya koymak icin iilke genelini kapsayan planli ¢alismalar
bulunmamaktadir. Tek tek saglik kuruluslarinin yaptigi bagimsiz calismalarin verilerinin
karsilagtirilmasinda ~ sikintilar ~ vardir.  Uygulanan yontemlerin  ve kullanilan ilag
konsantrasyonlarinin farkliliklari, sunum (¢cogunlukla primer, sekonder, toplam direng ayrimi
yapilmamaktadir) hatalar1 mevcuttur (105, 50). Ulkemizde dispanserler ve tek tek saglik
kuruluslarindan yapilan ¢alismalarin analizinde, yeni hastalardan izole edilen TB basillerinde
en az bir ilaca diren¢ oranin % 18-26.6, CID-TB oraninin ise % 1.3-4.8; tedavi gormiis
hastalarin izolatlarinda en az bir ilaca direng oraninin % 28-53.4, CID-TB oraninin ise % 4.4-
16.6 arasinda dagilim gosterdigi sonuglart ¢ikarilabilmistir (105). Ulkemizde direng
durumunu yansitan en kapsamli ¢alisma Yolsal ve ark. (50) retrospektif olarak yaptiklari
metaanaliz ¢alismasidir. Bu ¢alismada STR, RIF, INH ve EMB gibi antitiiberkiiloz ilaclara
kiiltiir pozitif olgulardaki direng sikliklart 1984 -1989 ve 1990 -1995 yillar igin incelenmis,
tilkemizde bu konuda yaymlanmis olan 21 makale ve 27959 sus degerlendirilmistir. 1984 -
1989 yillarinda total direng oranlart STR (% 22.5), RIF (% 22.3), INH (%27.8) ve EMB
(%7.8), 1990-1995 yilarinda total direng STR (%17.9) RiF (%22.1), INH (%23.8) ve EMB
(%7.7) olarak belirtilmistir (50).

2.15. Korunma ve Kontrol
Gelismis {ilkelerde 1980’lere kadar aktif tiiberkiiloz kontrol programlarinin
uygulanmasiyla tiiberkiiloz insidansinda belirgin azalma kaydedilmekle birlikte HIV

epidemisi, antitiiberkiiloz ilaglara direng, seyahatlerin yayginlagsmasi gibi nedenlerle hastalik

yeniden tirmanisa ge¢cmistir (3).
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2.15.1. Birincil Koruma

Hentiz tiiberkiiloz basili ile karsilasmamis bireylerde tiiberkiiloz gelisimini dnlemek

amaciyla uygulanir. Bunun i¢in iki yontem uygulanmaktadir:
a- Tuberkiilozlu hastalarin erken dénemde belirlenip etkili tedavi edilmesi. Bdylece
kaynak azaltilarak infekte olmamis kisilerin tiiberkiiloz basilleri ile karsilagsma riskini

azaltmaktir.

b- Asilama: Tam hiicre asilar1 (canli, 6lii), BCG asisi, Subiinit asilar, Ciplak DNA

asilaridir.

2.15.2. ikincil Koruma

Infekte bireylerde hastalik gelisiminin &nlenmesi amaciyla genellikle INH verilerek

uygulanir (5).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Ocak 2005- Aralik 2010 yillari arasinda Harran Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilimdali Tiiberkiiloz Laboratuvarina tiiberkiiloz
on tanili hastalardan gonderilen pulmoner ve extrapulmoner orneklerden izole edilen 60
M.tuberculosis susunun primer antitiiberkiiloz ilaglara duyarliliklar1r BACTEC MGIT 960
sistemi ile arastirildi. Kiltiir isleminde L- J besiyerleri (OR- BAK gliserollii besiyeri)
kullanildi. Pozitif kiiltiirler, 6 ayda bir L- J besiyerine pasajlanarak +4 °C’de buzdolabinda
sakland1.(2005 yilina ait olan pozitif kiiltiir 6rnekleri, L- J besiyerinde ve -20 °C de saklandi.)
Antibiyogram yapilacak olan suslar, L- J besiyerine pasajlar1 yapildiktan sonra, olduk¢a
dikkatli bir sekilde paketlenip koruyucu kaplara yerlestirilerek, Adana Cukurova Universitesi
Tropikal Hastaliklar Arastirma ve Uygulama Merkezi Mikobakteriyoloji Labaratuvarina
gotiiriilerek BACTEC MGIT 960 (Becton-Dickinson) kiiltiir cihazi ile antibiyogramlari
yapildi.

3.1 Orneklerin Islenmesi
Labaratuvarimiza tiiberkiiloz 6n tanisi ile rutin olarak gelen ornekleri steril ve steril
olmayan Ornekler olarak ayrilarak degerlendirmeye alindi. Steril olmayan orneklere ¢ok

yaygin olarak kullanilan NALC-NaOH homjenizasyon - dekontaminasyon islemi uygulandi.
Tim islemler sinif II biyo giivenlik kabini i¢inde yapildi.
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3.1.1. Kullanilan Malzemeler

Falcon tiipii (50 mI’lik)

Santrifiij cihazi

Vorteks karistirict

Lam

Sodyum sitrat dihidrat

Distile su

NaOH

NALC

0.067M(M/15) Fosfat tamponu (pH6.8)
Dezenfektan kabi (% 0.1-1 sodyum hipoklorit bulunan)
1000 ml lik meziir

L- J besiyerleri(Or-Bak)

Tek kullanimlik plastik 6ze

3.1.2 Homojenizasyon ve Dekontaminasyon

Calismamizda 6rneklerimize NALC- NaOH yontemi uygulandi.

3.1.2.1. NALC- NaOH Yontemi (5)
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i. NaOH- Sodyum sitrat stok sulusyonu
e Solusyon 1: Sodyum sitrat dihidrat (29 gr) + Distile su ( 1000 ml)

e Solusyon 2: NaOH (/40 gr) + Distile su (1000ml )

Birinci ve ikinci solusyondan esit miktarda karistirihip, 121 derecede 15 dakika

otoklavda sterile edilerek kullanildi.

edildi.

ii. NALC- NaOH c¢alisma solusyonu:

Calismaya baglamadan hemen 6nce, NaOH- Sodyum sitrat solusyonuna NALC ilave

Hazirladigimiz ¢alisma solusyonu, NALC’in mukolitik aktivitesi bekledikge

azalirdigindan dolay1 24 saat i¢inde kullanildu.

Tablo.3.1 NALC-NaOH calisma solusyonunun hazirlanmasi

Hacim NaOH- Sodyum sitrat NALC(gr)
50 50 0.25
100 100 0.50
200 200 1.25
500 500 2.50

iii- 0.067M (M/15) Fosfat tamponu (pH 6.8)

Stok alkali tampon 1:Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) (9.47 gr ) + Distile su
(1000 ml)

Stok alkali tampon 2:Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (9.07 gr ) + Distile su
(1000 ml)

Birinci ve ikinci solusyondan esit miktarda karistirip otoklavda 121 derecede 15

dakika sterilleyerek kulland.
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3.1.2.2. Homojenizasyon ve Dekontaminasyon Isleminin Yapihs

1- Labaratuvara tiiberkiiloz siiphesi ile rutin olarak gonderilen drnekleri steril ve steril
olmayanlar olarak ayrildiktan sonra steril olmayan Orneklere homojenizasyon ve

dekontaminasyon uygulandi.

2- Steril cam boncuk igeren 50 ml’lik steril burgulu kapakli polipropilen (falkon)
tiiplere klinik 6rnekle esit hacimde NALC- NaOH solusyonu ilave ederek oda 1sisinda 15
dakika bekletildi. Bu siire i¢inde balgamin NALC- NaOH c¢ozeltisiyle homojen olarak
karigsmasi i¢in tlip birkag kez vorteks ile karistirildi (30 saniyeyi ge¢cmeden) veya elle birkag
kez alt iist edildi.

3- Siire tamamlandiginda tiipiin 50 ml isaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu
(Na2HPO4 - KH2PO4) (pH:6.8) ilave edildi. Tiipiin agzimi sikica kapatildiktan sonra 5-10

saniye vortekslendi.

4-. Fosfat tamponu ilave edilmis tiipler 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust
sv1 iginde dezenfektan (% 0.1-1 sodyum hipoklorit) bulunan bir kaba bosaltildu.

5- Sedimente 1-2 ml steril serum fizyolojik ilave edilerek siispanse edildi.

6-Siispansiyondan besiyerine 0.1 ml. inokulasyon yapildi ve aside direngli bakteri

(ARB) aranmast i¢in lam yayma hazirlandi.

3.1.3. Boyama ve Mikroskobik Inceleme

3.1.3.1 Kullanilan Malzemeler
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e Karbol fuksin

o 9095 etil alkol

e Fenol Kristallleri
e Distile su

e Metilen mavisi

e Benmari

e Lam

e Kurutma kagidi
e Isik mikroskobu
e HCI

3.1.3.2 EZN Boya Solusyonlarimin Hazirlanmasi (53)

I-Karbol fuksin

e Solusyon 1: Bazik fuksin (3 gr) + %95 “lik etil alkol ( 100ml )
e Solusyon 2: Kristalize fenol (5 gr ) + Distile su ( 100ml )

3 gr bazik fuksin tartilip havana konuldu. Uzerine 100 ml etil alkol azar azar ilave
edilerek ezildi (solusyon 1). 5 gr kristalize fenol, kiiglik bir balon iginde, 56 °C’lik su
banyosunda eritildi. Erimis siv1 fenol 45 °C iken lizerine yavas yavas distile su ilave edilip,

homojen bir sekilde dagilmasi saglandi.
Calisma solusyonu: Solusyon 1’den 10 ml. ve solusyon 2’ den 90 ml. koyu renkli
bir siseye aktarildi. Iyice karistirilarak homojen bir sekilde karismasi saglandi. 24 saat oda

1s1s1n da bekletildi. Filtre kagidindan siiziilerek kullanildi.

11- %3’liik Asit — Alkol Karisim
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e Konsantre hidroklorik asit (HCI) (3 ml) + % 95’lik etil alkol 97 ml

3 ml konsantre hidroklorik asit, % 95 lik etil alkol igeren siseye azar azar eklendi.

Solusyon gereksinim duyuldukca kullanildi.

I11- Metilen mavisi

e Metilen mavisi (0.1 gr) + Distile su (100 ml)

Metilen mavisi distile su i¢inde eritildi. Koyu renkli bir siseye aktarildi ve gereksinim

duyuldukca kullanildi.

3.1.3.3. Homojenizsayon- Dekontaminasyon Sonrasi Hazirlanan Yayma

Preparatlarinin Hazirlanmasi (EZN Yontemi) (55)

1- Homojenizsayon - Dekontaminasyon islemi sonrasi falkon tiiptindeki
siispansiyondan temiz bir lam {izerine iki damla (100 pl) damlatildi.

2- Yayma oda 1s1sinda, kabin iginde bekletilerek kurutuldu. Kuruyan yayma 2 -3 kez
alevden gecirilerek tespit edildi.

3- Yaymalar boya diizeneginin iizerine yerlestirildi. Uzerine preparatin iizerini
kaplayacak sekilde, filtre kagidindan siiziilen karbol fuksin ¢6zeltisi dokiildii.

4- Yaymalar buhar ¢ikacak fakat kaynamayacak bir sekilde 5 dakika alttan
1s1t1ld1.Siire sonunda lam egilerek kalan boya dokiiliip su ile yikandi.

5- Yaymalarn {izerine asit — alkol ¢dzeltisinden dokiiliip, yayma rengini kaybedene
kadar beklendi (en fazla 3 dakika). Su ile yikanda.

6- Tim lamin {izerini kaplayacak sekilde metilen mavisi ¢ozeltisi dokiildii. 20-30

saniye bekletilip yikandi. Lamlar dik bir sekilde kurutuldu.
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3.1.3.4. Degerlendirme

Boyanan lamlar 151k mikroskobunda 10xokiiler, 100x objektif altinda immersiyon yagi
damlatilarak, lamel kullanilmadan incelendi. Asit-Alkole Direngli Basiller (AARB), mavi
zeminde pembe — kirmizi renkte, 1-10 pm uzunlugunda ve tipik olarak ince, cubuk bigiminde
diiz ya da egilmis — biikiilmiis comaklar seklinde goriildiiler. Yayma negatif raporu i¢in en az

100 mikroskop alani tarandi.

3.1.4 Kiiltiir

e L-J besiyeri (Or-Bak)
e Etiiv

e Tek kullanimlik plastik 6ze

3.1.4.1. L- J Besiyerine Ekim ve Kiiltiirlerin Inkiibasyonu (55)

1- Homojenizasyon- Dekontaminasyon iglemi sonrasi falkon tiiptindeki
stispansiyondan L- J ylizeyine 0.1 ml ya da 2-3 damla damlatilarak ekim yapildu.

2- Ekim yapilan L-J besiyerleri kapaklar1 fazla sikistirllmadan 35 °C’de 24 saat yatik
durumda inkiibe edildi.

3- 24 saat sonra besiyeri kapaklari biraz daha sikistirilarak dik pozisyonda
inkiibasyona devam edildi.

4- Tlk haftadan sonra iki giinde bir {ireme olup olmadig1 kontrol edildi. Ureme siireleri
ve pigment olusturma yoniinden incelendi.

5- Genellikle 3 - 4 haftalik inkiibasyondan sonra kuru goriiniimlii, a1k sar1 kenarlari

diizensiz, agik sar1 koloniler gézlemledigimiz tiipler kiiltiir pozitif olarak degerlendirildi.

6- Ureme gozlenen tiiplerden drnek aliarak mikroskopik inceleme yapild.

7- Tiim besiyerleri en fazla 45 giin inkiibe edildi.

68



8- 45 giin sonunda lireme gozlenmeyen tiipler kiiltiir negatif olarak degerlendirildi

3.1.4.2 -Kiiltiir Pozitif Suslarin Saklanmasi ve Yeniden Pasajlanmasi

L- J ‘de pozitif olan suslar, tiipiin agz1 sikica kapatilip parafilmlendikten sonra
kurutma kagidina sarilarak dik bir sekilde spora yerlestirilerek buzdolabinda + 4 - 8 °C’de
sakland1. 6 - 9 aylik periyodlarla L- J ‘ye pasajlama yapildi. Antibiyogram icin 15 giinden

eski olmayan pasajlar kullanildi.

3.1.5 Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testi liretici firma onerileri (Becton- Dickinson, USA)

dogrultusunda gergeklestirildi.

3.1.5.1 Kullanilan Malzemeler

e Steril 7 ml ‘lik tlipler

e BACTEC MGIT Growt Supplement ( oleic acid, dextrose, catalase,bovin albumin )
e 7 ml Middlebrook 7H9 besiyeri tiipli

e Mc Farland cihazi

e Kanli agar besiyeri

3.15.2. L- J’ den Middlebrook 7H9’ a Pasajlayarak BACTEC MGIT 960
Cihazinda Uretme (70)

e 1-L-]J besiyerinde iiretilen ve 14 giinden eski olmayan suslar, steril bir 6ze ile, 8-10

69



adet cam boncuk i¢eren 4 ml Middlebrook 7H9 Broth (BBL, Difco) besiyerine alindi.
Bu islem sirasinda kat1 besi yeri alinmamasina ve bakteri bulanikliginin 1 McFarland

standardini (10 ! cfu/ml) gegcmemesine dikkat edildi.

e 2- Bakteri siispansiyonunu homojenize etmek amaciyla 2-3 kez vortekslendi ve 20
dakika beklemeye birakildi.

e 3- Ustte kalan kisim bagka bir steril tiipe aktarildi. Sedimentin alinmamasina dikkat

edildi. Tekrar 15 dakika bekletilerek, iistte kalan kisim bagka bir steril tiipe aktarildi.

e 4- Bu siispansiyon gozle 0.5 McFarland standardina ayarlandi.Siispansiyondan 1ml.1

aliarak 4 ml steril serum fizyolojik ile 1/5 dillisyon yapildi.

e 5- Diliie edilen siispansiyondan steril pastor pipeti ile 0.5 ml alinarak, 0.8 ml BACTEC
MGIT Growt Supplement (oleic acid, dextrose, catalase, bovin albumin) eklenmis
BBL MGIT 7 ml tiiptine aktarildi.Bu tiip cihaza konularak inkiibe edildi.

Cihaz pozitif sinyal verdikten sonra steril bir pastor pipeti ile aside direngli boyama
icin 0rnek alindi. Bakteri kontaminasyonunu kontrol etmek amaciyla bir kanli agar besiyerine

ekim yapildi. 48 saatlik iniibasyondan sonra kanli agar basiyerinde lireme yoksa antibiyogram

islemine gecildi. Kanli agarda iireme olmas1 durumunda dekontaminasyon islemi tekrarlandi.

3.1.5.3 identifikasyon:
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Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji
Laboratuarina gonderilen klinik 6érneklerden izole edilen mikobakteriler klasik yontemlere ek

olarak NAP testi yapilarak M. tuberculosis kompleks olarak tanimlandi.

3.1.5.4 NAP Testi (p-nitro-P-acetylamino-Q-hydroxypropiophenone) (70)

Ureme saptandiktan sonraki 1-2. giin: Steril tiip icerisinde 1 ml pozitif MGIT Tiipii, 4
mL steril distile su ile sulandirildi. GC (lireme kontrolii ) ve NAP testi i¢in 2 yeni MGIT 7 ml
tiipiine sus kaydi yapildi. GC ve NAP kontrolii i¢in tiipler isaretlendi GC ve NAP tiipii
igerisine “Growth Suplemani’” ve MGIT PANTA karisimindan 0,8’er mL eklendi. NAP
isaretlenmis sise icerisine 0,1 mL p-NAP reaktifi eklendi. 1 /4 sulandirilmis siispansiyondan
her iki tiipe 0,5 mL siispansiyondan ekildi. ikili barkot tasiyicilara GC tiipii sola, NAP sisesi
saga yerlestirildi. Barkot okutularak cihaza yerlestirildi. Ureme saptandiktan sonraki 3-5. giin:
Pozitif MGIT tiiptindeki bulanikligin 0.5 Mac Farland’1 gecip gegmedigi kontrol edildi. 0.5
Mac Farland’dan daha bulanik oldugu durumlarda, yeni bir steril tiip icerisinde, distile su ile
diliie ederek en fazla 0.5 Mac Farland bulanikligina ayarlandi. Pozitif MGIT tiiptindeki
bulanikligi 0,5 Mac Farland’1 gegmeyen ve daha yogun olup da 0,5 Mac Farland bulanikligina

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

Degerlendirme: Cihaz giinliilk okuma yaparak ortalama 4 giinde kontrol sisesinde
ireme olup NAP sisesinde lireme olmayan siseyi gosterip testi sonuglandirdiginda suslar
MTC olarak tanimlandi. Ayrica kord faktor, kolon morfolojisi, iireme 1sis1 ve siiresi gibi
konvansiyonel yontemler, gerektiginde de kimyasal ve molekiiler yontemler tanimlamada

kullanildi.

71



3.1.5.5 Antibiyotik Soliisyonlarinin Hazirlanmasi (70)

Antibiyotikler STR, INH, RiF, EMB, BACTEC MGIT SIRE kiti (Becton Dickinson,
USA) iginde liyofilize halde iiretici firma tarafindan saglandi. Liyofilize halde bulunan ilaglar
sulandirilarak stok solusyonlar hazirlandi. Her liyofilize antibiyotik sisesine 4 ml steril distile
su eklendi ve tamamen ¢6ziinene kadar calkalandi. Liyofilize antibiyotik semast ve MGIT 7

ml besiyerindeki son konsantrasyon Tablo 3.2.°de belirtilmistir.

Tablo 3.2 MGIT tiiplerine eklenen ila¢g konsantrasyonlari

flag Liyofilize Sulandirim MGIT tiipiine Son
antibiyotik sonrasi eklenmesi konsantrasyon
iceren flakon konsantrasyon gereken voliim

MGIT SM 332ug 83 pg/ml 100 pg 1.0 pg/ml

MGIT INH 332 g 8.3 pg/ml 100 g 0.1 pg/ml

MGIT RIF 332 ug 83 pg /ml 100 pg 1.0 pg/ml.

MGIT EMB 1660 ug 415 pug/ml 100ug 5.0 ug/ml

3.1.5.6. Antibiyogram Islemi

1- Her test i¢in 5 adet 7 m1I’lik MGIT tiipii, ilk tiip kontrol tiipii (GC- Growth Control)
olacak sekilde sirastyla STR, INH, RiF ve EMB seklinde isaretlendi.

2- Her birine aseptik sartlarda 0,8 ml BACTEC MGIT 960 SIRE Supplement

(Becton Dickinson, USA)

polyoxethylene stearate) eklendi.

OADC ( Oleic acid, dextros, catalase, bovine albumin,

3- Aseptik kosullar altinda, firma 6nerileri dogrultusunda sulandirilmis liyofilize ilag

solusyonlarindan (Tablo.3.2) 100’er ml alinarak daha once isaretlenmis olan uygun tiiplere

ekledi.
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4- Kontrol tiipli hazirlamak i¢in yukarida belirtildigi gibi hazirlanan inokulumdan 0.1
ml alinarak 10 ml steril serum fizyolojik i¢inde 1/100 diliie edildi. Bu siispansiyondan 0.5 ml,

ila¢ konulmamis kontrol tiipiine ekim yapildi.

5- 1lagl tiiplere ise inokulumdan 0.5 ml eklendi. Tiiplerin kapaklar: sikica kapatilarak

antibiyotik duyarlilik test (antibiotic susceptibility test: AST) seti cihaza yiiklendi.
3.1.5.7 Sonuglarin Degerlendirilmesi

Antibiyotik iceren tiiplerin degerlendirmesi kontrol tiipiinde iireme 400 Ureme
Indeksi (Growth Unit:GU)ne ulasildiginda yapildi. Antibiyotik iceren tiiplerde iireme
gbzlenmesi durumunda bakteri o antibiyotige direncli kabul edildi. Kontrol tiiplinde 4 giinden
once 400 GU iireme gozlenmesi kontaminasyon varligi veya bakteri miktarmin fazlalhigi
seklinde yorumlandi. Bu durumda ilgili izolat i¢in antibiyogram tekrar1 yapildi. Onii¢ giinden
sonra tireme gozlenmeyen (400 GU) kontrol tiipleri ise bakteri yogunlugu yetersiz olarak

degerlendirilerek ilgili izolat i¢in antibiyogram tekrar1 yapildi.
3.1.6 Kalite Kontrol

Duyarlilik testlerinde kalite kontrol olarak, denenen ilaglara duyarli oldugu bilinen M.

tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv) susu kullanildi.

3.1.7 istatistiksel Analizler

Veriler SPSS for Windows (version 11.0) paket programi kullanilarak bilgisayar
ortamina aktarildi. Ortalama degerler “aritmetik ortalama =+ standart sapma” olarak gosterildi.

P degeri Pearson Chi-square yontemiyle degerlendirildi.
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4. BULGULAR

2005-2010 yillar1 arasinda Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran
tiiberkiiloz 6n tanili hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen 60 M.tuberculosis kompleks
susunun primer antitiiberkiiloz ilaglarmma direng dagilimi retrospektif olarak calisilmis ve

kombine ilag direnci degerlendirilmistir.

Hastalarin yas ortalamasi 35.2 + 18 yas, en kiigiik yas 1 ve en biiyiik yas 74 olarak
saptanmistir. Her hastaya ait tek  bir O6rnek calismaya alimmustir (Tablo 4. 1). 60
M.tuberculocis kompleks susunun 25 ‘i (%41.7) kadin hastalardan, 35 ‘i (% 58. 3) erkek
hastalardan izole edilmistir. izole edilen suslarin yas gruplari ve cinsiyet dagilimina

bakildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

Tablo 4.1 MTC suslarin elde edildigi hastalarin yas guruplarina goére cinsiyet dagilimi

Yas Kadin (n=25) Erkek (n=35)
Say1 % Say1 %
1-10 yas 2 8 2 5.7
11-30 yas 14 56 11 31.4
31-50 yas 3 12 14 40
51 6 24 8 22.9

Calismaya aliman 60 M.tuberculosis kompleks susunun 46 ‘s1 (%76,7) balgam,
6°s1(%10,0) bronsial lavaj SIV1S1, 2’si (%3.3) periton
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stvisi, 4’1 (%6,7) mide aspirasyon sivist (MAS) ve 2’si (%3,3) abseden izole edilmistir
.Ornek dagilimina bakildiginda; % 77 gibi biiyiik bir cogunlugunun balgamdan izole edilen
suslar oldugu gorilmistiir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 izole edilen MTC suslarmin klinik 6rneklere gore dagilimi

Ornek Say1 %
Balgam 46 76,7
Bronkoalveolar lavaj s1visi 6 10,0
Periton s1vist 2 3,3
Mide Aspirasyon Sivist 4 6,7
Abse 2 3,3
Toplam 60 100,0

Literatiirle uyumlu olarak ARB sonuglarinin daha az bilgi verici olmasi gelen 6rnegin
kalitesi, hastanin daha Once tedavi almis olmast ve Ornekteki basil sayisinin azlhigi ile

baglantili olabilir.

Tablo 4.3 Izole edilen MTC suslarmin ARB ve kiiltiir pozitiflik oranlarinin klinik &rneklere

gore dagilimi

ARB (+) Kiiltiir (+)
Klinik 6rnekler

n (%) n (%)

Solunum yolu 6rnekleri | Balgam 8 17.4 46 100
BAL 1 16.7 6 100

Solunum dis1 6rnekler MAS* 0 0 2 100
Abse 1 50 2 100

Peritoneal mayi 1 50 4 100

*MAS: Mide Aspirasyon Sivisi
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46 balgam Orneginden izole edilen MTC susunun 11’inde tek ilaca karsi ,5’inde iki
yada ti¢ ilaca kars1 direng tesbit edilmistir. 4 MAS 6rneginden izole edilen suslarin 1’inde
tekli, 1’inde ¢oklu ilag direnci tesbit edilmistir. 6 BAL 6rneginden izole edilen suslarin 3’
inde, 2 peritoneal mayi 6rneginden izole edilen suslarin 1’inde ve 2 MAS 6rneginden izole
edilen suslarin 1’inde tekli ila¢ direnci tesbit edilmis bunun yaninda ¢oklu ilag direncine

rastlanmamuistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 Klinik 6rneklere gore tekli ve birden fazla ilag¢ direng¢ dagilim oranlari

Klinik 6rnek Tekli diren¢ Birden Fazla flac direnci
Balgam 11 (%23.9) 5 (%10.9)

BAL 3 (%50) --

MAS 1 (% 25) 1 (%25)
Peritoneal mayi 1 (%50) -

Abse 1 (%25) -

Izole edilen MTC suslarmin ilag diren¢ dagilmini  tek ilaca karst
degerlendirdigimizde; STR direngli 4 sus (%6.6), INH direngli 10 sus (%16.7), RIF direncli 3
sus (%5.0), EMB direncli 1 sus (%1.7) olarak tesbit edilmistir. ki ilaca kars1 direngli olan
suslara baktigimizda STR+INH direncli 1 sus (%1.7), INH + RIF direncli 2 sus (%3.3), RIF
+ EMB direngli 2 (%3.3) sus tesbit edilirken, ii¢ ilaca direng, STR + RIF +EMB direngli

sadece 1 sus tesbit edilmistir.
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Tablo 4.5 izole edilen 60 MTC susunun primer antitiiberkiiloz ilaclarma direng oranlar

Tlaclar Say1 %
Tek ilaca direng STR 4 6.6
INH 10 16.7
RIF 3 50
EMB 1 1.7
Toplam tek ilaca direnc 18 30.0
Iki ilaca direng STR +INH 1 1.7
INH + RIF 2 3.3
RIF+ EMB 2 3.3
Toplam iki ilaca direng 5 8.3
Ucg ilaca direnc STR + RIF + EMB 1 1.7
Toplam birden fazla ilag
direnci ° 100

Her bir ilacin toplam direng oranlari; STR icin 6 sus (%10.0), INH icin 13 sus (%21.7),
RIF i¢in (%13.3) ve EMB i¢in 3 sus (%5.0) olarak tesbit edilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6 Herbir ilaca gore toplam direng oranlari

. Direnc¢
Ilaclar

Say1 (%)
STR 6 10.0
INH 13 21.7
RIF 8 13.3
EMB 3 5.0
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Sekil 4.1. de goriildiigi gibi tekli ve birden fazla ilag direng oranlari yillara gore

farklilik gostermesine ragmen, hasta sayilarimin bazi yillarda az olmasi ve tiim yillara

dagiliminin orantili olmamasi nedeniyle, istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamastir

(p> 0.05).

10

901

807

707

601

Ilag Direng Oranlar:

2005

2006

2007

2009

2010

-Tekli direng

B Birden fazla
ilaca direng

Sekil 4.1 Yillara gore tek ve birden fazla ilaca direngli suslarin oranlari
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Resim4.1 a: L-J by, iireme (-) b: L-J by, iireme (+) (orijinal)

Resim 4.2. L-J besiyerinde Kiiltiir (+) suslar (orijinal )
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Resim 4.4 Kiiltiir pozitif 6rnekten kord faktor yapis1 (orijinal).
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Resim 4.5 EZN yontemiyle direk bakida tesbit edilen ARB + basil ( orijinal )

Resim 4.6 EZN yontemiyle direk bakida tesbit edilen ARB + basil ( orijinal )
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Resim 4.7 Calismalarimizi yaptigimiz BACTEC MGIT 960 cihazi (Orijinal).

Resim 4.8 BACTEC MGIT 960 cihazina SIRE antibiyotik tiiplerinin yerlestirilmesi

83



5. TARTISMA ve SONUC

Bir toplumda TB hastalarinin erken tespiti, bu hastalara uygun tedavi programlarinin
uygulanmas1 ve tedavinin takibi, tliberkiiloz kontrol programlarinin en O6nemli
unsurlarindandir. Bu nedenle Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC) grubu
bakterilerin {iretilmesi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi, uygun tedavi

rejimlerinin belirlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir (107,108).

TB hastalig1 insanlik tarihi kadar eski olmasina karsin bugiin birinci grup tiiberkiiloz
ilact olarak kullanilan RIF 1967 yilinda bulunmustur. TB ilaclarina kars: diren¢ kemoterapi
uygulamalarindan sonra fark edilmistir. RIF’ in gdzetimsiz kullamm1 INH ve RIF’e kars
birlikte direng gelisimine neden olmustur. Artik diren¢ sorunu tiiberkiiloz tedavisinin

basarisini tehdit eder boyuta ulasmigtir (109).

TB basillerinde direng, dogal olarak diren¢ genlerinin varligina veya spontan
mutasyonlara bagli olarak gelismektedir. Mutant basillerin olusumu tamamen rastlantisal ve
geri donilisiimstizdiir (98, 99). M. tuberculosis’de direng aktarilabilir 6zellikte olmadigindan,
direncin yayilmasi ancak direngli izolatlarla infekte kisiler aracilig1 ile olmaktadir. MTC’ de
antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng, tedavide ve TB kontrol programinda yapilan hatalara
baglidir. HIV ile infekte kisiler de TB’ nin yayiliminda ve direng gelisiminde 6nemli rol

oynamaktadir (110 - 112).
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CID- TB ise, hastalarda uygun olmayan tedavi sirasinda direncin adim adim
birikmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Klasik direng yolu; INH veya STR’e tekli direng, INH+STR
ikili direnci, INH+STR+RIF ii¢lii direnci, INH+STR+RIF+EMB dértlii direnci seklinde
gelismekte, tiim direngli olgularin %85 ‘inde bu yol gézlenmektedir ( 105, 113).

Diinyadaki CID-TB suslarinin yerel prevalanslart carpici  sekilde farklilik
gostermektedir. TB kontrol programi iyi olan tilkelerde diren¢ daha diisiiktiir. TB oranlarinin
yiiksekligi, yetersiz kontrol programlarinin uygulanmasi ve TB tedavilerine uyumsuzluk gibi
yiiksek oranda ila¢ direncine neden olan kosullarin bulundugu iilkelerde, ayn1 zamanda
yetersiz bilgi ve ekipmana sahip laboratuvarlarin yayginligt da diren¢ prevalansini

belirlemede giigliiklere neden olmaktadir (109).

CDC, TB diisiiniilen bir hastanin 6rnegi laboratuvara kabul edildikten sonra ortalama
28-30 giin iginde MTC i¢in duyarlilik testlerinin sonuglandirilmasini 6nermektedir (77).
Hastaligin erken tanist ve primer antitliberkiiloz ila¢ direncinin hizli bir sekilde saptanmasi
CID-TB kdokenlerin kontroliinde ve etkili tedavide yasamsal bir rol oynamaktadir. Klasik
antibiyotik duyarlilik testlerinde is yiikii fazlaligi, antibiyotik igeren klasik besiyerlerinin
hazirlanmas1 ve saklanmalar1 sirasinda antibiyotigin inaktive olmasiyla yanlis sonuglar
alinabilmektedir (60). Ayrica, bu testlerde suslarin duyarlilik sonuglarinin 21 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda degerlendirilmesi tedaviyi geciktirebilmektedir. Daha hizli sonug
alabilmek i¢in molekiiler yontemler kullanilarak, ila¢ direncinden sorumlu olan gen
bolgelerinin  gosterilmesine caligilmaktadir. Ancak bu yontemlerle, birden fazla gen
bolgesinin direncten sorumlu oldugu durumlarda her bir direng geni igin ayr1 islem
yapilmasmin gerekmesi, dirence yol agmayan sessiz mutasyonlarin da saptanmasi gibi
sorunlarla karsilasilmaktadir. Direngli oldugu saptanan, fakat mutasyonlarin gosterilemedigi
olgular, direngte baska gen bdlge mutasyonlar1 veya baska mekanizmalar olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica kullanilan ekipmanin pahali olmasi bu yontemlerin pratikte

uygulanmasini kisitlamaktadir (78).
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Gerek tiiberkiiloz basilinin izolasyonunda, gerekse primer antitiiberkiiloz ajanlara kars1
duyarlilik testlerinin standardize edildigi, hizli, glivenilir bir sistem olan BACTEC MGIT 960
kiltir ve antibiyogram sistemi; radyoizotopik madde igermemesi nedeniyle {ilkemizde

tiiberkiilozla miicadelede daha yaygin bir sekilde kullanilabilecegi diistiniilmistiir (111).

Giiniimiizde tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan primer antitiiberkiiloz ilaclar, INH, RIF,
INH, EMB ve PRZ’ dir. TB’ da etkenin kisa siirede taninmasi, ilag direncinin saptanmasi ve
ilaglarin uygun dozlarda uygulanmasi son derece onemlidir. Bu nedenle klasik laboratuvar
tan1 yontemleri yaninda hizli sonu¢ veren, duyarliligi ve Ozgilligii yiiksek, kolay
uygulanabilir yeni kiiltiir yontemleri ile molekiiler biyoloji teknikleri gelistirilmektedir.
Antitiiberkiiloz ilaclara karsi direng gelisimini saptamak i¢in MTC kdkenlerinin
antitiiberkiiloz ilaglara duyarliliklarinin belirlenmesinde, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan sivi
( 7H12 besiyeri kullanan ticari sistemler) ve kat1 (proporsiyon yontemi Middlebrook 7H10/

7H11 agar veya Lowenstein-Jensen) bazli yontemler 6nerilmektedir (69).

Uzun donemde yapilan karsilastirmali ¢calismalarda BACTEC MGIT 960 sistemi ile
aliman sonuglar referans yontemlerle alinan sonuglar ile uyumlu bulunmustur. NCCLS
tarafindan fenotipik antitiiberkiiloz ila¢ duyarlilik testleri i¢in Onerilen testler arasinda
bildirilmistir (NCCLS 2003). BACTEC MGIT 960 sistemi tam otomatize ve Kkolay
uygulanabilir olmasi, 4-13 giin gibi kisa siirede sonug verebilmesi agisindan 6nemli avantajlar
saglamaktadir. Bu sistemin en Oonemli dezavantajinin, kiiltiir islemleri sirasinda karsilasilan

kontaminasyon sorunu oldugu bildirilmektedir (114 - 116).

Calismamizda literatiirle uyumlu olarak en ¢ok balgam Grnekleri tan1 materyali olarak
kullanilmis, bunun disinda BAL, peritoneal mayi, abse ve MAS gibi drneklerde izolasyon i¢in
degerlendirmeye alinmistir. Gelen orneklerden izole edilen suslarin primer antitiiberkiiloz
ilaglarina direnci arastirilmistir. Calismamizda tekli yada c¢oklu ilag direnci gozetmeksizin
hesaplanan toplam direng oranlar1 yalnizca STR icin % 10 (4 sus), yalnizca INH igin % 21.7
(10 sus) , yalnizca RIF icin %13.3 (8 sus) , yalmzca EMB igin % 5.0 (3 sus) dir. Aydin F. ve
arkadaglarinin (117) BACTEC MGIT 960 Sistemi ile yaptiklar1 ¢alismada tekli ya da ¢oklu
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ilag direnci gdzetmeksizin hesaplanan toplam direng oranlar1 STR, INH, RiF, ve EMB i¢in
sirasiyla; % 13.7, %17.5, %5.7 ve %5.7 olarak bulunmustur. Bu oranlar STR i¢in bizim
calismamizdan yiiksek, INH ve RIF i¢in diisiik ve EMB i¢in benzerdir. Bizim c¢alismamizda
INH direnci, Tanidir ve arkadaslarmin (118) 2006 yilinda yaptiklar1 BACTEC MGIT 960
sistemi ile belirledikleri INH direng oran1 (%20.6) ve Aydm O. ‘mn (119) Samsun’ da yaptigi
yaptig1 tez ¢alismasinda ki INH direng oran1 (%23.2) ile benzerdir. Ancak bu ¢alismalarda ki
RIF direnci sirastyla % 2.9 ve % 8.0 dir ve bizim ¢alismamizdan daha diisiiktiir. Bu calismada
bulunan yiiksek RIF direnci, hastalarin tedaviye uyum basarisinda problemler olmas,
uygulanan tedavi ve takiplerinin yetersiz olmasi, bdlgede sik goriilen brucelloz
enfeksiyonunun tedavisinde rifampisinin yaygin olarak kullaniliyor olmasi gibi nedenlere

bagli olabilecegi diistiniilmiistiir (5).

2005 - 2010 yillar arasinda izole edilen suslardan kombine ilag direncini belirlemek
amaciyla yaptigimiz bu c¢alismada, tekli ilag direncleri INH icin % 16.7, RIF igin %5.0, STR
icin % 6.6, EMB i¢in %]1.7 olarak tespit edilmistir. Yontem farklilig1 goz ardi edildiginde,
Karadag ve arkadaglarinin (120) 50 MTC susu ile 2004 yilinda yaptiklar1 kombine ilag direng
oranlart INH igin % 8, RIF i¢in % 4, STR i¢in % 4 , EMB igin % 2 ve ayrica PRZ i¢in % 2
direng tesbit etmislerdir.Calismamizda bulunan RIF ve  EMB diren¢ oranlari, Samsun’ da
yapilan bu c¢alisma ile uyumlu iken, INH ve STR direng oramimizin daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Aydin F. ve arkadaslarmin (117) ve Gaziantep’den Eksi ve arkadaslarinin (121)
BACTEC MGIT 960 sistemiyle yaptiklar1 kombine ila¢ direnci ¢alismasindaki tekli ilag
direnci oranlar1 STR, INH, RIF ve EMB i¢in sirastyla % 5.2, % 6.1, % 0.5, % 2.4 ve % 6.9,
%8.6, % 1.7 , % 1.7 dir ve INH diren¢ oram bizim ¢alismamizdan diisiiktiir. Bizim
calismamizda bulunan tekli ilag direngleri INH disinda benzerlik gdstermektedir. INH
direncinin diger ila¢ direnglerine gore daha fazla bulunmasinin, bu ilacin sadece tedavi amaclh
degil, ayn1 zamanda profilaktik amacghi olarak da yaygin  Kullaniliyor olmasindan
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica Turkiye’nin diger bolgelerinde son yillarda

farkli yontemler kullanilarak yapilan ¢caligmalarda da tek basina STR, INH, RIF, ve EMB icin
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direng oranlart % 3.7- 39.0, % 17.0 -30.0, % 3.6 — 11.0, % 4.3 — 13.0 oranlar1 arasinda
bildirilmektedir (122, 123). Bu oran farkliliklar1 yontem farkliligi, yontemi uygulayan teknik
ekibin yeterliligi, tesbit edilen susun genetik profili ilede baglantili olabilmektedir.

TB tedavisinde 6zellikle INH ve RIF’nin ayr1 bir dnemi vardir. Toplum diizeyinde RiF
direncindeki artis, TB eradikasyonunun oniindeki en biiylik engel olarak goriilmektedir (124).
Calismamizda herhangibir ilaca direncin saptanmadigi oran % 60.0, bir ilaca direng oran1 %
30.0 ve birden fazla ilaca diren¢ orani1 %10.0’ dir. Bunlardan 2 sus ( %3.3 ) INH ve RIF ‘e, 1
sus (% 1.7) STR-INH ‘ye, 1 sus (%1.7 ) RIF-EMB ‘ye, 2 sus (%3.3 ) STR-RIF-EMB ‘ye
direngli bulunmustur. Gaziantep’ten Eksi ve ark. (121) toplam tek ilaca direng oranini %19
olarak bulmuslar, birden fazla ilaca diren¢li olan suslarin oranimmi % 7.7  olarak
bildirmislerdir. Ayn1 bolgeden ve ayni yontemle yapilmis bir yapilmis bir calisma olarak
bizim birden fazla ilaca direng¢ oranimizin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu yiikseklik
sus alt tiir farkliligi, iki kent arasindaki ekonomik diizey farkliligi; tani, tedavi ve takip
hizmetlerindeki farkliliklarla agiklanabilir. Tiirkiye’de tiiberkiiloz ila¢ direnglerine ait ¢esitli
bolgelerden bildirilen direng sonuglari arasinda farkliliklar izlenmektedir. Ulkemizin sosyo-
ekonomik durumu, iklim kosullari, gelismislik diizeyi bolgeler arasinda énemli farkliliklar
gostermektedir. Bu nedenle cografi bolgeler arasindaki direng degerlerinde 6nemli farkliliklar
gozlenmektedir. Yayli ve arkadaslarinin (125) Isparta ve yoresinde M. tuberculosis
izolatlarinda MGIT sistemi ile primer antitiiberkiiloz ilaglara kars1 ortalama direng oranlari ise
STR, RIF, INH ve EMB i¢in sira ile % 13.88, % 1.85, % 1.85, % 0.92°dir. Bu oranlar hem
bizim ¢alismamizdaki oranlardan diisiik, hem de genel olarak Tiirkiye ortalamalarinin altinda

bulunmustur.

Gonliigiir ve arkadaslarinin (126) Sivas’ta yaptiklari yaptiklart BACTEC MGIT 960
sistemi ile yapilan calismada ise INH igin % 17.7, STR icin % 11.4 ve EMB i¢in %5.1 olan
direng oranlari iilkemiz verilerine benzer bulunmus, ancak RIF direnci (%4.4) ve ona paralel
olarak CID-TB orani1 %3.8 olarak bulunmustur. Saglik Bakanlig1 verilerine gére iilkemizde
tiim TB olgular1 goz oniine alindiginda CID — TB % 5.1 oramindadir. Bizim CID — TB

oranimiz % 3.3 ile Gonliiglir ve ark. ‘nin ¢alismasiyla uyumlu ve Tiirkiye ortalamasinin
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altindadir. Bu bulgu, hastalarin hem klasik kisa siireli ilag tedavisine hem de relaps riskinin

azalmasina olanak saglayacaktir.

Diinyada goriilen direng oranlart tiiberkiilozun endemik olarak goriildiigi bolgelerle az
goriildiigii iilkeler arasinda belirgin farklilik gostermektedir. Hastaligin siklig1 ise uygun
tedavi rejimlerinin verilmemesi, tiiberkiiloz kontrol 6nlemlerinin yeterince uygulanmamasi,
HIV epidemisi ve lilkenin gog¢ alip almamasi gibi nedenlerle baglantili olarak dalgalanmalar
gostermektedir. Tuberkiiloz vakalarmin % 95’inden fazlasi gelismekte olan iilkelerde

goriilmektedir (127).

DSO ve Uluslararas1 Akciger Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz Birliginin 1999-2002 yillar:
arasinda, cesitli lilkelerden 75 merkezden tedavi gormemis 55,779 hasta iizerinde yapilan
calismalarinin analizine gore bir veya daha fazla ilaca diren¢ orant % 10.2 olup en yiiksek
direng oran1 % 57.1 ile Kazakistan’da saptanmistir. Ortalama diren¢ oranlar1t STR i¢in % 6.3,
INH i¢in % 5.9, RIF i¢in % 1.4 ve EMB i¢in % 0.8 olarak bulunmustur. Ortalama ¢ok ilaca
direng orani ise % 1.1 olarak hesaplanmistir (127). Bu oranlarin tedavi almis eski vakalarda
STR i¢in % 11.4, INH icin % 14.4, RiF icin % 8.7 ve EMB icin % 3.5; ortalama ¢ok ilaca
direncin ise % 7.0 oldugunu goérmek sasirtict olmasa gerektir. Bazi iilkelerde uygulanan
tiiberkiiloz kontrol politikalar1 sayesinde hem enfeksiyonun gériilme sikligi hem de CID’li sus
orani azalmigtir. Ornegin Izlanda, Italya, Kanada gibi iilkelerde TB goriilme siklig1 yaklagik
1-4/100 bin iken bu iilkelerdeki CID orami1 % 0-1’in altindadir. Dogu Avrupa, Giineydogu
Asya, Bat1 Pasifik bolgeleri TB goriilme sikliginm yaklasik 200/ 100 bin CID’in % 6.5’in
lizerinde goriildiigii ‘sicak nokta’ iilkelerinin yer aldigi bolgelerdir. DSO verilerine gore
tilkemizin tahmin edilen TB goriilme siklig1 12/ 100 bin iken tedavi edilmemis izolatlarda
CID oran1 % 1-5 arasindadir (127).

INH + STR+ RIF + EMB dortlii ia¢ direnci, primer antitiiberkiiloz ilaglarmin
direncinde son noktadir.Biz ¢calismamizda dort ilaca direngli sus tesbit etmedik. Ancak Aydin
F. ve ark.(117) % 0.9, Gonligiir ve ark.(126) % 0.6, Eksi ve ark.(121) % 0.8 oraninda dort
ilaca direng saptamislardir. Diindar ve ark.(128) ‘nin yaptig1 157 susluk c¢alismada dort ilaca
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direncin saptanmamis olmasi, bu suglarin heniiz ¢ok yaygin olmadigini, uygun tedavi ve
ciddi takiplerle dort ilaca direngli suslarin toplumda yayilimimin azaltilabilecegini

diistindiirtmektedir.

Sonug olarak ilimizden izole edilen M. tuberculosis suslarinda Tiirkiye ortalamalarinin
tizerinde sonuglar elde edilmistir. Ayrica lilkemizde diger merkezlerde yapilan ¢aligmalarda
primer direng, sekonder direng, kombine diren¢ ve CID-TB oranlar1 diinya ortalamalarinin
tistinde bulunmustur. Bu da iilkemizde uygulanan TB ile miicadele programlarimizin
basarisizligin1 gostermektedir. Yeni direngli olgularin artigini 6nlemek i¢in acilen onlem
alimmas1 gerekmektedir. Calismamizda goriildiigii gibi karsimiza c¢ikan her tiiberkiiloz
hastasinin direncgli olma ihtimali yliksektir. Bu nedenle lilkemizde direngli vakalarin hizli bir
sekilde tespit edilmesi ve uygun tedavi verilebilmesi i¢in hizli ve giivenilir sonug veren
yontemlerin uygulanmaya baslanmasi gerekmektedir. Ulkemizde toplumun tiimiinii yansitan,
giivenilir, standardize edilmis diren¢ raporlar1 bulunmamakla birlikte, degisik merkezlerden
bildirilen raporlar direng sorununun kiigiimsenmeyecek boyutta oldugunu géstermektedir. Bu
caligmalarin 1s181nda, etkili TB tedavisinin saglanabilmesi icin {ilke genelinde, {ilke
gercekleriyle baglantili olarak hizli, gilivenilir, standardize edilmis hem izolasyon -
identifikasyon, hem de duyarlilik testlerinin yapilabildigi sistemlerin mikobakteriyoloji

laboratuvarlarinda kullanima girmesi gerektigi anlagilmaktadir.

Bu ¢aligma ilimizden yapilmis olan ilk MTC ilag¢ direnci oranlarini saglamis ve halen
dortlii ilag direncinin olmadigini gostermis olmasiyla anlamhidir. Elde edilen bu direng
oranlarinin uygun tedavi protokolleri olusturulmasinda ve ilimiz de basarili bir TB kontrol

programinin uygulanmasinda yol gosterici olacagini diislinmekteyiz.
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Tablo 5.1 Ulkemizde farkli merkezlerde, farkli ydntemlerle yapilmis galigmalardan elde

edilen kombine antitiiberkiiloz ila¢larin direng¢ oranlari

Arastirmaci Kaynak | Yil Merkez Besiyeri | STR | INH | RIF | EMB
Arseven ve ark 140 1994 | D.Karadeniz | L-J 294 | 252 105 | 7.8
Yiice ve ark. 129 1997 | Izmir L-J 103 | 6.0 |10.3 |52
Otkun ve ark.. 123 1997 | Edirne 7TH11 39.0 | 30.0 | 11.0 | 13.0
Balci ve ark. 130 1999 | Istanbul 12B 45 [106 |05 |20
Oztiirkeri ve ark. 131 1999 | istanbul 12B 6.8 |353 [21.0 [30.5
Sanig ve ark. 132 2000 | Samsun L-J 101 |73 |221 |16.0
Stirticiioglu ve ark. | 133 2002 | Manisa 12B 20.2 | 17.1 | 124 | 7.0
Kisa ve ark. 134 2002 | Ankara 12B 41 |87 |21 |51
Gani ve ark 135 2002 | Gaziantep 12B 19 139 |29 |34
Kocazeybek ve ark. | 136 2002 | Istanbul MGIT 6.5 |19.6 |14.7 | 3.2
Tansel ve ark. 137 2002 | Edirne 12B 22 |90 |45 |15
Karadag ve ark . 120 2004 | Samsun 12B 40 |80 |40 |20
Yanik ve ark. 138 2005 | Samsun 12B 31 |188 |31 |125
Abasli ve ark. 122 2006 | Ankara 12B 3.7 |170 |36 |43
Tanidir ve ark 118 2006 | Istanbul MGIT 44 (206 |29 |11.38
Oksiin ve ark. 139 2006 | Adana MGIT 74 134 |89 |29
O. Aydin ve ark. 119 2006 | Zonguldak | MGIT 19.2 {232 |80 (4.0
Gonliigiir ve ark. 126 2007 | Sivas MGIT 114 | 17.7 |44 |51
Eksi ve ark. 121 2009 | G.antep MGIT 69 |86 |17 |17
Diindar D ve ark. 128 2009 | Kocaeli MGIT 4 13 - 3
Faruk A ve ark. 117 2011 | Trabzon MGIT 13.7 | 175 |57 |57
Bu ¢alisma 2011 | Sanlurfa MGIT 10.0 [ 21.7 | 13.3 | 5.0
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