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OZET

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC) tim dunyadaki enfeksiyon
kaynakli 6liimlerin en sik nedenlerinden biridir. Tedavide kullanilan antitiiberkiiloz
ilaglar; Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar baslica iki grupta incelenebilir. Primer
ilaglar; izoniazid (INH), rifampisin (RIF), pirazinamid (PZA), etambutol (ETM),
streptomisin (SM) ve tiasetazon (T)’dur. Rifabutin, rifapentin, sikloserin, etiyonamid,
amikasin, kanamisin, kapreomisin, paraaminosalisilik asit, levofloksasin ve
moksifloksasin gibi daha toksik ve zor tolere edilebilen ilaglar ise sekonder ilaclar
grubunda yer alir. Hidrazit tiirevleri de yeni se¢enek ilaglar olarak arastirilmaktadir.

3-kloro-6stbstitiepiridazin, 6-stbstitlie-3(2h)piridazinon ve etil 6-sibstitiie-3(2h)-
pridazinon-2-il asetat tilrevleri ¢alisma icin hazirlandilar. Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari
stoklarinda bulunan birinci segcenek antitliberkiloz ilaglarin en az ikisine rezistanoldugu
tespit edilen 5 sus ile birinci secenek antitiiberkiloz ilaglara sensitif oldugu bilinen 5 sus
ve bir standart M. tuberculosis susu (H37Rv) olmak tizere toplam 11 M. tuberculosis
susu bu ¢alismaya dahil edilmistir.

Klinik orneklerden izole edilen suslarin en az iki en ¢ok li¢ antituberkiloza
rezistanoldugu, suslarin yarisinin izoniazid’e rezistanoldugu ve tiim suslarin da
etambutole sensitif oldugu goézlendi. BACTEC MGIT 960 sistemi ile elde edilen
antitiberkiloz ilaglara kars: sensitiflik i¢in kullanildi.

Calismaya dahil edilen hastalarin BACTEC MGIT 960 sistemi ile birinci se¢enek
antittberkiloz ilaglara kars1 sensitiflik paterni incelendi.

H37Rv ve galismaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontemi ve alamar
mavisi yontemi ile 3-kloro-6substitliepiridazin, 6-slbstitlie-3(2h)piridazinon ve etil 6
slbstitue-3(2h)-pridazinon-2-il  asetat  tlrevlerine karst  sensitiflik  paternleri
degerlendirilmistir. Agar proporsiyon yontemi ile 3-kloro-6-substitiiepiridazin 1’e karsi
10 diltisyonunda 40 pg/ml konsantrasyonunda sensitiflik gostermistir. Calismaya
alman suslardan yeni sentezlenen 6-Sibstitiie-3(2H)piridazinon 1I’ne karsi 10
diliisyonunda 40 pg/ml konsantrasyonunda sadece bir hastanin sensitiflik gosterdigi

gortulmektedir. Calismada elde edilen olgulara gore; birincil segenek ilaglara karsida



sensitif olan iki hasta susunun, agar proporsiyon yontemi ile yeni sentezlenen Etil 6-
stibstitiie-3(2H)-pridazinon-2-il asetat 111’ne kars1 10 ve 10 diliisyonlarmnin 40 pg/ml
konsantrasyonlarinda ilaca kars1 sensitiflik gosterdigi goriilmektedir.

Calismada elde edilen olgulara goére; Agar proporsiyon yontemi ile birincil
secenek ilaglara karsi da sensitif olan {i¢ hasta susunun, yeni sentezlenen 6-siibstitue-
3(2H)-pridazinon-2-il asetohidrazit IV’e karst 10% ve 10 dilisyonlarmnm 40 pg/ml
konsantrasyonlarinda ilaca karsi sensitiflik gosterdigi goriilmektedir. Bununla birlikte
calisma sonuglar1 incelenmeye devam edildiginde 6-slbstitlie-3(2H)-pridazinon-2-il
asetohidrazit 1V’e karsi 10 diliisyonunda 40 upg/ml konsantrasyonunda ii¢ hasta
susunun daha yeni sentezlenen ilaca karsi sensitiflik gosterdigi goriilmektedir. Yeni
sentezlenen 6-slbstitlie-3(2H)-pridazinon-2-il asetohidrazit 1V’e kars1 sensitiflik
gosteren hastalarin birinci segenek ilaglardan RIF ve EMB’ e karsi da sensitiflik
gosterdigi bilinmektedir.

Alamar mavisi yontemiyle 107 diliisyonunda 50 pg/ml konsantrasyonunda yeni
sentezlenen hidrazit tiirevlerine karsi segilen suslarin direng ve sensitiflik patentleri
incelenmistir. Alamar mavisi yontemiyle yaptigimiz calisma sonucunda 3-kloro-6-
stibstitiiepiridazin I’e ve 6-Siibstitiie-3(2H)piridazinon 11’e kars: 107 dilisyonunda
calismaya dahil edilen 11 M. tuberculosis susu da direng gostermistir.

Calismada elde edilen olgulara gore; birincil segenek ilaglara karsida sensitif olan
iki hasta susunun, yeni sentezlenen Etil 6-substitiie-3(2H)-pridazinon-2-il asetat Il1I’e
karst 107 diliisyonunda 50 pg/ml konsantrasyonlarinda ilaca karst sensitiflik gosterdigi
gorilmektedir.

Alamar mavisi yontemi( 10 diliisyonunda 50 pg/ml konsantrasyonu) ile agar
proporsiyon yonteminin(10 diliisyonunda 40 pg/ml konsantrasyonu) karsilartirilmasi
yapilmustir.

Agar proporsiyon yontemini ve alamar mavisi yontemi arasinda suslar {izerinde
ilag sensitiflik MIK hesaplanirken uyumlu bir sonug elde edilebilecegi sonucuna
varilabilir. Buradan da her iki ydntem arasinda MIK belirlemede uyum oldugu
gorulmektedir.

Anahtar Kelimeler: M. tuberculosis, piridazin tiirevleri, antitiberkuloz



ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis compleks (MTC) is one of the most mortality
reason that arise from infectious diseases and drugs used for treatment of tuberculosis
can be determined in two groups. Drugs used for the treatment of tuberculosis can be
determined in two groups. Primary drugs are; isoniazid (INH), rifampicin (RMP),
pyrazinamide (PZA), ethambutol (ETM), streptomycin (SM) ve thiacetazone, (T)’dur.
Rifabutin, rifapentine, cycloserine, ethiyonamide, amikacin, kanamycin, capreomycin,
paraaminosalicylic acid, levofloxacin ve moxifloxacin which are more toxic and hardly
tolarable are placed in the secondary drugs group. Hydrazide derivates are being
investigated as new choice drugs.

3-chloro-6substitue-pyridazine, 6-substitue-3(2h)pyridazinone ve etil 6-
substitue-3(2h)-pyridazinone-2-yl acetate derivates are prepared for our study. 5 strains
that have been determined to be resistant at least two of first choice antituberculosis
drugs present at the Laborautary of Mycobacteriolgy Of Depatment Of Medical
Microbiology Of Medical Faculty, Mersin University reserves and 5 strains which are
known to be sensitive for antituberculosis drugs and one standard M.tuberculosis strain
M.tuberculosis (H37Rv), in total 11 M.tuberculosis strains are included in the study.

The strains which have been obtained from clinical samples are resistant at
least two maximum 3 antituberculosis drugs and half of the strains were resistant to
Isoniazide, all were sensitive to ethambutol. BACTEC has been used as a sensitivity
index against antituberculosis drugs that had been obtained through MGIT 960 System.

The patients included in the study were examined against the first choice
antituberculosis drug susceptibility patterns with MGIT 960 system.

The sensitivity patterns of M. tuberculosis H37Rv and the patients included
in the study against 3-chloro-6substitue-pyridazine, 6-substitue-3(2h)pyridazinone ve
etil 6-substitue-3(2h)-pyridazinone-2-yl acetate derivates has been evaluated via Agar
Proportion method and the Alamar Blue method.

Sensitivity is observed against 3-chloro-6substitue-pyridazine at 40 pg/ml concentration
with 10 dilution. The strains obtained from the study; only one of the patient had

sensitivity against 6-substitue-3(2h)pyridazinone at 40 pg/ml with 10 dilution.
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According to the obtained cases from the study strains of two patient is
sensitive to first choice of drugs, at 10 and 10 dilution level, 40 pg/ml concentration
sample which is newly synthisized against etil 6-substitue-3(2h)-pyridazinone-2-yl
acetate Il via agar proprotion method have been seen to be sensitive to the drugs.

According to obtained cases from the study; 3 patients strains which are
sensitive to first choice drugs via agar proportion method have been observed to be
sensitive to newly synthsized etil 6-substitue-3(2h)-pyridazinone-2-yl acetohidrazid IV
at 40 ug/ml with 102 and 10 concentration. However, when results of the study
continued to be examine 3 patients strains are sensitive to the newly synthsized 6-
substituted-3 (2H) -pyridazinone-2-yl asetohidrazid IV at 40 pg/ml with 10 dilution.
It’s known that the patients who have sensitivity against newly synthisized 6-substitute-
3 (2H) -pyridazinone-2-yl asetohidrazid IV are also sensitive to RIF and EMB.

Resistance and sensitivity patterns of the strains selected against hyrazide
derivates that have been newly synthsized at 50 pg/ml concentration with 10 dilution
via Alamar Blue method were examined. After the study via Alamar Blue method
against 3-chloro-6substitue-pyridazine, 6-substitue-3(2h)pyridazinone |1, all the 11 M.
tuberculosis strains included in the study also showed resistance. According to the cases
obtained from the study; two patient’s strains which are sensitive to first choice drugs
are also sensitive to newly synthisized etil 6-substitue-3(2h)-pyridazinone-2-yl acetate
at 50 pg/ml concentraition with 107 dilution.

Comparision of Alamar Blue method ( at 50 pg/ml concentration with 10
dilution ) and agar proprotion methods (at 40 pg/ml concentraition with 107 dilution)
have been performed.

A compliance outcome can be obtained while drug MIC sensitivity being
calculated among the strains through agar proprotionmethod and Alamar Blue method .
In conclusion MIC determination seems to be complient among two methods.

Here it is seen that there isan accordance between the two methods for

determining MIC.

Keywords: M. tuberculosis, pyridazine derivatives, antituberculosis
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1. GIRIS

Tuberkuloz (TB), farkli Klinik gorinimlere sahip kronik, nekrozitan bir
enfeksiyon hastaligidir. Bu hastaligin meydana gelmesinden % 97-99 oraninda
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) sorumludur. Zayiflatan, sakat birakan,
potansiyel olarak 6lddricl, yas, cinsiyet, ik, sosyal statii ayrimi yapmayan, insanlik
tarihi kadar eski olan ama i¢inde yasadigimiz modern toplumu halen varligiyla tehdit
edebilen, 120 yildan beri etkeni bilinmesine, uzun yillardir tedavi edilebilmesine ve
korunulabilir bir hastalik olmasina ragmen hem gelismis hem gelismekte olan iilkelerde
yuksek morbidite ve mortalite bakimindan Onemini siirdiiren, diger epidemik
hastaliklardan farkli olarak epidemiyolojik olarak etkili yani enfeksiyonun bulagma
dongusund durduran bir as1 gelistirme ¢abalarina meydan okuyan bir hastaliktir (1,2).

TB, diinyada bilinen en eski hastaliklardan birisidir. Enfeksiyoz etkenlere bagl
Oliimlerin en basta gelen sebebidir. Hastaligin kontroliine ve dnlenmesine yonelik tiim
cabalara ragmen, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde hala 6nemli bir halk
saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir. TB tim diinyada Onemli bir halk saghigi
sorunlari igindedir. Dlinya nifusunun Ggte biri M. tuberculosis ile enfektedir (3,4,5,6,7).

Antituberkiloz ilaglarin 1940’11 yillarda klinik kullanima girmesiyle hastalarin
tedavilerinde almman yiiz gildiiriicii sonuglar, ¢i¢ek hastaliinda oldugu gibi
tiberkllozun da diinyadan tamamen eradike edilebilecegi fikrini dogurmustur (4,5,8,9).
Antibiyotiklerden alinan bu basarili sonuglar iizerine, Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) Saglik Daire Baskan1 W. H. Stewart, “artik enfeksiyon hastaliklar1 kitabini
kapatmanin ve zafer ilan etmenin zamani geldi”(8) seklinde bir ifade kullanmustir;
ancak daha sonra diger mikroorganizmalarin oldugu kadar M. tuberculosis’in de anti-
TB ilaglara kars1 direng gelistirdigi anlagilmistir (9).

Tiberkuloz kontrolinde M. tuberculosis’in rezistanformlar1 ile savasmaya
yardim etmek i¢in yeni ilaglar gerekmektedir ve TB kontrolii tedavi siiresini kisaltir. Bu

amacla da, hidrazon tiirevleri sentezlenmistir.



2. GENEL BILGi

2.1. Tarihce

Ug yiiz milyon yildan beri canliligim siirdiiren verem basili, doganin her
yerinde, Ornegin sularda, otlaklarda, toprakta, c¢amurda havada bulunmaktadir.
Arkeolojik caligmalar Avrupa’da sigirlarin ehlilestirilmesinin 9000 y1l 6nce bagladigin
gdstermistir. Insanlar soguk iklim sartlar1 sebebiyle 1sinabilme ve korunma amaciyla
ehlilestirdikleri hayvanlar1 ev ve ahirlarda barindirdiklar1 bilinmektedir. Ayni ortami
paylasan insan ve hayvanlar yiiziinden aslinda sigirlarin basili insanlarda patojenite
yapabilmek i¢cin mutasyon gecirerek M. humanus’a doniismiis oldugu hipotezi ortaya
atilmistir(10). TB basilinin genomu agiga ¢iktiktan sonra, M. tuberculosis, M. bovis’ten
mutasyon sonucu gelisen bir bakteri degil, fakat, her iki bakteri de ortak bir atadan
mutasyonlarla farklilasmis iki tiir oldugu anlasilmigtir. Sigir tipi mikobakteri onceleri
insanlarda lenf bezi ve kemik veremine yol acarken sonradan akcigere zarar veren ve
okstiriikle bulasan bir hastalik yapar hale gelmistir (11).

Daniel kitabinda verem tizerinde ilk klinik bilgilerin Nil nehri kenarindaki Dra
Abu-el-Naga kasabasinda yasamis olan hemoptizili bir ¢ocuktan o6grenildigini
bildirmektedir(12). Arkeolojik arastirmalarda insan iskeletlerindeki, veremin izleri
gosterilmistir. Milattan bin y1l 6nce yagamis olan rahip Nesperehan’in mumyasinda Pott
hastaligina bagli vertebral degisiklikler oldugu ortaya konmustur. Kutsal kitap olarak
bilinen Kitab-1 Mukaddes’te Yehova, Musevileri “Sizin lizerinize terdr salacagim.
Yakict sitma ve verem ile sizleri vuracagim. Gozleriniz ¢iiriiyecek. Kalbiniz yorulup
hastalanacak” diye uyarmaktadir. Ayni kitabin baska bir boliimiinde “Tanri sizleri
verem ile, atesle ve irinlesme ile siddetli bir sekilde cezalandiracaktir” ibaresi yer alir
(13). Daha sonraki yiizyillarda verem ile ilgili bilgileri Eski Roma ve Yunan
hekimlerinden &greniyoruz. Istankdy (Kos) adasinda yasamis olan Hipokrat (M.O. 460-
350) kitabinda “Hekimlerin baktiklar1 hastaliklarin ¢ogu tanrilarin  yardimiyla
kendiliginden iyilesir. Hastaliklara ¢are dogadadir, esas hekim dogadadir ve hekimin

gorevi tedavi hususunda hastasina yardimci olmaktir” yazmigtir. Hipokrat, hastalarin



gogsiine kulagimi yaslayarak dinleyip akciger seslerini ayirt edenilmekteydi. Rallerin
“sirke kabarcigi” gibi oldugunu, plorezide ise *“slrtinme sesi” duyulacagin
kaydetmistir. Bir hastasinda Cheyne Stokes solunumu; ampiyemde ise ¢omaklasma
(clubbing) oldugunu belirtmistir. Iki hafta icinde bosaltilamayan plérezilerde sonradan
bosaltilmazsa ampiyem olacagini vurgulamistir (12,14). Hipokrat TB’nin daha ¢ok 18-
35 yaslar1 arasindaki insanlarda orataya ¢iktigini yazmustir (12). M.S. II. yiizyilda
yasamis olan Eski Roma’nin iinlii hekimi Kapadokyali Areteus, “Veremin en onemli
belirtileri kanli balgam ve kronik Oksuriktir, sesleri kisik, boyunlar1 hafif derecede
bikik ve sert; parmaklari silindirik fakat eklemleri sis, viicutlar1 zayifladigi igin
kemikleri belirginlesmistir. Tirnaklar1 ise egri, yassilasmis ve kirilgandir. Burun keskin
ve silindiriktir. Yanaklar1 belirgin bir sekilde pembelesmis, gozler iyice ¢ukura ¢ekilmis
olmasina ragmen parlakligin1 kaybetmemistir. Yiizleri kadavra giiliisii halini almistir.
Kol ve bacak kaslar1 erimistir. Kadinlarin sadece meme baslar1 kalmis. Kaburgalarin
basladig1 ve sonlandigr yerler ve eklemler agik bir sekilde secilmektedir. Skapulalar kus
kanad: halini almistir” (12,15). Roma’da da g¢alismis olan Bergama’li Galen, her
fonksiyonel bozuklugun organik bir nedeni vardir diye belirtmistir. Ona gore veremin
bulasicilign azdir ve ates, hemoptizi ve terleme ile kendisini belli eder. Tedavi igin
perhiz, seyahat etmek ve egzersiz onermistir (14).

Verem tarihi hakkinda arastirma yapanlar, M.O. ve M.S.’ki asirlarda hastaligin
Nil vadisinde, Yunanistan’da, Amerika’da, Kuzey Amerika’nin Yeni Ingiltere yoresinde
ve Avrupa’da bes epidemik artis ve azalma seklinde dalgalanmalar yaptigini ortaya
cikarmiglardir. Bu epidemilerde ilk birkag on yil hastalik en yiiksek diizeye ulagmis ve
sonradan ani olarak dlUsmiistir. Bu tiir dalgalanmalarin olusmasinda, bagisiklik
sisteminin, sosyo-ekonomik durumlarin ve hastaligin dogal seyrinin etkisi olmustur
(12). Niifus artisi, yoksulluk, gocler ve sanayi devriminin veremin artisinda etkisi
bilinmekteydi. TB’nin sosyal yoninu ve sanayi ekolojisinin 6nemini ilk kez ortaya
¢ikaran René Dubos isimli bilim adami bir ¢evre bilimcisidir (15).

“A history of Tuberculosis. The White Death” isimli kitabin yazari Dubos,
TB’nin ortaya ¢ikmasinda sadece basilin sorumlu olmadigini; kotii barinma kosullari,

yetersiz beslenme, asir1 niifus artisi, go¢ ve hava kirliliginin de katkisi oldugunu
belirtmektedir (16).



Tip alaninda reformist ve pozitif bilime ilk adimi atan kisi olarak bilinen
Paracelcus maden iscilerinde veremin daha yaygin oldugunu ortaya atan ilk bilim
adamudir (12, 15, 17). Verem hastaligina halk dilinde ¢ok sayida ad verilmistir. insanlar
eriterek 6ldiirdiigi i¢in “Tiiketim hastalig1” anlamindaki “Consumption”, dlenlerin ¢ogu
soluk tenli oldugu icin “Beyaz Oliim” ya da “Beyaz Veba” (White Death; White
Plaque) ve en &nemli 6liim sebebi oldugu icin de “Oliimiin Kaptan1” (Captain of the
death) bunlardan yalnizca bir kac¢idir (12, 15, 16). Romalilar, “phthisis sozciigii”
Yunanca’da “eriyip tikenmek” anlaminda kullanilmistir. Eskiden verem hastaliginin
tedavisini Ustlenen hekimlerin fitizyolog (phthisiolog) olarak anilmasi bu nedenledir
(12, 15).

TB’nin taninmasi ve patogenezinde dnemli gelismeler Paris’te bulunan Necker
hastanesinde ¢alisan Rene Laennec’in ¢alismalari ile ortaya ¢ikmustir(15).

TB’nin tarihsel seyri, hastaligin ortaya ¢ikisi, tanisi, tedavi uygulamalar
acisindan Ozetlenecek olursa ti¢ ayri donem olarak incelenebilir (2).

Birinci donem:

XVIII. yiizyihn sonlarina kadarki gelismeleri kapsar. Ug bin yil 6nceki Misir
mumyalarinda kemik TB’sine rastlanmistir. TB’nin gectigi ilk yazili kaynaklar M.O.
1500 yilindaki Hint din kitaplaridir. Hastaligm belirtileri ilk defa M.O. 460 yilinda
Hipokrat tarafindan tanimlanmistir. Binsekizylizlii yillara degin TB hakkinda ¢ok

onemli ve farkli gelismeler kaydedilmemistir (2).

Ikinci dénem:

Bu dénemin ilk 6nemli gelismesi Laennec tarafindan TB’nin oskultasyon ve
otopsi bulgularinin meydana ¢ikarilmasidir. Villemin 1865’de TB’nin bulasici bir
hastalik oldugunu One siirmiistiir. Robert Koch’un 1882’de TB basilini izole etmesi ile
Villemin’in bu iddias1 dogrulanmistir. Koch ayrica tiiberkiilini de bulan bilim insani

olmustur (2).

Uciincii dénem:
Bu donemdeki en 6nemli gelismeler, 1885°den itibaren yapay pnomdtoraksin

bir tedavi yontemi olarak uygulamaya konulmasi, 1887°de Edinburg’da ilk verem



dispanserinin Robert Philips tarafindan kurulmasi, 1895’de Rontgen tarafindan X
isinlarinin bulunmast ve tibba uygulanarak ilk akciger filmi g¢ekilebilmesi olmustur.
1921°’de Calmette ve Guerin tarafindan Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asisinin
bulmustur, Saurbruk tarafindan akciger rezeksiyonu ve torakoplasti ameliyatlarinin
akciger TB’si tedavisine dahil edilmistir. 1944’de streptomisin, 1952’de isoniazid,
1961°’de ethambutol ve 1966°da rifampisinin kesfedilmis, 1977°de Radyometrik
Yontem (BACTEC), son on yil iginde de Polymerase Chain Reaction (PCR), Radio
Immuno Assay (RIA), Enzim Linked Immunusorbent Assay (ELISA) ve
Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) gibi gelismis tan1 yoOntemleri

bulunmustur(2).

2.2. Tuberkuloz Epidemiyolojisi

TB epidemiyolojisi, TB enfeksiyon ve hastaliginin zaman igindeki gelisimini
incemektedir ve hastaligin kontrol altina alinabilmesi i¢in temel bilgiyi saglamaktadir.
TB patogenezinde baglica iki ana evre vurgulanmaktadir. Bunlardan birincisi bulagsma
ve enfeksiyon evresidir. Digeri ise enfeksiyondan hastaliga gegistir.

TB epidemiyolojisinde kullanilmakta olan baslica endeksler sunlardir (2, 18);

Insidans orani

I

Hastalik prevalansi
TB mortalitesi
d. Yillik enfeksiyon riski

o

TB icin en iyi epidemiyolojik 6l¢it enfeksiyon riskinin yillik degisimidir (18).

e insidans orani: 100.000 kisilik bir toplumda, bir y1l icerisinde saptanan yeni TB
olgularidir.

e Hastalik prevalansi: 100.000 kisilik bir toplumda bir yil icerisinde belirlenen
eski ve yeni tim olgulardir.

e Mortalite: 100.000 kisilik bir toplumda bir yilda TB’den O&lenlerin toplam
sayisidir.

Yillik enfeksiyon riski (YER): Toplumda TB basili ile enfekte olmamuis kisilerin bir

yil i¢inde enfekte olma olasiligi olarak tanimlanir. Belirli bir toplumda TB’ye kars1



mucadele basart ile yapiliyorsa, YER her y1l %10’dan fazla azalacaktir. Miicadele

basarisiz ise bu azalma %5’den az olacaktir (18).

TB icin sadece basille karsilasmis, ancak higbir hastalik belirtisi géstermeyen
kisilere enfekte, aktif hastalik belirtisi gosteren lezyonu olan kisilere ise hasta denir (16,
18).

Turkiye’de yillara gére TB insidansit son verilere gore tUlkemizde TB yillik
insidans1 29/100.000 olarak kabul edilmektedir. Ancak ¢ok sayida calismada bu
rakamin gergek¢i olmadigr ve insidansin 50/100.000 diizeyinde oldugu Uzerinde
durulmaktadir (19). TB yillik insidansi, gelismis tilkelerde 10/100.000, gelismekte olan
tlkelerde 30/100.000, sicak nokta olarak kabul edilen 22 iilkede ise 100/100.000
degerinin tizerindedir. Diinyada kiresel TB insidansi her yil yaklasik %]1.1, toplam olgu
sayist ise %2.4 artmaktadir (19).

2.3. Dinyada TB

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) her yil yayimladigi Kiiresel TB Raporlar: ile
hastaliga ait olan verileri diinya, bolgeler ve iilkeler bazinda ortaya koymaktadir. TB’ye
ait veriler birgok ulkede duzenli olarak kayit altina alinmaya galisilsa da bu veriler
cesitli nedenlerle tlkeden Ulkeye farkli oranlarda eksik bilgiler icermektedir. DSO’niin
yayimmladigir veriler bilimsel bulgular1 temel alan tahmini rakamlardir. DSO
hesaplamalarina gore 2007 yilinda diinyada 13,7 milyon TB hastas1 oldugu ve TB
prevalansinin 206/100.000 oldugu tahmin edilmektedir. 2007 yilindaki TB insidans1 ise
139/100.000 olarak hesaplanmistir (20).

2007 yili i¢inde tahmin edilen 9,27 milyon olgudan 4,1 milyonunun yayma
pozitif olgu oldugu beklenildigi i¢in diinyada yayma pozitif TB insidansinin da
61/100.000 oldugu hesap edilmistir. Afrika yiiz binde 363 ile en yiiksek TB insidansina
sahipken, Amerika bolgesi yiiz binde 36 ile en diisiik insidansa sahip durumdadir (20).

2007 senesinde ortaya ¢iktigi tahmin edilen 9,27 milyon olgunun 1,37

milyonunun  Human Immunodeficiency Virus (HIV) ile enfekte oldugu



hesaplanmaktadir. HIV(+) TB insidansi dlinya ortalamasi yiiz binde 14,8 iken bu rakam
Afrika kitasinda yiiz binde 38 ile en yiiksek degerdedir. Tim Afrika kitasindaki HIV(+)
TB hastalarmi %31’i ise Giiney Afrika’da bulunmaktadir. Cok Ilaca RezistanTB (CID-
TB) hem TB kontroll kalitesinin bir gdstergesi hem de TB kontrolindeki en 6nemli
sorunlardan biridir. 2007 tahmini rakamlarina gore tiim diinyada tan1 konulan toplam
10,4 milyon olgunun %4,9’u (511.000) CID-TB’dir. Yeni olgular arasinda ortalama
olarak CID-TB oran1 %3,1 (289.000), daha 6nceden tedavi gdrmiis olgular arasinda ise
%19’dur (221.000). Diinyadaki tim TB hastalarinin yaklasik %82’si 22 Ulkede
bulunmakta olup, bu 22 iilkenin 13’0 ise Afrika kitasindadir. Yiksek TB olgu yiki
bulunan 22 iilke sunlardir

. Hindistan, Cin, Endonezya, Nijerya, Banglades, Pakistan, Etyopya, Gliney
Afrika, Filipinler, Kenya, Kongo Demokratik Cumbhuriyeti, Rusya Federasyonu,
Vietnam, Tanzanya, Brezilya, Uganda, Tayland, Mozambik, Zimbabwe, Myanmar,
Afganistan ve Kambogya (Sekil 2.1) (20).

Sekil 2.1: DSO 2015 Raporu

Dinya’da TB vakalarinin en sik olarak gorildigi 22 iilke ise Sekil 2.2°de
verilmistir ,DSO 2015 raporu



Sekil 2.2: Diinya’da TB vakalarinin genel dagilimi DSO 2015 raporu

2.4. Turkiye’de TB

Osmanli doneminde padisah II. Mahmut ve 1. Abdllmecit’in verem sebebiyle dldukleri
bilinmektedir (21). 1890’da Koch’un tiiberkiilini, tedavi amaciyla kullandigim
aciklamasindan sonra gelismelerin yerinde incelenmesini isteyen Il. Abddlhamit bir
saglik komisyonunu Berlin’e géndermistir. Inceleme yapan komisyon tiiberkiilinin
yararlar1 yaninda zararli da olabilecegini bildirmislerdir. Padisahin emri ile veremin
yayilmasint Onleyici 6nlemler alinmig, 6zel bir verem hastanesinin kurulmasi fikri
dogmustur. Osmanli’da tliberkulin tiretimi ve uygulamast 1910-1913 yillar1 arasinda
Bakteriyolojihane-i Sahane’de Dr.Osman Nuri Bey tarafindan gerceklestirilmistir. 1.
Abdilhamit’in emriyle gorevlendirilen Dr.Ibrahim Bey’in bashekimliginde Etfal
Hastane-i Alisi (1899) kurulmustur. Ilk ¢ocuk senatoryumu 24 yatakli olarak 1905°de
bu hastanede hizmet vermeye baslamistir. 8 Haziran 1918°de Istanbul’da ‘Veremle

Micadele Osmanli Cemiyeti’ Cemal Pasanin baskanliginda faaliyete baslamistir. Bu



dernegin baskanhigina Dr.Besim Omer Pasa secilmistir. 16 Mart 1920 tarihinde
Istanbul’un isgali ile dernek galismalarina ara verilmistir(21, 22, 23, 24). Balkan ve 1.
Diinya Savaslarindan sonra TB hastalarinda artis olmustur. Buna benzer durum II.
Dinya Savasinda da meydana gelmisrtir. Yapilan calismalar sonunda, 1918 yilinda
‘Istanbul’da Veremle Miicadele Osmanli Cemiyeti’, 18 Subat 1923 tarihinde ‘izmir
Veremle Mucadele Hayriyesi’ ismi ile ilk dernekler kurulmustur. TB hastaliginin
ciddiyetini anlayan yeni Cumhuriyet Hiikiimeti, diinyadaki gelismeler 1s1ginda TB
savasinin halkla birlikte yapilmasinin akilc1 oldugunu diisiinerek; yurdun birgok yerinde
Veremle Savas Dernekleri kurmustur ve Verem Savasi Dispanserleri agmistir. Bu
caligmalar igerisinde Heybeliada Sanatoryumu Kasim 1925°de 16 yatak kapasiteli
olarak kurulmustur. Daha sonraki dénemlerde 600 yatak kapsitesine ulasarak, Tevfik
Saglam Tiberkiiloz Egitim ve Gosteri Merkezi’nin uygulama hastanesi olarak hizmet
vermis Ve uluslararasi alanda ismini duyurmustur(23). Sanatoryum, 2005 yilinda
kapatilmistir. BCG Tirkiye’de ilk defa 1926 yilinda Prof. Dr. Refik Giiran tarafindan
oral olarak uygulanmistir. RSHM’de 1931 yilinda BCG iiretimine baslanmis; ancak
genis bir uygulama alan1 bulamamustir. Iskandinav Ulkelerinde BCG asisiyla ilgili yeni
gelismeleri ve uygulama tekniklerini 0grenen saglik ekiplerimizin gelismeleri takip
ederek siki bir sekilde calismasi ile BCG as1 iiretimi tekrar baslatilmis, deri i¢i as1
19.06.1948 tarihinde Prof. Dr. Tevfik Saglam tarafindan ilk defa uygulanmigtir. 1980
yillarindan sonra verem savasinda yasanan yavaslama nedeniyle Nisan 1998’de
RSHM’de BCG as1 iiretimi durdurulmustur. TB savasmin ilk dénemlerinde yokluk
icinde yapilan basarili ¢alismalar yadsinamaz. Ancak sistemli ve kararli bir savasin
adimlar1 Prof. Dr. Nusret Karasu’nun Mayis 1960°da Saglik Bakanligi’na atanmasiyla
baslamustir. Ik defa ‘Verem Savasi Genel Miidiirliigii’ kurulmus ve basina Dr. Hamdi
Acan getirilmistir. Bu donemde Milli Verem Savasi Programi olusturulmus, tiim tilkede
uygulamaya baslanmistir. Bu programda 5 ana ilkeye 6n plana ¢ikmaktadir: Egitim ve
Propaganda, Koruma, Erken tani, Erken tedavi, Sosyal yardim. WHO ve UNICEF ile
yapilan anlagsmalar cercevesinde BCG kampanyalar1 ile 67 il, 570 ilce 34823 koy
taranarak tiiberkiilin testi uygulanmis, gerekenlere BCG asis1 yapilmistir 1948 yilinda,
verem savagi ile ilgili yasal diizenlemeler yapilmis, cesitli galismalar yapilmaya
baslanmistir. Ulkemizin ilk fitizyoloji kiirsiisii 1951 yilinda Ankara Tip Fakiiltesinde

Nusret Karasu tarafindan, sonrada Prof. Dr. Tevfik Saglam’in girisimleriyle Istanbul



Universitesi Tip Fakiiltesinde kurulmustur. 1950’lerde WHO ve UNICEF ile yapilan
anlasmalar ve Uluslararasi iliskilerin TB savasinda 6nemli etkileri olmustur. istanbul’da
‘Milletlerarars1 Verem Savasi Olgunlasma ve Gosteri Merkezi’ kurulmasina karar
verilmis, Dr. Etienne Berthet tarafindan hizmet vermeye baslanmistir. YOnetim Mayis
1952 tarihinde Prof. Dr. Tevfik Saglam baskanligindaki Tiirk ekibine devredilmistir. Bu
merkez yapmis oldugu aragtirmalar ve diizenlemis oldugu kurslarla verem savaginda
calisacak olan bir¢ok yerli, yabanci doktor ve yardimci saglik personeline egitim
vermistir. 1951 yilinda Taksim’de insa edilen binada Istanbul Verem Savasi Dernegi
Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari kurulmus idaresi Prof. Dr. Ekrem Kadri Unat’a
verilmistir. Bu laboratuvarda teksif ile mikroskopi, kultir, direng testleri yapilabiliyor,
Istanbul ve gevresine, Trakya dahil olmak Uzere tim verem savas dispanserlerinden
gelen drneklere cevap veriyordu, bu laboratuarin basarili ¢alismalari devam etmektedir
(21, 23). Verem Savast Genel Midiirliigii’niin 1960 tarihinde hayata gecirilmesiyle,
Bolge Tiberkiiloz Laboratuvarlart kurulmustur. Veremle savasta SM, PAS, INH, PZA
gibi ilaglarin yaygin kullanilmasindan bir siire sonra direng sorununun ortaya ¢ikmasi,
rezistanhastalarin tedavi edilecekleri hastanelerde ve diren¢ incelemelerinin yapilacagi
laboratuvarlarda yeni yapilanmalari zorunlu kilmisgtir. Bu projenin alt yapi ¢aligmalari
1973 yilinda tamamlanmis, Ankara, Istanbul, Bursa, Izmir, Adana, Samsun ve
Trabzon’da bolge laboratuvarlari kurulmustur. 1952’den 1975 yilina kadar planli bir
anlayisla yiiriitilen TB savasinda ulasilan durum su sekildedir: 0-3 yas grubu
cocuklarda enfeksiyon orant % 0.08’¢ disiiriilmistiir. TB 6lim oranlar1 yiiz binde
11.9’a gerilemistir. Bu gelismelerin yan1 sira kronik TB’lilerde ila¢ direnci: INH’a %
12.8, streptomisine % 6.8, iki ilaca direng diizeyi ise % 80.4 olarak gergeklesmistir.
1980 yilinda aktif hasta oran1 % 0.1, basil pozitif hastalarin orani yiizbinde 15,
veremden 6lim orani yiiz binde 8.8 ve insidansi yiiz binde 52.23 olarak kaydedilmistir.
1990’da TB oliim oram1 % 3.2 ye gerilemistir. 80’li yillarda Diinya genelinde
yurutilmekte olan TB savasinda yasanan gevseme, AIDS’de TB’un firsatgi enfeksiyon
olarak artis gdstermesi ve yasanan go¢ hareketleri, DSO’nii 1991 yilinda yeni bir TB
kontrol programi uygulamaya yoneltmistir. Dogu Avrupa Ulkelerinde tedaviye direcli
olgularin artmas1 ve 3. Diinya Ulkelerinde yasanan olumsuz gelismeler nedeni ile DSO,
1993 yilinda ‘Acil Durum’ ilan etmistir. Bu anlayisla ‘Dogrudan Gozetimli Tedavi’

‘Directly Observet Treatment Short Course (DOTS)’ ile direng gelisimi Onlenmesi
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amaglanmistir. 2004 yil1 verilerine gore bakteriyolojik muayene oran1t % 30’lardan %
70’lere yiikseltilmig, hastalik insidansindaki diisme devam etmistir. 1990°daki insidans
44, 1995’de 35.48, 2000’de ise 26.24, 2003’de 24.31’dir. Mortalite ise 1945 yilinda
yizbinde 262 iken 1950°de 204, 1960°da 55, 1970°de 20, 1980’de 8.8, 1990°da 3.2,
2000’de 1.8 olarak tesbit edilmistir. TB, 6lim nedenleri arasindaki sirasina gore 1980
yilinda 8. sirada iken 2000 yilinda 19. Siraya gerilemistir. Tlrkiye’de verem savasi
dispanserine 2007 de kayit edilen hasta sayilari: Toplam hasta: 19,694, olgu hizi: 27.9,
yeni olgular 17,781 (% 90), tedavi gérmisler 1,913, Bakteriyolojik tetkikler: akciger
TB: 13,690, mikroskobi yapilan 12,219 (% 89.3), mikroskobi pozitif: 8,797 (% 64.3),
kaltur yapilan: 8,379 (% 61.21), kiltir pozitif: 6,868 (% 50.2), ilag sensitiflik testi
yapilan 4,917, c¢ok ilaca rezistanTB: 240 (% 4.9)’dir. Bir lkede TB savasi, Ulusal ve
Uluslararasi otoritelerin birlikte planli, programli ¢alismasiyla ile gergeklesmektedir. Bu
plan ve kararlilik iginde TB laboratuvarlarinin 6nemi tartismasiz olarak ¢ok biyuktur.
Mikobakteri laboratuvart TB kontroli ve eradikasyonunda en énemli yonlerden birini
olusturur. Laboratuvar yoksa tan1 yoktur-Tan1 yoksa tedavi yoktur-Tedavi yoksa DGTS
yoktur- DGTS yoksa TB kontrolu yoktur(25, 26, 27, 28, 29, 30)olarak diisiiniilmektedir.

2.2.3 Tuberkiloz Bakteriyolojisi

TB basili ilk kez 1882 yilinda Robert Koch tarafindan ortaya konmustur.
Mikobakteri ailesinin bir Gyesi olan M. tuberculosis 1-4 um uzunlugunda, 0,3-0,6 um
genisliginde asit ve alkole rezistanaerobik bir basildir(31). TB basili Actinomycetales
takimi, Mycobacteriaceae ailesi ve Mycobacterium cinsi i¢inde bulunmaktadir. M.
tuberculosis ve M. leprae disinda 70’in Gzerinde turd de tanimlanmistir. Mycobacterium
cinsi bakterilerin temel oOzellikleri yavas tremeleri, aside rezistanolmalari, hiicre
duvarlarinda bol miktarda mikolik asit (lipid) kapsamalaridir. Genomlarinda ki GC
oran1  %59-65’dir. Bakteriyolojik ozellikleri ve DNA benzerlikleri sebebiyle
birbirleriyle yakin iliskili tiirler “komplex” olarak adlandirilir.
Tiiberkiiloz basilinin soy agaci sdyle belirlenmistir:
Soy: Actinomycetales;
Aile: Mycobacteriacea;
Cins: Mycobacterium;

Tur: Mycobacterium Tuberculosis.
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Mycobacterium genusu iginde yer alan Mycobacterium tuberculosis kompleks bes
bakteri tarG icerir. Bunlar; Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canetti’dir(32).

“M. tuberculosis complex” M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M.
africanum ve M. bovis BCG icermektedir. Klinik agidan bakildiginda ise hastalik yapma
potansiyeli ve halk saghg ile yakin iligkisi sebebiyle M. tuberculosis cinsin en 6nemli
uyesidir ve gunimizde insanlarda gorilen TB’nin ana nedenidir. Gunuimuzde TB
olgularinda en sik izole edilen tlr; M. tuberculosis’tir. M.bovis siklikla (% 75-80)
akciger dis1 organ TB’una neden olur. M. africanum, Bati Afrika’da nadiren hastalik
meydana getiren bir tirddr. M. microti’nin ise kemirici hayvanlar i¢in patojen oldugu
ortaya konmustur. insanlarda hastalik olusturan M.tuberculosis ve M.bovis disindaki
mikobakteriler (lepra harig) “atipik mikobakteri” ya da “tuberkiiloz dis1 mikobakteriler”
(MOTT/Mycobacteria other than tuberculosis) olarak adlandiriimaktadir.

Siklikla insanlarda hastaliga neden olan mikobakteri tiirlerinin siniflandirilmasi (33,34).
I. Mycobacterium tuberculosis complex

M. tuberculosis

M. bovis

M. africanum

M. microti
II. Yavas Ureyen Mikobakteriler

A. Fotokromojenler

M. kansasii

M. marinum

B. Skotokromojenler

M. gordonae

M. scrofulaceum

C. Nonkromotojenler

M. avium complex-M. avium, M. intracellulare

M. terrae complex

M. ulcerans

M. xenopi

M. simiae
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M. malmoense
M. szulgai
M. asiaticum
I11. Hizl1 Ureyen Mikobakteriler
M. fortuitum
M. chelonae

M. abscessus

2.3. Tuberkuloz Patogenez ve Tanisi

M. tuberculosis hiicre ici yerlesen bir bakteridir. TB basili ile karsilasan
konakgida basile karsi olusan hiicresel immiinite (HI) ve gecikmis tipte asir1 sensitiflik
reaksiyonlar1 (GADR), TB patogenezinin esasini olustururlar. Basilin ¢ogalmasi ile ona
kars1 gelisen yanitin etkilesimi hastalik Cizelgelarindan sorumludur. Hiicresel immiinite
hasta i¢in yararli olurken 6zellikle yiiksek konsantrasyondaki antijenik uyarima karsi
olusan siddetli hiicresel immiinite ve gecikmis tipte asir1 sensitiflik reaksiyonlar1 etraf
dokularda nekroza, kavitelesmeye neden olan zararli bir reaksiyon olarak ortaya
cikar(9).

TB patogenezinde dort evre vardir (39) :

1. Evre: Baslangic

2. Evre: Simbiyosis ve logaritmik ¢ogalma
3. Evre: Immiinolojik kontrol

4. Evre: Erime ve kavite formasyonu

Enfeksiyon fglincii evre ile sinirli kalirsa primer enfeksiyon periyodu
tamamlanmis olur. Enfeksiyonun simirlandirilamamasi halinde progresif primer TB
ortaya ¢ikar. Primer enfeksiyondan en az bes yil sonra yasamin herhangi bir déneminde
endojen ya da eksojen kaynakli gelisen sekonder enfeksiyon da ise dordiincii evrede
gorecegimiz immin patolojik degisiklikler ortaya ¢ikar.

Tuberkuloz imminopatogenezinde rol oynayan iki Onemli hiicre grubu

bulunmaktadir: Bunlar makrofajlar ve lenfositlerdir.
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A- PRIMER ENFEKSIYON
Evre | ; Baslangic donemi:
Evre Il; Logaritmik Cogalma ve Simbiyozis:
Evre I11; Kazedz Odak Olusumu Ve immiinolojik Kontrol:
Evre IV ; Likefaksiyon Ve Kavite Olusumu:
B- PROGRESSIF PRIMER TUBERKULOZ VE SEKONDER ENFEKSIYON

2.3.Tuberkdiloz Tanis

Tiiberkiiloz da tan1 esas olarak bakteriolojik tanidir.
- Anamnez

- Fizik muayene bulgular

- Akciger grafisi, ileri radyolojik tetkikler

- Tuberkulin deri testi

- Patolojik tetkikler

- Diger laboratuar tetkikleri taniya yardimeidir.

BAKTERIYOLOJIK TANI

1. Direkt mikroskobik inceleme:

En sik kullanilan materyal balgamdir. Balgam ¢ikaramayan hastalarda hipertonik tuzlu
su inhalasyonu ile almman indiikte balgam, gastrik lavaj, bronkoalveoler lavaj, brons
lavaj1, bronkoskopik biopsi materyalinde de basil aranabilir. Hastanin klinigine gore
ayrica plevra sivisi, BOS, idrar, digki ve eklem sivilar1 da incelenebilir. Hazirlanan
yaymalar karbon fuksin metodlar1 veya floro-krom metodlar1 ile boyanabilir. Karbon
fuksin metodlari; Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) ve Kinyoun metodudur. Florokrom

metodunda preparat auramin-o ile boyanir ve floresan mikroskopta incelenir.

2. Kultdr:
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Tuberkiloz tanisi kesin olarak ancak basilin kiiltiirde tretilmesi ile konur. Basilin
kiltirde iretilmesi tanimlama parametrelerini uygulamak, ilag sensitiflik testlerini
yapabilmek, epidemiyolojik ¢alismalarda genotiplemeyi yapabilmek i¢in zorunludur.
Kiltir i¢in kullanilan besiyerleri 3 grupta incelenebilir:

1.Yumurtali besiyerleri (Lowenstein-Jensen, petragnani, Amerikan Toraks Toplulugu.)
2.S1v1 besiyerleri (middlebrook7H12)

3.Agarl1 besiyerleriMB7H10,MB7H12)

En sik kullanilan besiyeri Lowenstein-Jensen besiyeridir. Bakteriolojik tamida sik
kullanilan yeni yontemler, BACTEC ve MGIT dir.

Molekdiler biyolojik yontemler (PCR), Likit gaz kromatografisi, raportor faj yontemi,
serolojik yontemler (38 kD antijen, antijen A 60, LAM ve benzeri diger) ise yeni tani

yontemleridir.

PATOLOJIK YONTEMLER

Organ biopsilerinde kazeifikasyon nekrozu gosteren granulomlarin saptanmasi tanida
faydalidir. Fakat kesin tani i¢in bu dokulariin boyanarak tiiberkiiloz basilinin dokularin

kalturlerinde basilin tretilmesi gereklidir.

TUBERKULIN DERI TESTI

Test, enfeksiyon ya da BCG asis1 yoluyla basil ile karsilasan kisilerde gelisen
asirt  sensitiflik reaksiyonunun ortaya c¢ikarilmasina dayanir. Pozitif deri testi
immiiniteyi gostermedigi gibi, hastaligin varligini ya da yoklugunuda gostermez, sadece
kisinin tiiberkiloz basili antijeni ile daha 6nceden karsilastigini gosterir. Tiiberkiilin deri
testinde en sik kullanilan tiiberkiilin maddesi PPD (5TUPPD) dir.
Ulkemizde TCT reaksiyonunu degerlendirme dlgiitleri:
Bacille Calmette Guerin’lilerde:
* 0-5 mm negatif kabul edilir.
* 6-14 mm BCG’ye atfedilir.
* 15 mm ve Uzeri pozitif kabul edilir, enfeksiyon olarak degerlendirilir.
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Bacille Calmette Guerin’sizlerde:

« 0-5 mm negatif kabul edilir.

* 6-9 mm siipheli kabul edilir, bir hafta sonra test tekrarlanir; yine 6-9 mm bulunursa
negatif kabul edilir.

* 10 mm ve Uzeri pozitif kabul edilir.

* Bagigiklig1 baskilanmis kisilerde 5 mm ve iizeri pozitif kabul edilir.

Bagisiklig1 baskilanmis, malniitrisyonlu ve HIV pozitiflerde, PPD, 5 mm ve (zerinde
ise pozitif olarak kabul edilir. BCG ile asilananlarda ve tiiberkiiloz dis1 mikobakteri
enfeksiyonlarinda da tliberkllin pozitifligi gorilebilir. PPD deri testi negatifligi ayrica
su durumlarda goriilebilir: Anerjik baz1 enfeksiyonlar, canli viriis asilari, kronik bobrek
yetersizligi, lenfoid dokulari tutan hastaliklar, kortikosteroid ve immun supressif ilag
kullanini, yenidogan ve ¢ok ileri yag, mycobacterium tuberculosis ile yeni gegirilmis

veya agir bir enfeksiyon, HIV enfeksiyonu, stres, cerrahi girisim ve yaniklar.

2.4 Antitiiberkiiloz Ilaclar Ve Etki Mekanizmalar

Tiiberkiiloz, kombine ilaglardan olusan dogru bir tedavi rejiminin, hasta tarafindan
uygun sekilde, yeterli siire ve eksiksiz kullanilmasi halinde % 100 ‘ e yakin oranlarda
tedavi edilebilir bir hastaliktir.

Tiiberkiiloz tedavisinin baslica dort amaci vardir:

1. Balgam kiiltiirlerini en kisa slirede negatisestirmek

2. Tlag direnci gelisimini 6nlemek

3. Relaps olmaksizin tam kiir saglamak

4. Toplumda enfeksiyonun yayilmasini 6nlemek

Tedavide kullanilan ilaglar ti¢ grupta toplanabilir (40, 41):

1. Sira ilaglar:

Izoniazid, rifampin (rifampisin), etambutol, streptomisin, prazinamid (bunun tiirevi
morfozinamid) bu grupta yer alir. Bu ilaglar en fazla tercih edilen anti tlberkiloz
ilaclardir.

2. Sira ilaglar:

Etionamid, para amino salisilik asit (PAS), tiasetazon (amitiozon), sikloserin,

siprofloksasin, ofloksasin ve streptomisin dis1 aminoglikozitler olan viomisin,
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kapreomisin, kanamisin ve amikasin bu grupta bulunmaktadir. Bu ilaglar birinci sira ilag
kombinasyonlarina bakteride rezistans gelismesi ya da bu ilaclara ait ciddi yan etkiler
goriildiigiinde ya da kontrendikasyon varliginda, AIDS’li hastalarda oldugu gibi hastada
immiin yetmezlik bulunmasi ve benzeri durumlarda tercih edilir.

3. Sira ilaglar:

Rifobutin, Rifapentin makrolid antibiyotikler (klaritromisin, azitromisin), florokinolon
tirevleri, amikasin, amoksisilin + klavunat ve bir lepra ilaci olan klofazimin bu grupta
bulunmaktadir. Son 15 yilda AIDS olgularinin artmasi ve bu hastaligin ileri doneminde
olgularin yaklasik 1/3 {inde M. avium kompleksi (MAC) bakterilere bagli dissemine
atipik tiiberkiiloz enfeksiyonu gelismesi nedeni ile bu grup ilaglarin kullanimi glindeme
gelmistir. M. tuberculosis yavas c¢ogalan, ¢ogalmaksizin uzun siire canli (dormant)
kalabilen, hiicre iginde yerlesme egilimi gosteren, tedavi sorunu olan ve tedavisi uzun
stiren bir bakteridir.

Bu 6zellikler dikkate alinarak tedavinin ana ilkeleri su sekilde siralanabilir

1. Kombine ila¢ kullanilmalidir;

Bu, ayn1 zamanda farkli metabolik aktiviteye sahip basillerin ortadan kaldirilmasi ve
hastalik etkeninde rezistans olusmasinin dnlenmesi agisindan énemlidir. Mitchison’un
1985 te ortaya attig1 ve bugiinkli modern tedavi prensiplerinin temelini olusturan “ 6zel
basil populasyonlari teorisi” ne gore tiiberkiiloz lezyonlarinda farkli metabolik aktivite
gosteren basiller mevcuttur.

2. Ilaglar yeterli siire kullanilmalidir;

Sterilizasyon saglamak, relapslari dnlemek i¢in uzun siire tedavi devam ettirilmelidir.
Uzun siireli tedavide ilacin enjeksiyon seklinde kullanilan bir ilag olmasi sakincalidir.
Bu nedenle tiiberkiiloz ilaglarinin ¢ogu oral uygulanan ilaglardir.

3. Tlaglarin diizenli kullanilmasi saglanmalidir;

Uzun siireli tedavi uyum sorunu yaratir. Bu nedenle hastalarin periodik olarak yakindan
izlenmesi gerekir. Bundan dolayr tedavi rejimleri artik buylk oranda gozetimli
rejimlerdir.

4. Ilaglarin yan etkileri bakimindan hastalarin diizenli takibi yapilmalidir;

Uzun siireli tedavide ilaglarin akut toksisitesi yaninda kronik toksisitesi de onem
kazanir. Hasta ilaglarin yan etkileri konusunda bilinglendirilmeli, periodik takiplerde de

yan etkiler kontrol edilmelidir.
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Tiiberkiiloz ilaclari etkilerine gore ¢ grupta incelenir (40,41)

a) Erken bakterisidal aktivite gosterenler

Basil sayisint hizla azaltarak balgam kiiltiirlerini negatisestiren, bulastiriciligi azaltan,
hastanin genel durumunu diizelten, mortaliteyi ve rezistans gelisimini azaltan ilaglardir.
Bu konuda en guclu ila¢ H, daha sonra R ve E dir. H birkag giin icinde basillerin %90’
1 yok edebilmektedir.

b) Sterilizan aktivite gosterenler;

Tum basillerin yok edilmesini hedefler. Relapslardan sorumlu C ve B grubu basiller bu
aktivite ile yok edilir. Bu basillere en etkili ilaglardir.

¢) Direng gelisimini 6nleyici etki gosterenler;

Daha once tiiberkiiloz ilaglari ile karsilagsmamis bir basil toplulugunda da az sayida bile
olsa ilaglara karsi rezistanmutant basiller bulunabilmektedir. Direng gelisimini

onlemede en etkili ilaglar H ve R, daha sonra E ve S dir.

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglarin farmakolojik 6zellikleri:

izoniazid

[zonikotinik asidin hidrazididir. izoniazid halen mevcut olan antitiiberkiiloz ilaclarin en
guclusudir. Klinik dozlarla olusan konsantrasyonlarda dormant basiller Gzerinde
bakteriyostatik, hizli ¢ogalanlar Uzerinde bakterisid (tlberkulisid) etki yapar. Ayrica
makrofajlar ve kaze6z lezyonlar iginegirebilmesi, iyi absorbe edilmesi, kolay alinmasi
ve ucuz olmasi bu ilact en 5nemli antitiiberkiiloz ilag yapar. Izoniazid mikobakterilerde
ileri derecede morfolojik degisiklikler meydana getirir. Bakterinin aside dayanikli olma
ozelligi kaybolur. Ziehl boyas1 ile boyanma 6zellikleri degisir. On giin siire ile kultur
ortaminda izoniazid ile temasta kalan bakterilerde immiinojenik (kobayi tiberkuline
kars1 allerjik kilma oOzelligi) ozelligi ortadan kalkar. Kaviter lezyonlar icinde
ekstrasellller olarak bulunan ve hizli ¢ogalan mikobakteriler tizerinde 6zellikle etkilidir.
Ayrica hiicreler icine kolayca girebildiginden makrofajlar igindeki mikobakteriler
lizerinde  kiiltir ~ortamindakiler kadar etkilidir. izoniazid, ~Mycobacterium

tuberculosis’ten baska bakteriler izerinde antibakteriyel etki yapmaz. Bu nedenle ¢ok
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dar spektrumlu bir ilagtir. Etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir. Bir goriise
gore bakteri icine giren izoniazid orada bir peroksidaz’in etkisi altinda hidrazin ve
izonikotinik aside doniisiir. Sonuncu madde bakteride nikotinik asidin antimetaboliti
olarak etki yapar ve bir koenzim A tlrlnln sentezini bozar. Sonucta hiicrede hidrojen
peroksid yikimi yapilamaz ve fazla miktarda biriken bu madde letal etki yapar. Etki
mekanizmast ile ilgili diger bir bulgu, M. tuberculosis Kkultlrlerine izoniazid
uygulandiginda mikobakterilerin NAD igeriginin diismesi ve isaretli prekiirsor
metabolitlerin mikolik asid yapisina katilmasinin azalmasidir. Bunun nedeni mikolik
asid sentezinin dnemli bir enzimi olan C-24 asid delta-5 desatliraz enziminin izoniazid
tarafindan inhibisyonudur. Mikolik asid, mikobakterilerin hiicre duvarmin 6nemli bir
yapi tas1 oldugundan, onun sentezinin bozulmasinin hiicrenin yasami ile bagdasmadigi
diistiniilmektedir. Etki mekanizmasi iyi bilinmedigi igin ilag direncinin nedenleri de agik
degildir. Izoniazid mikroorganizma igine diffiizyon ve oksijen bagimli aktif transport ile
alinir ve rezistanorganizmalarda bu uptake azalmis olabilir. izoniazid mide-barsak
kanalindan c¢abuk ve tama yakin absorbe edilir, biyoyararlanimi yaklasik olarak
%90’dir. Agir yemekler, karbohidrat ve yagli besinler, gecikmis emilime ve cesitli
yayimlara gore -%90 ile - %50 arasinda azalmis maksimum konsantrasyonlara neden
olur. Karacigerde N-asetillenmek ve kismen de izonikotinik aside doniismek suretiyle
metabolize edilir. Asetillenme en énemli biyotransformasyon mekanizmasini olusturur.
[lacin 1trah hiz1 asetilasyon hizi ile orantilidir. Baz1 kimselerde genetik bir degisiklik
nedeniyle karacigerde N-asetiltransferaz 2 (NAT-2) enzimi normal kimselere gére daha
az miktarda olusur. Boyleleri izoniazid’i yavas inaktive ederler (yavas asetilleyiciler).
Bunlarda izoniazid’in inaktivasyon hizi, normal (hizli astilleyici) kimselere gore
ortalama 5-6 kez daha yavastir. Eliminasyon yar1 6mrii hizli asetilleyicilerde ortalama
1.1 saat, yavas asetilleyicilerde ise 3 saat bulunmustur. Yavas asetilleyicilerde normal
dozda izoniazid ile tedavi yapilirsa ilag vlcutta birikir, norit ve hepatit bunlarda daha
fazla oranda olusur. Hizli asetilleme, otozomal dominant bir karakterdir. izoniazid
karacigerde bir¢ok (CYP1A2, CYPC9 ve CYP3A4) mikrozomal oksidaz enzimini
inhibe eder, bunlarla yikilan ilaglarin plazma diizeyini artirabilir. Bdbreklerden
izoniazid’in sadece kugiik bir kismi atildig1 i¢in doz sadece ciddi bobrek yetmezligi olan
hastalarda azaltilmalidir.  oral ve parenteral olarak uygulanabilir. izoniazid’in

eriskinlerdeki gunlik olagan dozu maksimum 300 mg olmak Uzere, 5 mg/kg’dir.
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Izoniazid genellikle oral tek doz olarak verilir ancak ikiye béliinmiis dozda da
verilebilir. Izoniazid’in toksik etkileri profilaktik piridoksin tedavisi ve hastanin dikKatli
bir sekilde izlenmesi ile azaltilabilir. Pridoksin’in (gunlik 15-50 mg) 6zellikle malnditre
hastalara ve noropati predispozisyonu olan Kkisilere (6rn. yaslilar, gebe kadinlar,

diabetliler, alkolikler ve tremikler) verilmesi gerekir (40,41).

Rifampisin

Bir rifamisin tlrtdur. Tlberklloz tedavisinde izoniazid’den sonra ikinci 6nemli ilagtir.
Hem hizli ¢ogalan, hem de dormant duruma geg¢mis mikobakterilere etkilidir. Gerek
hicre disindaki ve gerekse hiicre icindeki mikobakterilere bakterisid etki yapar. M.
tuberculosis’den baska Mycobacterium leprae, gram pozitif ve gram negatif kokuslara,
koliform basillere ve klamidya grubu mikroorganizmalara karsi da etkilidir.
Mikobakterilerin RNA polimeraz enzimini inhibe eder. Mikobakterilerde rifampisine
direng gelismesi diger bakterilerde oldugundan daha yavastir. Direng gelisimini
onlemek icin izoniazid, pirazinamid, etambutol ve/veya baska bir ilagla birlikte
kullanilir. Tek doz halinde alinabilmesi, biitiin tlberkiiloz ilaglar1 iginde etki giicii
bakimindan izoniazid’e en yakin ilag olmasi, yan etkilerinin ondan daha az olmasi ve
diger ilaclara rezistansuslara kars1 etkili bulunmasi bu ilacin degerini artirir. Insan
calismalarinda izoniazid, rifampisine gore daha fazla erken bakterisidal aktivite
gostermistir fakat rifampisin’in daha fazla sterilize edici kapasitesi oldugu
diisiiniilmektedir. Izoniazid’in erken bakterisidal etkisinin proteine baglanma kapasitesi
ile iliskili olabilecegi One siirlilmiistiir: izoniazid nerdeyse baglanmaz, rifampisin ise
kabaca %80 oraninda baglanir. Rifampisin asit ortamda daha iyi emilir. Hem besinler,
hem de antasitler emilimini azaltir. Standart tedaviye yavas yanit veren
rezistantiberkilozu olmayan hastalarda rifampisin dozunun ve serum ila¢ diizeyinin
yeniden gozden gegirilmesi gerektigi one siiriilmiistiir.

Rifampisin karacigerde bazi mikrozomal enzimleri (CYP2C9 ve CYP3A4 gibi) gucli
ve selektif bir sekilde indiikler. Buna bagli olarak varfarin’in yikimini artirir, etkinligini
azaltir. Ostrojenlerin yikimimu artirir. Oral kontraseptiserin etkinligini azalttigindan bu
ilac1 kullananlarda doz artirilmaz ise rifampisin tedavisi istenmeyen gebelige ve ara
kanamalara neden olabilir. Benzer bir sekilde oral antidiyabetiklerin, prednisolon ve

diger gliikokortikoid ilaglarin da yikimini artirarak etkinliklerini azaltir. Kinidin ve
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digoksin’in metabolizmasin1 hizlandirir ve serum diizeylerini diigiiriir. Rifampisin
kesildigi zaman diger ilaglara bagl rebound etki nedeniyle olusan toksisiteyi saptamak
onemlidir. Bu durumda, daha énce tedavi edici diizeylerde olan bir ilag dozu, enzim
indiksiyonu etkisi ortadan kalktiginda tehlikeli derecede ylksek serum
konsantrasyonlarinin birikmesine neden olabilir. Tum antituberkiloz ilaglar iginde
rifampisin’in en uzun postantibiyotik etkiye (67.8 sa) sahip oldugu gosterilmistir.
Rifampisin tuberkiloz tedavisinde oral olarak gilinde tek doz halinde ya yemekten 1

saat 6nce ya da yemekten 2 saat sonra verilir(40,41).

Pirazinamid

Nikotinanamid’in sentetik pirazin analogudur. Izoniazid derecesinde olmasa bile
oldukca gucli tuberkulisid etkisi vardir. Bu etkisini hem ¢ogalma halindeki, hem de
dormant duruma ge¢mis mikobakteriler tizerinde gosterir. Monositler ve makrofajlar
icindeki yavas c¢ogalan mikobakteriler (zerinde en etkili tUberkilisiddir. Kazetz
lezyonlardaki mikobakterilere rifampisin kadar, fakat izoniazid’den daha fazla etkilidir.
Pirazinamid tlberkiloz tedavisinin kisaltilmasinda ¢ok onemli bir rol oynar, ¢unkd
pirazinamid diger tlberkuloz ilaglar1 tarafindan oldiirilmeyen asidik ortamdaki yari
dorman basil popilasyonunu oldirir. Pirazinamid’in aktivitesini gostermesi icin neden
asidik bir ortama gereksinim duydugu bilinmemektedir. Bir ¢alismada, asidik pH’nin M.
tuberculosis’de pirazinamidin aktif derivesi olan pirazinoik asidin intrasellller
akimilasyonunu artirdig1 gosterilmistir. Tersine, nétral ya da alkali pH’da pirazinoik
asidin M. tuberculosis hiicrelerinin diginda oldugu bulunmustur. TUberkdlisid etkisinin
mekanizmast belli degildir. Giiniimiizde tedavi programlarinda birinci sira ilag seklinde
izoniazid ve rifampisine ek olarak kullanilmaktadir. Midebarsak kanalindan iyi absorbe
edilir. Vlcutta tim dokulara ve viicut sivilarina kolayca dagilir. Esas olarak

bobreklerden atilarak elimine edilir. Eliminasyon yarilanma 6mrii 10-16 saattir(40,41).

Morfozinamid (morinamid):

Pirazinamid’in Nmorfolinometil tiirevidir. Hem kendi basmna, hem de vicutta
pirazinamide doniismek suretiyle antitiberkiloz etki yapar. Farmakolojik dzellikleri ve
yan tesirleri bakimindan pirazinamide benzer. Turkiye’de pirazinamid yerine genellikle

bu ila¢ kullanilmaktadir. Cocuklarda kullanilmaz. Tiberklloz tedavisindeki ginlik
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dozu 50 kg’in altinda olanlarda 1.5 g, 50 kg’in iistiinde olanlarda 2 g’dir. Doz 3 ya da
4’e bolunerek verilir(40,41).

Etambutol

Etambutol, baska hicbir antimikrobiyal ilag ailesi ile iliskisi olmayan ayr1 bir bilesiktir.
Di- (1-butanol)-etilendiimin dihidroklortr’in dekstro seklidir. Birinci sira ilaglara artan
bakteriyel diren¢ nedeniyle gelistirilmistir. TUberkilostatik bir ilagtir ve etkinligi
izoniazid ve rifampisine gore diisiiktur, ancak kendisine karsi yavas direng gelismesi
teropatik degerini artirir. Streptomisin ya da izoniazid’e karsi direng kazanmig suslar
Uzerinde de etkilidir. Antittberkiloz ilag kombinasyonuna direng gelisimini 6nlemek ya
da geciktirmek i¢in katilir. M. tuberculosis’in  hemen hemen tiim suslari,
Mycobacterium kansasii ve bircok M. Avium kompleksi etambutole sensitifdir.
Tuberkdilostatik etki mekanizmasi kesin olarak belli degildir. Mikolik asidin sentezini
bozmaz, fakat onun mikobakterinin hiicre duvarina katilmasini inhibe eder. Hiicre
icinde ¢inko ve bakir1 selasyon yapmak suretiyle baglar. Bu durumun antitiiberkiiloz ve
toksik etkinligine katkida bulundugu sanilmaktadir. Mide-barsak kanalindan %70-80
oraninda ve hizli absorbe edilir; besinler etambutol alimi ile etkilesmez. Viicutta
cogunlukla biyotransformasyona ugramaz. Tamamiyla bdbreklerden atilir, itrahi
oldukga hizlhidir. Bobrek bozuklugu olan hastalarda doz ayarlamas: yapilmasi
zorunludur. Plazmada proteinlere az baglanir (%10’dan az); fakat eritrositler igine
kolayca girer ve orada toplanan ilag depo gorevi yapar, kan dizeyinin uzun sire
stirdiiriilmesini saglar. Etambutol’iin tuberkiloz tedavisindeki normal yetiskin dozu
ginde bir kez verilen 15 mg/kg’dir. Etambutol 5 yasin altindaki ¢ocuklarda gérme

fonksiyonlar1 test edilemeyeceginden 6nerilmez (40, 41).

Streptomisin

M. tuberculosis’e kars1 etkin oldugu gosterilen ilk ilagtir. Streptomisin parenteral olarak
kullanilan bir ilagtir, 1940’larda kesfinden bugline surekli olarak tlberkiloz
kemoterapisinde major bir rol oynamistir. Streptomisin bakterinin 30S ribozomuna
irreversibl olarak baglanir, bdylece protein sentezini inhibe eder. Streptomisin’in bakteri

ve makrofajlar icine girme yetenegi diisiiktiir. M. kansasii siklikla streptomisine
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sensitifdir, ancak diger nontlberkiloz mikobakteriler nadiren sensitifdir. Klinikte
kullanilan dozlarda, streptomisin’in etkisi esas itibariyle bakteriyostatiktir. Bdylece
streptomisin’le tedavi stipresif bir tedavidir, yani vicuttaki odaklarda yerlesmis bakteri
ilag ortamda bulundugu siirece baski altinda kalir, ¢ogalamaz; fakat bakterilerin
tamamiyla yokedilmesi (eradikasyon) mimkin olmaz. Streptomisin kaviteler igine
(fakat kazetz lezyonlara degil) iyi niifuz eder. Dissemine tlberkiiloz ya da tiiberkuloz
menenjit gibi ciddi tlberkiloz sekillerinde tercih edilir. Streptomisin gibi bir
aminoglikozit olan kanamisin de tlberkiloz tedavisinde onun yerine kullanilabilir. Kisa
streli rejimlerde izoniazid, rifampisin ve pirazinamid tedavisi ile birlikte en sik olarak
secilen dordunct ilag etambutol’dir. Ancak, dordincu ilag olarak etambutol yerine
streptomisin  kullanildiginda niks oranlarinin bir miktar daha diisiik oldugu
bildirilmistir. Tiiberkiiloz tedavisinde streptomisin’in gunlik 15 mg/kg (ya da 1 gr)
dozunda, im enjeksiyon yoluyla 2-3 ay sureyle verilmesi 6nerilmektedir(40, 41).

Paraaminosalisilik asid (PAS)

Sadece M. tuberculosis’e etkili, cok dar spektrumlu bir ilagtir. PAS, paraaminobenzoik
asidin yapisal analogudur ve para-aminobenzoik asidin folik aside konversiyonunu
kompetitif olarak bloke ederek M. tuberculosis lzerinde bakteriyostatik etki yapabilir.
Streptomisin ve izoniazide gore ¢ok daha zayif etkilidir. Bu ilaca karsi mikobakteride
direng gelismesi, streptomisin ve rifampisine karsi olana gore daha ge¢ ve gugc olur.
Birlikte kullanildiginda bu ilaglara ve izoniazide direng gelismesini geciktirir.
Giliniimiizde, 2 yasin altindaki ¢ocuklarda tiiberkiilozun kombine tedavisinde kullanilir.
Bunlarda etambutol’iin gérme ile ilgili toksik etkisinin basladigin1 saptamak zor ya da

olanaksiz oldugundan onun yerine PAS kullanmak gerekir(40,41).

Etionamid

Etionamid ikinci sira bir ajandir, primer ilaglar etkili olmadiginda ya da kontrendike
oldugunda diger ilaglarla birlikte kullanilir. Etionamid izoniazid gibi izonikotinik
asidden tretilmistir ve bakterisidal etkilidir. Gercek etki mekanizmasi bilinmemekle
birlikte, izoniazid’deki gibi mikobakteriyel hiicre duvarinda mikolik asid sentezini
inhibe ederek etki ettigi disiiniilmektedir. Etionamid sadece oral olarak kullanilir.

Yetiskinler i¢in baslangi¢ dozu giinde iki kez 250 mg’dir; doz 15-20 mg/kg oluncaya
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kadar artirilir. Gastrik iritasyonu azaltmak icin yemeklerle birlikte boliinmiis dozlarda
verilir(40,41).

Sikloserin

Sikloserin  Streptococcus orchidaceus tarafindan iretilen genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. D-alanin’in analogudur, ve alanin rakemaz ve D-alanil-D-alanin sentaz’in
hareketini kompetitif olarak inhibe eder. Bu enzimler hiicre duvarinin prekiirsorlerini
inhibe ederler, ve bunlarin inhibisyonu hicre bilyumesinde gerilemeye ve buyuk
olasilikla lizis yolu ile hucre 6limine neden olmaktadir. Glnimuizde sikloserin
pulmoner ya da ekstrapulmoner tiberkilozun tedavisinde primer ilaglar basarisiz
oldugunda, diger tiiberkiilostatik ilaglarla birlikte Kkullanilir. Siklosporin ve diger
tiberkllostatik ilaglar arasinda ¢apraz-direncg yoktur. Renal yetmezlik durumunda ilag
toksik konsantrasyonlarda birikebilir. Sikloserin yeniden tedavi gerekli oldugunda ya da
diger ilaglara diren¢ durumunda kullanilmahidir. Tiberkuloz —tedavisi igin
kullanildiginda diger efektif ilaglarla birlikte verilmelidir. Yetiskinler i¢in giinde iki kez
250- 500 mg 6nerilmektedir(40,41).

Florokinolonlar

DNA giraz inhibisyonu yapan florokinolonlar bakterisidal etki gosterirler. DNA giraz
inhibisyonu DNA replikasyonunda ve protein sentezinde yetersizlige yol agar. Diger
antittberkiloz ilaglarla etkilesimi 6nemlidir. Rifampisin gibi RNA ve protein sentez
inhibitorleri  kinolonlarin bakterisidal etkisini azaltabilirler. Bir c¢alismada tim
florokinolonlar icinde levofloksasin, siprofloksasin ve grepafloksasin’in M.
tuberculosis’e kars1 en fazla aktiviteye sahip oldugu (MIK90 1 p/ml), ofloksasinin’de
ayrica etkili oldugu (MIK90 2 w/ml) gésterilmistir. Aymi calismada trovasoksasin ve
gemisoksasin’in daha diisiik in vitro aktivite gdsterdigi saptanmistir (MIK90 degerleri
sirasiyla 64 p/ml ve 8 w/ml). Genis spektrumlu bir florokinolon olan moksisoksasin’in
rifampisin’e benzer in vitro aktivite gosterdigi bulunmustur. Kinolonlar genellikle oral
Iyi absorbe edilmelerine ragmen, birlikte alinan antiasidler absorbsiyonu azaltir.

Ofloksasin siprofloksasinden daha iyi absorbe edilir ve biyoyararlanimi %100’e ulasir.
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Ofloksasin idrar ile degismeden atilirken, siprofloksasin ana ilag ve metabolitlerin
kombinasyonu olarak atilir(40,41).

Tiasetazon

Cok ucuz oldugundan gelismekte olan Ulkelerde izoniazid’le birlikte ¢ok yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Invitro etkinligi ve farmakokinetigi konusundaki bilgiler
smirhdir.  lag adrenal glandlarda konsantre olur ve akciger icinde bakteriyostatik
konsantrasyonlara ulasir. Tiasetazon’un belirgin yan etkileri ve énemli toksisitesi vardir.
Bu ilag etionamid ile benzer yapidadir ve bulanti, kusma, abdominal rahatsizlik ve
istahsizlik dahil benzer bir yan etki profili vardir. En 6nemli yan etkileri éldurdci

eritema multiforme ve toksik epidermal nekrozis’dir(40,41).

Makrolidler

Yeni makrolidler klaritromisin ve azitromisin bir ¢ok nontlberkiloz mikobakteriye
kars1 etkindir. Ayrica pulmoner ve dissemine M. avium-intacellulare enfeksiyonlarina
kars1 da klinik olarak etkilidir. Her iki makrolidin’de AIDS’li hastalarda dissemine M.
Avium enfeksiyonundan korunmada etkili oldugu gosterilmistir. Hizli direng gelisim
riskinden 6tlrl bu ajanlar tek basina verilmemelidir. Klaritromisin sitokrom P-450
enzim sistemi tarafindan metabolize edilir ve serum duzeyleri rifampisin gibi enzim
indukleyicileri tarafindan dramatik olarak azaltilir. Azitromisin, sitokrom P-450 sistemi

tarafindan metabolize edilmez ve belirgin ila¢ etkilesimi yoktur(40,41).

Rifabutin

MAC mikobakterilerinin yaptig1 tiiberkiiloz hastaliginda kullanilan bir rifamisin
tlradar. Diger bir rifamisin tiirevi olan rifampine yapisi ve antibakteriyel etki
mekanizmasi tarafindan benzer. Onun gibi mikobakteriyel RNA polimeraz enzimini
inhibe eder, tlberkulostatik etki yapar. MAC mikobakterilerine karsi1 rifampinden daha
giiclii etki yapar. AIDS’li hastalarm MAC’a karsi korunmasinda, nontiiberkiiloz
mikobakterilere bagli  enfeksiyonlarmn tedavisinde ve rifampine rezistanM.
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tuberculosis’e bagli akciger tiiberkiilozunun tedavisinde kullanilir. Insanlarda uzun yari

omri vardir ve intermittan tedavi rejimleri igin iyi bir adaydir.

Klofazimin

Klofazimin tliberkiilloz tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmis olan bir
riminofenazin’dir. Bu ila¢ ¢ok ilaca rezistantiiberkiiloz tedavisinde yararli olabilir. Oral
olarak aktiftir fakat absorbsiyonu degiskendir. Klofazimin retikiloendotelyal sistemde
ve adipoz dokularda birikir.

Kanamisin, amikasin, kapreomisin, viomisin

Bu bolimde gruplanan ilaglar pek ¢ok agidan benzer 6zellikler gostermektedir. Hepsi
“ikinci sira” ilaglardir ve sadece rezistanmikroorganizmalarin ya da nontiiberkiiloz
mikobakterilerin neden oldugu hastaligin tedavisinde kullanilirlar. Hepsinin parenteral
olarak verilmesi gereklidir ve benzer farmakokinetiklere ve toksisiteye sahiptirler. Bu
ilaclar potansiyel olarak ototoksik ve nefrotoksik olduklarindan, bu gruptan iki ilag
birarada kullanilmamalidir ve streptomisinle kombine edilmemesi gereklidir.
Kanamisin, bir aminoglikozittir. Tuberkllozlu hastalarin kiiciikk gruplart giinlik 1 g
kanamisin ile tedavi edilmislerdir. Toksik etkileri siktir: néromuskdler paralizi, solunum
depresyonu, agranilositozis, anaflaksi ve nefrotoksisite. ~Amikasin’de  bir
aminoglikozittir. Bir ¢ok mikobakteri tiiriine karst oldukga aktiftir ve nontiberkiloz
mikobakterinin neden oldugu hastaligin tedavisinde 6nemli bir ilag olabilir.
Kapreomisin, Streptococcus capreolus tarafindan olusturulan antimikobakteriyel bir
siklik peptiddir. ila¢ hem in vitro hem de deneysel tliberkiilozda etkilidir. Tek basina
verildiginde kapreomisine karsi bakteriyel direng gelisir; bu mikroorganizmalar
kanamisin ve neomisin ile gapraz direng gosterirler. Kapreomisin bakterisidal ajanlar
tolere edilemediginde ya da rezistanmikroorganizma varliginda diger antitliberkiloz
ilaclarla kombine edilerek kullanilir.

Viomisin, birgok rezistantiiberkiiloz suslarina kars1 etkilidir. Kapreomisin ve viomisine

kars1 ¢gapraz-direng siklikla olusmaktadir(40,41).
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Piridazin ismi ilk olarak Knorr tarafindan one siiriilmiisken; ilk piridazin tirevi 1886
yilinda Fischer tarafindan levulinik asit ve fenilhidrazinden hareketle; non-
sibstituepiridazin ise 1895 yilinda Tauber tarafindan sentez edilmistir(42).

Piridazin (1,2-diazin) (43), onun benzo analogu kinolin (1,2- diazanaftalen) ya da
benzo[c]piridazin (44) ve fitalazin (benzo[d]piridazin) (45) 19. yiizyildan beri
bilinmektedir. Reaktiflik ve temel sentez esaslar1 daha 6nceki yillarda arastirilmasina
ragmen, bircok turevleri biyolojik aktifliklerinden dolayr son 30 yildir kullanilmaya

baslandiginda, bu bilesiklere ilgi artmistir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Calismaya; Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari stoklarinda bulunan birinci se¢enck anti-TB
ilaglarin en az ikisine rezistanoldugu tespit edilen 5 sus ile birinci secenek anti-TB
ilaglara sensitif oldugu bilinen 5 sus ve bir standart M. tuberculosis susu (H37Rv)

olmak Gzere toplam 11 M. tuberculosis susu ¢aligmaya dahil edilmistir.

3.2. In Vitro Aktivitesi Arastirilacak Maddelerin Sentezi

Antitiiberkuloz aktivitesi test edilecek 6-stbstittie-3(2H)-pridazinon-2-il
aseto/propiyonato Hidrazit IV tiirevlerinin sentezi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmasétik Kimya Anabilim Dali ve Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
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Farmaso6tik Kimya Anabilim Dali tarafindan yapilmistir.
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Piridazin tirevlerinin sentezi

3-kloro-6substitlepridazin | Turevlerinin Sentezi

0,05 mol 3,6-dikloropiradazin ve 0,055 mol aril piperazin tirevi 30 ml etanol
icinde 3 saat resax edilmistir. Etanol kismen yogunlastirilmistir ve sogutulmustur.
Coken kisim vakumda altinda siiziilmiis ve kristallendirilerek saflastiriimistir. Boylece
toz haline gelen 3-kloro-6stibstitliepridazin | tiirevi falkon tiipiine konulmus Uzeri uygun

sekilde etiketlenerek daha sonra kullanilmak tizere kaldirilmistir.

6-Substittiie-3(2H)-pridazinon Il Tdrevlerinin Sentezi

0,01 mol 3-kloro-6substitliepridazin I tirevleri 20 ml glasiyel asetik asit icinde
ekimolar miktarda sodyum asetat varliinda 6 saat resax yapilmistir. Sodyum asetat
hemen siiziilmiistiir, kalan s1v1 kisim bir gece sogutulmustur. Ertesi giin 15 ml buzlu su

igerisi dokiilmiistiir. Buzlu su igerisinde c¢okelti olusuncaya kadar bekletilmistir ve
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cokelti olustuktan sonra ¢oken kisim siiziilerek su ile iyice yikanmistir. Boylece toz
haline gelen 6-Sibstitlie-3(2H)-pridazinon Il tiirevi falkon tiipiine konulmus Uzeri

uygun sekilde etiketlenerek daha sonra kullanilmak tizere kaldirilmistir.

Etil 6-stibstitie-3(2H)-pridazinon-2-il asetat/propiyonat 111 Tirevlerinin Sentezi

0,01 mol 6-substitie-3(2H)-pyridazinon (11), 0,02 mol etil bromoasetat veya
etiloromopropiyonat ve 0,02 mol potasyum karbonat 40 mL N,N-dimetilformamid
icerisinde 24 saat resak edilmistir. Siire sonunda sogutulmustur ve organik tuz siiziilerek
uzaklagtirllmistir. Solvent ucurulmustur ve kalan bakiye alkolden kristallendirilmistir.
Boylece toz haline gelen Etil 6-substitiie-3(2H)-pridazinon-2-il asetat/propiyonat Il1
falkon tlplne konulmus tizeri uygun sekilde etiketlenerek daha sonra kullanilmak tizere

kaldirilmastir.

6-substitie-3(2H)-pridazinon-2-il aseto/propiyonato Hidrazit 1V Turevlerinin
Sentezi

0,01 mol Etil 6-sibstitie-3(2H)-pridazinon-2-il asetat/propiyonat 111’ln
metanoldeki c¢ozeltisi Gzerine 3 mL hidrazin hidrat (%99) ilave edilerek 3 saat resak
edilmistir. Bir gece buzdolabinda +4 °C de bekletildikten sonra siiziilmiisiir. Stiziintii su
ile yikanarak temizlenmistir. Boylece toz haline gelen 6-slbstittie-3(2H)-pridazinon-2-il
aseto/propiyonato Hidrazit IV falkon tiiptine konulmus {iizeri uygun sekilde

etiketlenerek daha sonra kullanilmak tizere kaldirilmistir.
3.2.1. Yeni Sentezlenen Maddelerin Calisma i¢in Hazirlanmasi
Ependorf tiiplerin {izerine tarih, analiz yapan kisi ve yeni sentezlenen hidrazit

tiirevlerinin sira ile isimleri yazilarak spor iizerine dizilmistir. Daha sonra toz halinde

sentezlenen antibiyotikler ependorf tiiplere 1 mg tartilarak her birinin {izerine 1 ml

29



dimetil sulfoksit (Dimethyl sulfoxide-DMSO) eklenmistir ve iyice vortekslenerek toz
partiikiilleri halindeki hidrazit tiirevlerinin iyice ¢oziinmesi saglanmistir. Coziilen bu

ilaglar 0,2 um ¢apinda filtrelerden gecirilerek steril edilmistir.

3.3. Kullanilan Besiyerleri

3.3.1. LJ Besiyerinin Hazirlanmasi

Terazinin denge ayar1 control edildikten sonar tartim kagidi terazi iizerine
yerlestirilerek daras1 alinmis ve toz LJ (Merck, Germany) besiyeri 37,5 gr tartilarak
erlene aktarilmistir. Besiyerinin tzerine 600 ml distile su ile 12 ml gliserol eklendikten
sonra homojenize olana kadar karistirilarak otoklava yerlestirilmistir. 121°C’de 15
dakika 1 atmosfer basingta otoklavda steril edilen besiyeri benmaride 50°C’ye kadar
sogutulmustur. Yumurtalar 6nce %?2’lik iyotla daha sonra alkol (%70’lik etil alkol) ile
silinmistir. Steril edilmis uygun biiyiikliikte bir erlen icerisinde steril boncuklar konmus,
Steril pens ile yumurtalar ug¢ tarafindan kirilan yumurta erlen igerisine aktarilip
homojenize edilmistir. 1000 ml hacimde, homojenize ve filtre edilen yumurtalar,
otoklanan besiyerine ilave edilerek iyice karistirilmistir. Hazirlanan besiyeri dnceden
hazirlanan steril tiiplere 5’er ml dagitilmistir. Tipler koagiilatérde, 80°C’de 45 derece
ac1 olusturacak sekilde egik olarak yerlestirilerek 45 dakika koagiile edilmistir.
Besiyerlerinin sterilite kontrolii i¢in ekim yapilmamis bir adet LJ besiyeri 37°C’de
inkibatdrde 2-3 giin bekletilmistir ve siire sonunda kontaminasyon kontrolii yapilmistir.
Hazirlanan bu besiyerinin kalite kontrolii standart suslarla [M. tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294), M. fortuitum (ATCC 6841), M. kansasii (ATCC12478)] yapilmustir.
Hazirlanan LJ besiyerlerine ekim yapilan standart suslar 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda LJ besiyerinde iireme gdzlenmistir. Besiyeri sterilite
kontrolii uygun olan besiyerleri daha sonra kullanilmak iizere +4°C’da saklanmistir.
Besiyeri sterilite kontrolii uygun olmayan LJ besiyeri ise ¢Ope atilarak besiyeri tekrar

hazirlanmuastir.
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3.3.2. Middlebrook 7H9 Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Terazinin denge ayari control edildikten sonra tartim kagidi terazi iizerine
yerlestirilerek darasi alinmis ticari olarak temin edilen Middlebrook 7H9 (Difco Becton
Dickinson and Company, USA) besiyerinin 4,7 grami cam balona aktarilmistir. Uzerine
2 ml gliserol ve 900 ml distile su eklenmistir ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika
tutularak steril edilmistir. Besiyerinin 50-55°C’ye gelinceye kadar sogumasi beklenerek
icerisine 100 ml oleik asit-albimin-dekstroz-katalaz (OADC) eklenmistir. Hazirlanan

besiyerleri daha sonra kullanilmak iizere buzdolabina kaldirilmistir.

3.3.3. Middlebrook 7H10 Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Terazinin denge ayari control edildikten sonar tartim kagidi terazi iizerine
yerlestirilerek daras1 alinmis ticari olarak temin edilen Middlebrook 7H10 (Difco
Becton Dickinson and Company, USA) agar toz haldeki besiyerinin 19 gr’1 bir balon
jojeye aktarilmistir ve lizerine 5 ml gliserol ve 900 ml distile su eklenmistir. Otoklavda
121°C de 15 dakika 1 atmosfer basingta tutularak steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan
besiyeri benmaride 50-55°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine 100 ml OADC
suplement eklenmistir. ilagsiz besiyeri steril vida kapakli tiiplere 3’er ml olacak sekilde
dagitilmistir ve egik bir sekilde katilagsmasi i¢in bekletilmistir. Ayni sekilde ilach
besiyeri hazirlanirken otoklavdan c¢ikan ve OADC eklenmis olan besiyerine son
konsantrasyonu 2.5, 5, 10, 20 ve 40 pg/ml olacak sekilde hazirlanan yeni sentezlenen
ilaglar eklenmistir. Steril vida kapakli tiiplere 3’er ml olacak sekilde dagitilarak yine
egik bir sekilde katilasmasi igin birakilmistir. Hazirlanan besiyerleri kullanilincaya

kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

4. Yontemler

4.1.1Agar Proporsiyon Yontemi icin Inokiilumun Hazirlanmasi
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Laboratuvar c¢aligmalar1 baglamadan once tiim yiizeyler, kullanilacak malzemeler
%10’luk sodyum hidroksitle temizlenmistir. Steril bir atik kab1 igerisine 15- 20 ml kadar
%10’luk sodyum hidroksit ilave edilerek biyogiivenlik kabinin igerisine birakilmaistir.
Calisma Oncesinde biyogiivenlik kabini 2 saat UV’ye maruz birakilmistir.

Mikrobiyoloji laboratuar1 stoklarinda bulunan 10 klinik ve bir standart sus
calisma esnasinda kullanilmak {iizere siraya dizilmis ve numaralandirilmistir. Stok
kilturlerden kabin icerisinde LJ besiyerlerine 6ze yardimi ile ¢izgi ekim seklinde
pasajlanmistir. Besiyerleri 37°C de inkiibasyona birakilmistir. Ekim islemleri
sonrasinda biyogiivenlik kabininin igerisi ve temas edilen tiim yiizeyler %10’luk
sodyum hipoklorid ile steril edilmistir. Atik kab1 otoklavlanmak iizere kaldirilmistir.
Ureme kontrolleri i¢in haftada iki kez LJ besiyeri incelenmistir.

Her Ornek icin iki antibiyotiksiz ve birer antibiyotikli  besiyeri
(antimikobakteriyel etkinligi arastirilacak olan her madde i¢in bir besiyeri) hazirlandi.

Antibiyotiksiz besiyerlerine Mcfarland 1 bakteri stspansiyonu 10-2 ve 10-4
olacak sekilde sulandirilarak 0,3’er ml seklinde tiim Orneklerin ekimleri yapildi. 37
°C’de 4 hafta inkiibasyona birakildi.

Antibiyotikli besiyerine Mcfarland 1 bakteri siispansiyonlar1 10-2 olacak sekilde
sulandirilarak 0,3’er ml seklinde tiim Orneklerin ekimleri yapildi. 37 °C’de 4 hafta
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda iiremeyi 100 kattan daha f6azla engelleyenler
sensitif 100 kattan daha az engelleyenler rezistanolarak yorumlandi (iireme orant %]l;

direngli).

4.1.1.2 EZN Boyama Yontemi

EZN boyama yontemi; LJ besiyerinde 3 hafta sonrasinda iireyen koloniler
lizerinde yeni sentezlenen ilaglarin etkisini dogru olarak belirlememiz i¢in saf koloniler
ile caligmamiz gerekmektedir. Ayrica LJ besiyerinde iireyen kolonilerin M. tuberculosis
kolonisi olup olmadigin1 anlamak i¢in EZN boyama ile hazirlanmis preparatlarda tipik
pembe basiller gdzlenmesi koloninin saf oldugunu gostermektedir. Ornegin; saf
kiiltiirler pasaj esnasinda herhangi havadan bulasan kontaminasyon sonucunda LJ

besiyerinde M. tuberculosis kolonileri disinda tireme gozlenebilir.
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EZN boyama yontemi, lamin bir ucuna hastanin adi ya da protokol numarasi
yazilmistir ve lamin ortasina bir damla saf su damlatilmistir. Daha sonra bir 6ze dolusu
koloni alinarak, lamdaki saf su iizerinde 1-2x2-3 cm capindaki hayali bir oval alana,
stirekli dairesel hareketler ile yayilmistir. Havada kurutulduktan sonra 3-4 kez alevden
gecirilerek tespit edilmistir. Tespit edilen lam iizerine Oncelikle filtreden gegirilen
karbol fuksin ¢ozeltisinden dokiilmiistiir. Tespit edilen preparatlarin iizerine eklenen
karbol fuksin boya ile birlikte 5 dakika boyunca buhar ¢ikacak ancak kaynamayacak
sekilde alttan 1sitilmistir. Isitma sirasinda preparat lizerinde buharlagmadan dolay1 boya
azalmasi olursa, lam yiizeyini tamamen Ortecek sekilde karbol fuksin eklenmis ve 1sitma
islemine devam edilmistir.

Bes dakikanin sonunda fazla boyayi preparat lizerinden atmak i¢in lamlar
egilmistir ve daha sonra tazikli olmayan saf su ile lamlar yikanmistir. Bu islemin
ardindan preparat iizerinden saf suyun kalan1 aym sekilde lamlar egilerek siiziildiikten
sonra lamlarin lizerine %3’liikk asit alkol ¢Ozeltisi tamamen lami kaplayacak sekilde
dokilmiistiir, preparat en fazla 3 dakika (ilk rengini kaybedinceye kadar) bekletilmistir.
Stire sonunda lamlar egilerek asit alkoliin fazla kismi atilmistir ve daha sonra tazikli
olmayan saf su ile lamlar yikanmistir. Yikama islemini sirasinda asit alkoliin preparat
izerinden tamemen gitmis olmasia dikkat edilmistir. Ardindan preparatlarin iizerine
metilen mavisi akitilmistir (3 dakika). Siire bitiminde saf su ile lamlarin lizerindeki fazla
boyalar yikandiktan sonra lamlar dik olarak kurumaya birakilmistir. Preparatlarin
materyal olmayan boyali kismi temiz bir bez ile iyice temizlenerek preparatlarin
materyal olan kismina bir damla immersiyon yagi damlatilmistir. Preparatlar 6nce 10X
okiiler ardindan 100X objektif olmak iizere toplam 1000 kat biiylitme altinda
taranmigtir. En az yiiz 100 mikroskop alan1 taranmistir ve ARB’ler, boyali preparatlarda
mavi zeminde pembe-kirmizi renkte goriiniirler. Mavi zemin Ulzerinde pembe-kirmizi
renkte basillerin disinda baska bakterial forma rastlanmamistir (LJ besiyerinde {ireme

g0Ozlenen tlim suslarin saf oldugunu gostermektedir).

2.1.13 Agar proporsiyon yonteminin hazirlanmasi
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Calistigimiz suslarin yeni sentezlenen hidrazit tiirevlerine karsi direng ya da
sensitif olarak tanimlanabilmesi ig¢in, hidrazit tlirevlerinin konsantrasyonunu ve
besiyerine ekilen bakteri miktarinin 6nceden tayin edilmesi gerekmektedir.

UV ile steril edilen kabin igerisine LJ besiyerini igeren spor yerlestirilmistir. Her
bir tiipe esit olarak 10 ml’lik bir tiip alinarak lireme olan besiyerlerine paralel sekilde
spora dizilmistir ve 10 ml’lik tiip lizerine tarih, analiz yapan kisi ve sira numarast
yazilmis ve daha sonra her bir tiip igerisine 5 ml steril %0,85’lik serum fizyolojik (SF)
ve cam boncuk konulmustur.

Her bir hasta i¢in LJ besiyerinde saf olarak iiremis olan koloniler, 6ze ile alinarak
icerisinde 5 ml steril SF ve cam boncuk bulunan 10 mI’lik steril tiip icerisinde stspanse
edilmistir. Daha sonra tiiplerin agzi kapatilip 1 dakika boyunca vorteks ile iyice
karigtirilarak siispansiyon sirasinda besiyeri ile birlikte alinan koloninin besiyerinden
ayrilmasi ve koloninin kii¢iik pargalar halinde ayrilmasi saglanmistir. Bu islemden sonra
vortekslenen tlpler hareket ettirilmeden 30 dakika bekletilerek biylk partikullerin ve
besiyeri kalintilarinin dip kisma ¢okmesi saglanmistir. Bekleme siiresinin sonunda
hazirlanan siispansiyonun iist kismindan steril pipet ile 1 ml yeni bir temiz tiipe alinarak
tizerine SF eklenerek 1.0 McFarland bulaniklik degerinde siispansiyon elde edilmistir

Kritik konsantrasyonun belirlenmesi ic¢in besiyerine ekilen bakteri sayisini
belirleyebilmek icin bakteri 1.0 McFarland standart bulanik kullanilmistir (1.0
McFarland standart bulaniklik 200-300 koloniye karsilik gelmektedir). Spor (zerine
tiipler dizilmistir ve {lizerine 10?, 10% 1073 ve 10™ yazilmistir ve her bir tiipe 9 ml SF
eklenmistir. 1.0 McFarland standart bulanikliga getirilen susu iceren tiipten 1 ml
almarak 10" yazan tiipe pipetaj yapilmustir ve iyice vortekslenmistir. Boylece 10
standart bulanikta sus elde edilmistir. Daha sonra 107 standart susundan 1 ml alinarak
sirasi ile 107 tiipline aktarilmistir ve iyice vortekslenmistir. Aym sekilde islem tekrar
edilerek her bir hasta susu igin 10*, 102, 103 ve 10 dilisyonlar hazirlanmistir.

Sensitiflik testi icin ekim, ayni hasta susunun 10 ve 10 sulandirimlarindan ilaglh
besiyerlerine(daha 6nceden 2.5, 5, 10, 20 ve 40 ug/ml konsantrasyonlarinda yeni
sentezlenen ilag igeren) ve ilagsiz besiyerine 100 pl olacak sekilde insiilin enjektori ile
inokiile edilmistir. {lagsiz besiyeri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kontaminasyon
kontrolii i¢in ¢alisilan her sus ayn1 zamanda ¢ikolata/kanli agar besiyerine de ekilmistir.

Tiiplerin agz1 sikica kapatilarak igerisindeki inokiilumun besiyeri yiizeyine tamamen
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yayilmas1 saglanarak, tiipiin kapagi tekrar gevsetilerek 45° acili pozisyonda sporlara
dizilmistir ve 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Ekim islemleri sonrasinda
biyoguvenlik kabininin icerisi ve temas edilen tim ylzeyler %10’luk sodyum
hipoklorid ile steril edilmistir. Inkiibasyonun 1. ve 2. giiniinde ¢ikolata/kanli agar ve
ekim yapilan tiipler kontaminasyon yoniinden incelenmistir. Cikolata/kanli agar
besiyerinde iireme olmasi kontaminasyon varligint gdstermektedir. Kontamine
besiyerleri yeni sentezlenen ilaga karsi mikobakterler lizerindeki etkisini belirlemede
uygulanan testin gecerli olmamasini saglar. Kontaminasyon saptanmasi durumunda
calisma tekrar edilmistir. Degerlendirmede, ilagli ve ilagsiz besiyerlerinde iiremeler
haftada bir kez kontrol edilmistir ve 3. hafta sonunda iireme olan tiiplerdeki koloniler
etki ettikleri doz ve ilagli besiyerinin igerdigi konsantrasyon not edilmistir. (Esen,

2003).

2.1.1. Alamar mavisi yonteminin hazirlanmasi

Bu yontem, ila¢ sensitifligin1 saptamada altin standart olarak kullanilan agar
proporsiyon yéntemine alternatif olarak mikobakterilerin ila¢ sensitifligin1 belirlemede
daha hizli bir yontem olmasindan dolayr calisilmigtir. Calismamiz her iki yontem
arasindaki kritik konsantrasyon arasindaki uyumu belirlemek i¢in bakteri siispansiyonu,
agar proporsiyon yonteminde oldugu gibi LJ besiyerine stok kiiltiirden pasajlanan suslar
EZN boyama yontemi ile saflik kontrolii yapildiktan sonra saf olan suslardan
hazirlanmustir. Yine agar proporsiyon yontemindeki gibi saf olan suslardan 107
diliisyon hazirlanmistir.

Calismaya baslamadan Once caligsilacak tiim yiizey ve malzemeler %10’luk
sodyum hipoklorid ile steril edilmistir ve kullanilacak tiim steril malzemeler
biyogiivenlik kabini igerisinde agilmistir.

Steril 96 kuyucuklu mikroplaklara sirasi ile hasta numaralari, tarih ve analizi
yapan kisi yazilmistir ve mikroplaklarin tamamina, her ilag i¢in bir pozitif, bir negatif
kontrol eklenmis ve test edilen maddelerin diliisyonu 100-0,39 pg/ml olacak sekilde
kuyucuklarda yapilmistir. Bu yontemde, testin giivenilirligini belirlemede pozitif

kontrol olarak standart ilag tercih edilmistir. Standart ilag olarak izoniyazid (32 ug/ml)
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kullanilmistir. Negatif kontrol olarak bakteri siispansiyonu ve herhangi bir ilag
icermeyen kuyucuk kullanilmistir.

Test edilen yeni sentezlenen anti-TB maddelerin ve izoniyazid dilisyonu
yapildiktan sonra negatif kontrol kuyucugu harig, pozitif kontrol kuyucugu da dahil
olmak {izere her bir kuyucuga 100 ul daha oOnceden hazirlanan standart susun
stispansiyonu dagitilmistir. Plaklarin kapaklar1 kapatilip buharlasmanin 6nlenmesi i¢in
kenarlar1 parafilm ile kapatildiktan sonra 37°C’de bes giin inkiibe edilmistir. Her bir
hasta i¢in bu iglem tekrarlanmistir. Besinci giiniin sonunda pozitif kontroliin bulundugu
kuyucuga 1:1 olacak sekilde hazirlanmig 20 pl rezasurin (Alamar mavisi, Accumed
International, Westlake, Ohio) eklenerek bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir (NCCLS,
2002). Rengin maviden pembeye donmesi iireme oldugunu gostermektedir. Pozitif
kontrol kuyusunda renk degisimi gézlendiginde, diger kuyucuklara 20 ul rezasurin
eklenip bir gece daha 37°C’de inkiibe edilmistir.

Rengin maviden pembeye dondiigii en son kuyucuk iireme oldugunu, o
kuyucuktaki ila¢ konsantrasyonuna karsi bakterinin rezistanoldugunu gostermektedir

(NCCLS, 2002).

5. BULGULAR

Klinik o6rneklerden izole edilen suslarin en az iki en ¢ok ii¢ anti-TB’ye
rezistanoldugu, suslarin yarisinin izoniazid’e rezistanoldugu ve tiim suslarin da
etambutole sensitif oldugu gozlendi. BACTEC MGIT 960 sistemi ile elde edilen anti-
TB ilaglara kars1 sensitiflik i¢in diger sonuglar Cizelge 3.1’de 0zetlendi.

36



Cizelge 3.1: Calismaya dahil edilen hastalarin BACTEC MGIT 960 sistemi ile birinci segenek

anti-TB ilaglara kars1 sensitiflik paterni

BACTEC MGIT 960

Sus No
Streptomisin (1 pug/ml) | izoniazid (0,1 ug/ml) | Rifampisin (1 pg/ml) | Etambutol (5 ug/ml)

1 Sensitif Sensitif Sensitif Sensitif
2 Sensitif Sensitif Sensitif Sensitif
3 Sensitif Sensitif Sensitif Sensitif
4 Sensitif Sensitif Sensitif Sensitif
5 Sensitif Sensitif Sensitif Sensitif
6 Rezistan Rezistan Sensitif Sensitif
7 Sensitif Rezistan Rezistan Sensitif
8 Rezistan Rezistan Sensitif Sensitif
9 Rezistan Rezistan Rezistan Sensitif
10 Rezistan Rezistan Sensitif Sensitif
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flac Sensitifik Test Sonuclar:

Cizelge 3.2°te ¢alismaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontem 1.
maddeye (3-kloro-6substitliepridazin 1 Turevi) kars1 sensitiflik patern sonuglari

belirtilmistir.

Cizelge 3.2: H37Rv ve caligmaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontemi ile 1.

maddeye kars1 sensitiflik paternleri

1. madde (3-kloro-6siibstitiiepridazin | Tlrevi)
10 Dilusyon 10 Diluisyon
flag Konsantrasyonu (ug/ml) flag Konsantrasyonu (pg/ml)
Kontrol Kontrol
2,5 5 |10 | 20 | 40 25 |5 |10 |20 |40
H37Rv + + + + + + + + + | + + +
E.U. + + + + + + + + + | + + -
D.K. 1 T + + + + + + + | + + -
B.O. + + + + + + + + + | + + -
M.K. + + + + + + + + + | + + -
U.K.T. + + + + + + + + + | + + -
M.K.S. + + + + + + + + + | + + +
AT. + + + |+ [+ |+ + + + [+ + +
HIG. + + + |+ |+ |+ + ab + |+ ab +
H.K. + + + |+ |+ |+ + + + |+ + +
R.K. + + + |+ |+ |+ + + + |+ + +

+: Rezistan, -: Sensitif
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Calismaya dahil edilen hastalardan sadece 5 tanesi, 1. maddeye karsi 10
dilusyonunda 40 pg/ml konsantrasyonunda sensitiflik gostermistir.

Yapilan ¢alismada 1. maddeye kars1 sensitiflik gosteren hastalarin hepsi birincil
secenek ilaglara karsi olan sensitiflik-direng durumlar1 incelendiginde, birinci se¢enek
ilaclara kars1 sensitif olduklari goriillmektedir.

Calismada ele alinan hasta suslarinin, birinci segenek ilaglardan herhangi ikisine
rezistanve tiimiine direng gosteren suslar 1. maddeye karsida direng gosterdigi
gorulmektedir.

A.T. isimli hastadan izole edilen M. tuberculosis susunun 1. madde, 102
dilisyonunun sagdan sirasiyla 10, 20, 40 konstrasyonunda Middlebrook 7H10
besiyerindeki goriintiisii Sekil 3.1°da belirtilmistir.

Sekil 3.1: M. tuberculosis susunun 1. madde, 107 diliisyonunun sagdan sirasiyla 10, 20, 40

konstrasyonunda Middlebrook 7H10 besiyerindeki géruntisu

Calismaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontem 2. maddeye (6-
Substitlie-3(2H)-pridazinon II Tiirevi) karst sensitiflik patern sonuglar1 Cizelge 3.3’da
belirtilmistir.
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Cizelge 3.3: H37Rv ve caligmaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontemi ile 2.

maddeye kars1 sensitiflik paternleri

(6-Slbstitiie-3(2H)-pridazinon 1l Tarevi)
10 Dilusyon 10 Dilusyon
flag Konsantrasyonu (pg/ml) flag Konsantrasyonu (pg/ml)
Kontrol Kontrol
2,5 5 10 | 20 | 40 25 |5 (10 |20 |40

H37Rv

+ + + + |+ + + + + | + + +
E.U.

+ + + + |+ + + + + | + + +
D.K.

+ + + + |+ + + + + | + + -
B.O.

+ + + + |+ + + + + | + + +
M.K.

+ + + + |+ + + + + | + + +
U.K.T.

+ + + + |+ + + + + |+ + +
M.K.S.

+ + + + |+ + + + + |+ + +
AT.

+ + + + |+ + + + + | + + +
HIG

+ + + + |+ + + + + |+ + +
H.K.

+ + + + |+ + + + + |+ + +
R.K.

+ + + + |+ + + + + |+ + +

+: Rezistan, -: Sensitif
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Calismaya alinan suslardan yeni sentezlenen 2. madde kars1 10™ diliisyonunda
40 pg/ml konsantrasyonunda sadece bir hastanin sensitiflik gosterdigi goriilmektedir.
Sensitiflik gosteren hastanin  birinci  segenek ilaglarin  hepsine sensitif oldugu
gorulmektedir.

Calismaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontem 3. maddeye (Etil 6-
stibstitiie-3(2H)-pridazinon-2-il asetat/propiyonat 111 Tirevi) kars1 sensitiflik patern sonuglari

Cizelge 3.4’de belirtilmistir.

Cizelge 3.4: H37Rv ve calismaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontemi ile 3.

maddeye kars1 sensitiflik paternleri

(Etil 6-substitue-3(2H)-pridazinon-2-il asetat/propiyonat 111 Trevi)
107 Dilusyon 10 Dilusyon
Ilag Konsantrasyonu flag Konsantrasyonu

Kontro | (ug/ml) Kontro | (jug/ml)

I 25 |5 |10 |20 |40 ! 25 |5|10 |20 |40
H37Rv | + + |+ |+ |+ + + |+ |+ |+ |+
EU. + + + + |+ + + + + | + + o
D.K. + + + |+ |+ |- + + + | + + -
B.O. + + + |+ |+ |- + + |+ |+ |+ |-
M.K. + + + |+ |+ |+ + + + | + + -
UKT. |, + + |+ [+ |+ + + |+ |+ |+ |+
MK.S. + + + + + + + + + | + + +
AT, + + + |+ [+ |+ + + |+ |+ |+ |+
HIG. + + + |+ [+ |+ + + |+ |+ |+ |+
H.K. + + + + + + + + + | + + +
RK. + + + |+ [+ |+ + + |+ |+ |+ |+

+: Rezistan, -: Sensitif
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Calismada elde edilen olgulara gore; birincil segenek ilaglara karsida sensitif
olan iki hasta susunun, yeni sentezlenen 3. maddeye karst 10 ve 10™ diliisyonlarmnin
40 pg/ml konsantrasyonlarinda ilaca karsi sensitiflik gosterdigi goriilmektedir. Bununla
birlikte c¢alisma sonuglar1 incelenmeye devam edildiginde 3. madde karsi 10
dilisyonunda 40 pg/ml konsantrasyonunda bir hasta susunun daha yeni sentezlenen
ilaca karg1 sensitiflik gosterdigi goriilmektedir. Sensitiflik gosteren M.K’nin birinci
secenek ilaglara kars1 da sensitiflik gostermistir.

M.K.S isimli hastadan izole edilen M. tuberculosis susunun 10 diltisyonda 10
konstrasyonunda 3. madde bulunan Middlebrook 7H10 besiyerindeki goriintiisii Sekil
3.2’da belirtilmistir.

Sekil 3.2: M. tuberculosis susunun 10 diliisyonda 10 konstrasyonunda 3. madde bulunan
Middlebrook 7H10 besiyerindeki goriintusi

Calismaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontem 4. maddeye (6-
sibstitue-3(2H)-pridazinon-2-il aseto/propiyonato Hidrazit IV Turevi) kars1 sensitiflik
patern sonuglar1 Cizelge 3.5’de belirtilmistir.
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Cizelge 3.5: H37Rv ve caligmaya dahil edilen hastalarin agar proporsiyon yontemi ile 4.

maddeye kars1 sensitiflik paternleri

(6-stibstitlie-3(2H)-pridazinon-2-il aseto/propiyonato Hidrazit IV Tirevi)
10 Dilusyon 10™ Dilusyon
Tlag Konsantrasyonu )
Ilag Konsantrasyonu (ng/ml)
(Hg/ml)
Kontrol Kontrol
25 |5 |10 |20 |40 25 |5 |10 |20 |40
H37Rv
+ + + + + |+ + + + | + + +
E.U.
+ + + |+ |+ |+ + + + |+ + +
D.K.
+ + + |+ |+ |- + + + |+ + -
B.O.
+ + + + + | - + + + | + + -
M.K.
+ + + + + | - + + + | + + -
UK.T.
+ + + |+ |+ |+ + + + |+ + +
M.K.S.
+ + + |+ |+ |+ + + + |+ + -
AT.
+ + + |+ |+ |+ + + + |+ + +
H.I.G
+ + + + + |+ + + + | + + -
H.K.
+ + + + + |+ + + + | + + +
R.K.
+ + + |+ |+ |+ + + + |+ + -

+: Rezistan, -: Sensitif
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Calismada elde edilen olgulara gore; birincil segenek ilaglara karsi da sensitif
olan ii¢ hasta (D.K, B.O, M.K) susunun, yeni sentezlenen 4. madde kars1 10% ve 10
dilisyonlarmmnin 40 pg/ml konsantrasyonlarinda ilaca karsi sensitiflik gosterdigi
gortilmektedir. Bununla birlikte ¢alisma sonuglari incelenmeye devam edildiginde 4.
madde karst 10 diliisyonunda 40 pg/ml konsantrasyonunda ii¢ hasta (M.K.S, H.I.G,
R.K) susunun daha yeni sentezlenen ilaca karsi sensitiflik gosterdigi goriilmektedir.
Yeni sentezlenen 4. maddeye kars1 sensitiflik gosteren M.K.S, H.I.G ve R.K’nin birinci
secenek ilaglardan RIF ve EMB’ e kars1 da sensitiflik gosterdigi bilinmektedir.

E.U. isimli hastadan izole edilen M. tuberculosis susunun 107 diltisyonda 2,5
png/ml konstrasyonunda sagdan sirasiyla 1, 2, 3 ve 4. maddeler bulunan Middlebrook

7H10 besiyerindeki goriintiisii Sekil 3.3°de belirtilmistir.

Sekil 3.3: M. tuberculosis susunun 10 diliisyonda 2,5 pg/ml konstrasyonunda sagdan

sirasiyla 1, 2, 3 ve 4. maddeler bulunan Middlebrook 7H10 besiyerindeki goéruntisu
Agar proporsiyon yontemi ile yapmis oldugumuz calisma sonucunda elde

ettigimiz  verileri genel olarak degerlendirdigimizde; c¢alismada kontrollarin

rezistangiktigini (buda yapilan ¢alismanin dogrulugunu gostermektedir) ve 40 pug/ml
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konstrasyonunda yeni sentezlenen hidrazit tiirevine karsi, ¢aligmada kullanilan 10 M.
tuberculosis susunun gostermis oldugu sensitifliklar Cizelge 3.6’da gosterilmektedir
(¢alismada kullanilan diger konsantrasyonlarda sensitiflik gosteren sus olmadigi i¢in

Cizelgeya dahil edilmemistir).

Cizelge 3.6: Yeni sentezlenen hidrazit turevlerinin 40 pg/ml konsantrasyonunda direng

ve sensitifliklari.

BACTEC MGIT 960
1072 Diliisyon 10 Diliisyon

SM (1| INH (0,1 | RIF(1 EMB (5] 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4,

pg/ml) | pg/ml) | pg/ml) | pg/ml) | madde | madde | madde | madde | madde | madde | madde | madde
E.U. |- - - - + + + + - + + +
D.K. |- - - - + + + 3 - - - -
B.O. |- - - - + + + - - + - R
M.K. |- - - - + + + - - + - -
U.K.

- - - - + + + + - + + +
T.
M.K

+ + - - + + + + + + + -
S.
AT. |- + + - + + + + + + + +
H.I.G

+ + - - + + + + + + + -
HK. |+ + + - + + + + + + + +
RK. |+ + - - + + + + + + + -

+: Rezistan, -: Sensitif
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Calisma sonucunda tiim suslarin sensitiflik gosterdigi tek konsantrasyon olan 40
ug/ml igin sonuglara bakildiginda birinci secenek antibiyotiklere karsi sensitif olarak
secilen suslar dan E.U hastasma ait M. tuberculosis susu ise 1. maddeye 10
dilusyonunda sensitif iken diger maddelere ve diliisyonlarina karsi direng gosterdigi
gorilmektedir.

Calismanin sonuglar1 incelenmeye devam edildiginde ise D.K’ ya ait M.
tuberculosis susu 107 diliisyonunda sadece 1, 2 ve 3. maddeye karsi direng
gostermektedir ancak konsantrasyon orani azaltildiginda ise sensitiflik gostermekte
oldugu goriilmektedir.

Bunlara ek olarak yine birinci segenek ilaclara sensitif olan M.K ve B.O ye ait
suslar 1. madde icin 107 dilusyonunda sensitiflik gosterirken 3 ve 4. maddeler icin ise
10 dilusyonunda sensitiflik gdstermektedir.

Birinci secenek ilaglara sensitif olarak segilen son U.K.T. susu ise yapilan
calismada sadece 1. maddeye 107 dilusyonunda sensitiflik gosterdigi goriilmektedir.

Elde edilen sonuglara gore birincil secenek ilaglardan en az ikisine
rezistanolarak secilen 5 M. tuberculosis susu ise M.K.S, H.I.G ve R.K hastalarina ait
suslarmin  sadece 4. maddeye karsi 10” dilusyonunda sensitifik gdsterdigi
gorilmektedir.

Calismada elde edilen veriler neticesinde yeni sentezlenen ilaglara karsi yapilan
dilusyon ve konsantrasyonlarda direng gosteren A.T ve R.K suslarinin ortak 6zelligi

olarak RIF direncinin oldugu goriilmektedir.

Alamar mavisi Test Sonugclari

Alamar mavisi yontemi ile yaptigimiz ¢alismaya dahil edilen, Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na daha
onceki yillarda gelen orneklerden izole edilen ve BACTEC MGIT 960 sistemi ile
birinci secenek anti-TB ilaglara kars1 sensitiflik paternlri bilinen 10 hasta ve standart M.
tuberculosis susu (H37Rv) olmak iizere toplam 11 M. tuberculosis susu LJ besiyerinde
agar proporsiyon yonteminde oldugu gibi LJ besiyerinde aktiflestirildi. Alamar mavisi

yontemi yukarida anlatildigi gibi uygulandi ve yeni sentezlenen ilaca hidrazit tlirevine
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kars1 suslarin gostermis olduklart direng ve sensitiflik sonuclart Cizelge 3.7°den Cizelge

3.7’ e kadar belirtilmistir.

Calismaya dahil edilen 11 M. tuberculosis susunun 1. Hidrazit tiirevine karsi

gostermis olduklar1 sensitiflik paternleri Cizelge 3.7’da belirtilmistir.

Cizelge 3.7: H37Rv ve ¢aligmaya dahil edilen hastalarin alamar mavisi yontemi ile 1. maddeye
kars1 sensitiflik paternleri
3-kloro-6substitiiepridazin | Ttirevi lag Konsantrasyonu (pg/ml)
100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,562 0,781 0,39
H37Rv |+ + + + + + + + +
E.U. + + + + + + + + +
D.K. + + + + + + + + +
B.O. + + + + + + + + +
M.K. + + + + + + + + +
UKT. |+ + + + + + + + +
+
M.K.S. |+ + + + + + + +
+
AT. + + + + + + + +
+
HIG. |+ + + + + + + +
+
H.K. + + + + + + + +
R.K. + + + + + + + + +

+: Rezistan, -: Sensitif

Alamar mavisi yontemiyle yaptigimiz calisma sonucunda 1. maddeye karsi 107

diliisyonunda ¢alismaya dahil edilen 11 M. tuberculosis susuda direng gostermistir.
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Calismaya dahil edilen 11 M. tuberculosis susunun 2. maddeye karsi gostermis
olduklari sensitiflik paternleri Cizelge 3.8’de belirtilmistir.

Cizelge 3.8: H37Rv ve ¢alismaya dahil edilen hastalarin alamar mavisi yontemi ile 2. maddeye

kars1 sensitiflik paternleri

6-Siibstitiie-3(2H)-pridazinon 11 Tiirevi flag Konsantrasyonu (pug/ml)
100
50 25 12,5 6,25 3,125 1,562 0,781 0,39
H37Rv |+ + + + + + + + +
E.U. + + + + + + + + +
D.K. + + + + + + + + +
B.O. + + + + + + + + +
+
M.K. + + + + + + + +
+
UKT. |+ + + + + + + +
+
M.K.S. |+ + + + + + + +
+
AT. + + + + + + + +
+
HIG. |+ + + + + + + +
H.K. + + + + + + + + +
R.K. + + + + + + + + +

+: Rezistan, -: Sensitif

Alamar mavisi yontemiyle, 11 M. tuberculosis sus {izerinde yapilan ¢alisma

sonucunda 2. maddeye rezistanoldugu goriilmiistiir.
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Calismaya dahil edilen 11 M. tuberculosis susunun 3. maddeye karsi gostermis
olduklari sensitiflik paternleri Cizelge 3.9°de belirtilmistir.

Cizelge 3.9: H37Rv ve ¢alismaya dahil edilen hastalarin alamar mavisi yontemi ile 3. maddeye

kars1 sensitiflik paternleri

Etil 6-siibstitiie-3(2H)-pridazinon-2-il asetat/propiyonat 111 Tirevi Ilag Konsantrasyonu
(Hg/ml)
100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,562 0,781 0,39
H37Rv |+ + + + + + + + +
E.U + + + + + + + + +
D.K - - + + + + + + +
B.O - - + + + + + + +
+
M.K + + + + + + + +
+
UKT. |+ + + + + + + +
+
M.K.S. |+ + + + + + + +
+
AT + + + + + + + +
+
HIG. |+ + + + + + + +
H.K. + + + + + + + + +
R.K. + + + + + + + + +

+: Rezistan, -: Sensitif

Calismada elde edilen olgulara gore; birincil segenek ilaglara karsida sensitif olan
iki hasta susunun (D.K,B.O), yeni sentezlenen 3. madde karsi 107 diliisyonunda 50

ug/ml konsantrasyonlarinda ilaca kars1 sensitiflik gosterdigi goriilmektedir.
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Calismaya dahil edilen 11 M. tuberculosis susunun 4. maddeye karsi gostermis
olduklari sensitiflik paternleri Cizelge 3.10’de belirtilmistir.

Cizelge 3.10: H37Rv ve calismaya dahil edilen hastalarin alamar mavisi yontemi ile 4.

maddenin 107 diliisyonuna kars: sensitiflik paternleri

6-stibstitiie-3(2H)-pridazinon-2-il aseto/propiyonato Hidrazit IV Tirevi flag Konsantrasyonu
(Hg/ml)
100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,562 0,781 0,39
H37Rv |+ ¥ + + + + + + +
E.U. + + + + + + + + +
D.K. - - + + + + + + +
B.O. - - + + + + + + +
+
M.K. - - + + + + + +
+
UKT. |+ + + + + + + +
+
M.K.S. [+ + + + + + + +
+
AT + + + + + + + +
+
HIG. |+ + + + + + + +
H.K. + + + + + + + + +
R.K. + + + + + + + + +

+: Rezistan, -: Sensitif
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Calismada elde edilen olgulara gore; birincil segenek ilaglara karsida sensitif olan
tic hasta susunun (D.K,B.O, M.K), yeni sentezlenen 3. madde karsi alamar bleu
yontemiyle yapilan ¢alismada 107 diliisyonda 50 pg/ml konsantrasyonlarinda ilaca karsi
sensitiflik gosterdigi goriilmektedir.

Yapilan c¢alisma sonucunda segilen M. tuberculosis suslart yeni sentezlenen
hidrazit tlirevlerine karsit direng ve sensitifliklari maddeler Cizelge 3.11°da
gosterilmektedir. (Sensitiflik gosterdikleri en diisiik konsantrasyon olan 50 pg/ml baz
alinmastir).

Cizelge 3.11: Alamar mavisi yontemiyle 107 diliisyonunda 50 pg/ml konsantrasyonunda yeni

sentezlenen hidrazit tiirevlerine karsi se¢ilen suglarin direng ve sensitiflik patentleri

BACTEC MGIT 960
Agar proporsiyon yéntemi 107 Dillisyon

leg,;ml) “ E\;?ml) ©.] RIF(1 pg/ml) Eg';;lril) © 1.madde |2.madde | 3. madde 4. madde
E.U. - - d 2 - + + +
D.K. - - - - + + - -
B.O. - - - - + + - -
M.K. - - ; ) + o + i
UKT. |- - ; ) - + + +
M.KS. |+ + ] ; - + + .
AT. - + + - + + + +
H.I.G. + + - - + " o "
H.K. + + + - + + + +
R.K. + + - - + + + +

+: Rezistan, -: Sensitif
Alamar mavisi yontemiyle yapilan ¢alisma sonucunda birinci segenek ilaglara
sensitif olan D.K ve B.O hastalarina ait suslar 3 ve 4. maddeye karst 50 pg/ml

konsantrasyonda sensitiflik gostermektirdikleri goriilmektedir, bununla birlikte yine
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birinci secenek ilaglara sensitif olan M.K. hastasina ait sus ise sadece 4. maddeye karsi
sensitiflik gosterdigi gorilmektedir.

Yapilan ¢aligmada 107 diliisyonunda caligilan konsantrasyonlarda seg¢ilen suslarin
direng gosterdigi goriilmektedir.

Secilen 11 M. tuberculosis susu iizerinde, farkli konsantrasyon ve diliisyonlarda,
klasik yontem olan agar proporsiyon yontemi ve alamar mavisi yontemi ile ¢alisma
sonucunda yeni sentezlenen hidrazit tiirevlerine kars1 gostermis olduklar ilag sensitiflik
patentleri Cizelge 3.12’de gdsterilmektedir.

Cizelge 3.12: Alamar mavisi yontemi( 10 diliisyonunda 50 pg/ml konsantrasyonu) ile

agar proporsiyon yonteminin(107 diliisyonunda 40 pg/ml konsantrasyonu) karsilartiriimas:

Alamar mavisi Yontemi Agar Proporsiyon Yontemi

10 Diluisyon 107 Dilusyon 10™ Dilusyon

1 2 3 4 1 2 3. 4 1 2 3 4

madde | madde | madde | madde madde | madde | madde madde | madde | madde | madde | madde
E.U. + + + + + + + + - + + +
D.K. S + - - + + + - - - - -
B.O. e + - - + + + - - + - R
M.K. + + + - + + + - - + - R
U.K.T. + + + + + + + + - + + +
M.K.S. |+ + + + + + + + + + + -
AT + + + + + + + + + + + +
H.IG + + + + + + + + + + + -
H.K. + + + + + + + + + + + +
R.K. + + + + + + + + + + + -

+: Rezistan, -: Sensitif
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Yaptigimiz ¢aligmada her iki yontem arasinda ila¢ direng¢ patentlerinde yakin
degerleri goriilmektedir. Oncelikle 107 diliisyonunda (esit miktarlarda sus igeren) E.U
ve U.K.T hastalarina ait suslar ile ¢alisilan her iki yontemlede 4 maddeye karsida
direnclilik gostermistir. Ancak susun konsantrasyonu azaltildiginda (10™ diliisyonunda)
1. maddeye kars1 sensitiflik gosterdigi goriilmektedir buradan da su sonuca varilabilir
bakteri konsantrasyonunun azalmasi ile anti-TB ilacin etkinligi artmaktadir. Buna
benzer olarakta M.K.S, H.I.G ve R.K hastalarina ait suslar 4. maddeye karsi 107

diliisyonunda ilaca kars1 sensitif oldugu goriilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismaya goére D.K ve B.O hastalarina ait suslarina 3. madde, 40
ng/ml ilag konsantrasyonunda ilaca karsi direng gosterirken 50 pg/ml konsantrasyonda
ise suslar, ilaca kars1 sensitif hale gelmektedir. Bu da ilag konsantrasyonunun sus
uzerindeki etkinligini artirmada olan 6nemi goriilmektedir. Ayrica Cizelge 3.9 tekrar
incelendiginde, alamar mavisi yontemin ile ¢alisilan 50 pg/ml den konsantrasyondan bir
onceki konsantrasyon olan 25 pg/ml konsantrasyonda, D.K ve B.O ait suslar 3.
maddeye kars1 direng gosterdigi gozlenmistir. D.K ve B.O’ya ait suslar agar
proporsiyon yontemi ile Cizelge 3.4°de belirtildigi gibi 40 pug/ml konsantrasyonda 3.
maddeye kars1 rezistangosterdigi goriilmektedir. Tekrar Cizelge 3.9’ ye doniildiigiinde
ise 3. maddeye kars1 50 pg/ml konsantrasyonunda hasta suslari sensitiflik gostermekte
oldugu goriilmektedir. Buradan da agar proporsiyon yontemini ve alamar mavisi
yontemi arasinda suslar tizerinde ilag sensitiflik MIK hesaplanirken uyumlu bir sonug
elde edilebilecegi sonucuna varilabilir. Buradan da her iki ydntem arasinda MIK

belirlemede uyum oldugu goriilmektedir.

iki yontem arasindaki uyumu gésteren diger bir 6rnek ise 10 konsantrasyonunda,
D.K ve B.O ait suslar i¢in 4. maddeye karst gostermis olduklart sensitiflik
konsantrasyonunda gorilmektedir. 25 pg/ml (Alamar mavisi yontemini) de rezistanolan
suslar 40 pg/ml’de (Agar proporsiyon yontemin) sensitiflik gostermektedir, 50 pg/ml

(Alamar mavisi yontemini) de sensitiflik gosterdigi yapilan ¢alismada goriilmektedir.

Calisma sonucunda elde ettigimiz verilere gére M.K’ ya ait sus 107

konsantrasyonunda, D.K ve B.O hastalarina ait suslar gibi sensitiflik gosterdigi
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goriilmektedir ve iki yontem ile yapilan farkli konsantrasyonlarda gostermis oldugu ilag

paterni iki yontem arasindaki uyumu desteklemekte oldugu goriilmektedir.

A.T ve HK. suslan ile yaptigimiz calismaya gore secilen konsantrasyon ve
dilisyonlarda yeni sentezlenen ilaca kars1 sensitiflik gostermemekte oldugu
goriilmektedir. Daha 6nceden de belirtildigi gibi A.T ve H.K. suslart secilen suslar
arasinda, RIF’e direnglidir secilen diger suslar ise RIF’e kars1 sensitiflik gosterdigi daha

once yapilan ¢alismadan bilinmektedir.

6. TARTISMA

Tiberkiiloz hastaligi, yayginligindaki artis ve kontroliindeki giicliikler nedeniyle son
20 yildir diinyanin giindemine yeniden oturmus bulunmaktadir. Glinlimiizde diinyada 2
milyardan fazla kisi M. tuberculosis basili ile enfektedir. Enfekte olan kisilerin onda
birinde aktif tiiberkiiloz ortaya ¢ikmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore
2008 yilinda 9,4 milyon yeni verem hastasinin ortaya ¢iktig1 tahmin edilmektedir. Bu
tahminlere gore 2008 yilinda 1,8 milyon kisi de verem hastaligina bagli olarak
Olmiistiir.

Uc yiiz milyon yildan beri soyunu siirdiiren verem basili, doganin her yerinde,
ornegin sularda, otlaklarda, toprakta, ¢camurda havada bulunur. Arkeolojik ¢alismalar
Avrupa’da sigirlarin ehlilestirilmesinin 9000 y1l 6nce basladigini, insanlar soguk iklim
sartlar1 sebebiyle 1sinabilme ve korunma amaciyla ehlilestirdikleri hayvanlari ev ve
ahirlarda barindirdiklart biliniyor. Ayni ortami paylagan insan ve hayvanlar ylziinden
aslinda sigirlarin basili insanlarda patojenite yapabilmek igin mutasyon gecirerek
Mycobacterium humanusa doniismiis oldugu hipotezi ortaya atilmist1 (2). TB basilinin
genomu agiga ¢iktiktan sonra anlasildi ki, M. tuberculosis, M. bovis’ten mutasyon
sonucu gelisen bir bakteri degil, fakat,her iki bakteri de ortak bir atadan mutasyonlarla
farklilasmis iki tiirdiir (3). Son yillarda piridazin ve piridazinonlarin sentez ve
Ozelliklerine karsi ilginin arrtigr gézlemlenmistir. Piridazin ve piridazinonlarin birgok
biyolojik aktiviteleri mevcuttur. antitiiberkiiloz antimikrobiyal, sahip oldugu rapor

edilmistir.  Piridinler ve piridazinon'larin var &nemli bir kismi analjezik ve anti-
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enflamatuar, antipiretik, herbisit, antiplatelet, antikanser, kardiyovaskdler etkilerinin
oldugu rapor edilmistir.

3-Kloro-6stibstitliepiridazin, 6-Silbstitie-3(2h)Piridazinon Ve Etil 6-Substitle-
3(2h)-Pridazinon-2-11 Asetat Tiirevlerinin Anti-Tiiberkiiloz Aktivitelerinin Arastiriimasi
igin yaptigimiz bu ¢alismada kullanilmis olan maddelere karsi sensitiflik ve direngliligin
ortaya konmast amaglanmastir.

Yaptigimiz calismada her iki yontem arasinda ila¢ direng¢ patentlerinde yakin
degerleri goriilmektedir. Bakteri konsantrasyonunun azalmasi ile anti-TB ilacin etkinligi
artmaktadir. ila¢ konsantrasyonunun sus iizerindeki etkinligini artirmada olan Onemi
gorilmektedir.

Agar proporsiyon yontemini ve alamar mavisi yontemi arasinda suslar tizerinde
ilag sensitifik MIK hesaplanirken uyumlu bir sonu¢ elde edilebilecegi sonucuna
varilabilir. Buradan da her iki yontem arasinda MIK belirlemede uyum oldugu
gorilmektedir.

3-Kloro-6stibstitliepiridazin, 6-Slbstitie-3(2h)Piridazinon Ve Etil 6-Substitle-
3(2h)-Pridazinon-2-11 Asetat Tiirevlerinin Anti-Tiiberkiiloz Aktivitelerinin Arastiriimasi
ile ilgili yapil

Substitiie piridazin tlirevlerinin sentezlenmeleri, yapilart ve analjezik ve
antiinflamatuvar aktiviteleri ile ilgili Boissier et al. (1963); Gokce et al. (2001, 2004,
2005, 2009);

Islam M. ve arkadaslarinin Hindistan’da yapmis olduklar1 ¢alismada bir dizi 6-
substitue phenyl-2-(3-substituted phenyl pyridazin-6-yl)-2,3,4,5-tetrahydropyridazin-
3-sentez etmislerdir. Uygun bir aromatik hidrokarbon siksinik anhidrit  AICI3
varliginda B-aroil propionik asit elde etmek i¢in reaksiyona girmistir. Sentezlenen
bilesiklerin in vitro antitiiberkiiloz, antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri agisindan
incelenmislerdir. Sonuglar sentezlenen bilesiklerin uygun referans standartlarina gore
sentezlenen bilesiklerin diisiikten yiliksek etkiliye olmak {izere etkinliklerini
gostermistir(46).

Gokece M. ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada 6-stbstitlite piridazinon
tirevlerinin sentezlenmeleri ve anti-nosiseptif aktivitlerini incelemislerdir. Modifiye

Koster testinde farelerde 4-(4-florofenil) piperazin, IIf, en aktif bilesik olarak
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bulunmustur. IId'nin disindaki tiim bilesikler antinosiseptif aktivite testinde aspirinden
daha etkin oldugu tespit edilmistir(47).

Logu A. ve arkadaslarimin yapmis oldugu c¢alismada Mycobacterium
tuberculosis'e kars1 izonikotinoil hidrazonlarinin yeni bir sinifinin aktivitesi tek basina
ve izoniazid, rifampisin, etambutol, para-aminosalisilik asit ve klofazimine ile
kombinasyon halinde kullanilanildigindaki aktivitelerini arastirmiglardir. Yeni siif
izonikotinilhidrazonlarin 6 derivesinin  Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC
27294, izoniazid-rezistan M. tuberculosis ATCC 35822, rifampisin-rezistan ATCC
35838, pirazinamid-rezistan ATCC 35828, streptomisin-rezistan ATCC 35820 ve M.
tuberculosis’in 16 klinik izolatina kars1 aktiviteleri invitro olarak incelenmistir. Cesitli
bilesikler hem ATCC suslarina ve hem de Kklinik izolatlara kars1 ilging
antimikobakteriyel aktiviteler gosterdi, ancak bu bilesiklerin izoniazid rezistanM.
tuberculosis’e kars1 daha az aktif oldugu goriilmiistiir. 5 izonicotinoylhidrazon derivesi
ve rifampisin, etambutol, para-aminosalisilik asit, izoniazid ve klofazimin M.
tuberculosis H37Rv ATCC 27294 ATCC ilag rezistan suslarina karst da ayn1 zamanda

incelenmislerdir(48).

Rollas S. ve arkadaslar1 hidrazon derivelerinin biyolojik aktivitelerini
incelemislerdir. Antikonvilsan, antidepresan, analjezik, antiinflamatuar, antiplatelet,
antimalarial, antimikrobiyal, antimikobakteriyel, antitimoéral, vazodilator, antiviral ve
antischistosomiasis aktiviteli yeni bilesiklerin gelistirilmesi konusuna olduk¢a biiyiik
ilgi gosterilmektedir. Azometin -NHN=CH- protonuna sahip hidrazonlarin yeni ilag
gelisimi i¢in Onemli bir bilesik sinifin1 olusturmakta olduklarini belirtmislerdir. Bu
nedenle, bir¢ok arastirmaci, hedef yapilar olarak bu bilesikleri sentezlemis ve bunlarin
biyolojik aktivitelerini degerlendirdiklerini vurgulamiglardir. Bu gozlemler, c¢esitli
biyolojik aktivitelere sahip yeni hidrazonlarin gelistirilmesi ig¢in yol gosterici
olmustur(49).

Kiigiikgiizel SG. ve arkadaslart diflunisal hidrazid-hidrazonlarin biyolojik
aktivitelerini ve sentezlenmelerini arastirmislardir. Cesitli diflunisal hidrazid-hidrazon
trevleri, yani 2 ', 4'-difloro-4-hidroksibifenil-3-karboksilik asit [(5-nitro-2-furil /
stbstitue fenil) metilen] hidrazid (3a-) sentezlenmistir. Metil 2 ', 4'-difloro-4-
hidroksibifenil-3-karboksilik (1) ve 2', 4'-difloro-4-hidroksibifenil-3-karboksilik asit
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hidrazid (2), ayn1 zamanda hem sentezlenmis ve hem de ara bilesikler olarak
kullanilmistir. Sentezlenen tiim bilesikler Mycobacterium tuberculosis H37Rv’e karsi
antimikobakteriyel, ¢esitli bakteri, mantar ve maya tiirlerine karsi antimikrobiyal karsi
aktiviteleri acisindan incelenmislerdir. Sentezlenen bilesiklerin M. tuberculosis H37
Rv’nin % 12-34 oraninda mikobakteriyel buyime inhibisyonunu sagladigi
bulunmustur(50).

Pavan FG. ve arkadaslar1 tiyosemikarbazonlar, semicarbazones, ditiyokarbamatlar
ve hidrazid / hidrazonlar: Anti-Mycobacterium tuberculosis ve sitotoksik etkileri adli
calismalarinda bu bilesiklerden sentezlenmis olan bilesiklerin antitiiberkiiloz etkilerini
incelemislerdir. Mycobacterium tuberculosis'e karsi, bu bilesiklerin minimal inhbitor
konsantrasyonlari (MIC) belirlenmistir. En iyi bilesikler Tiyosemikarbazonlar (2, 3 ve
4) ve hidrazid / hidrazonlar (14, 15, 16 ve 18) olarak saptanmistir. Antitiiberkiiloz ilag
adaylar1 olarak s6z konusu bilesiklerin 1. Ve 2. Sira ilaglardan daha etkili olduklari
savunulmustur(51).

Sriram D. ve arkadaslar1 [(4-sub) fenil] -3- (4- {1 - [(piridin-4-karbonil) hidrazon]
etil} fenil) tiolrelerinin bir kisminin invitro antitiiberkiiler aktivitesi ve
sentezlenmelerini arastirmislardir. Cesitli izonikotinil hidrazonlar 1-(4-acetylphenyl)-3-
[(4-sub)phenyl]thioureler ile izonikotinil hidrazitlerle (INH) reaksiyona sokularak
hazirlanmiglardir ve Mycobacterium tuberculosis H37Rv’e ve INH rezistan
Mycobacterium tuberculosis’e karst BACTEC 460 radyometrik sistemi kullanilarak
invitro antimikobakteriyel aktiviteleri agisindan test edilmislerdir. entezlenen
bilesiklerin arasinda, 1- (4-florofenil) -3- (4- {1 - [(piridin-4-karbonil) -hidrazono] etil}
fenil) tiyoiire (4d) 0.49 mikro minimum inhibe edici konsantrasyon(MIK) ile en giiclii
bilesik oldugu bulunmustur. INH karsilastirildiginda, 4d> 300 bir segicilik endeksi ile
M. tuberculosis H37Rv ve INH-rezistan M. tuberculosis’e karsi sirasiyla 3 ve 185 kez
oldugu daha aktif bulunmustur(52).

Gokee M. ve arakadaslarinin yaptigi ¢alismada Bu calismada, yeni 6-slbstittie-3
(2H) -piridazinon-2-asetil-2- (p-sustitiite benzil) hidrazin V tlrevleri analjezik ve anti-
enflamatuar maddeler olarak sentezlenmistir. Bilesiklerin yapilari, spektral ve element
analizi ile aydinlatilmistir. Va, Vb ve V¢ Bilesikleri ASA’dan daha etkili bir analjezik
aktivite sergilemistir. Ayn1 zamanda bu deriveler indometazin gibi antienflamatuvar

aktivite géstermistir.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Ilk kez 1882'de Robert Koch tarafindan mikrobiyoloji diinyasina tanitilan
mikobakterium tiiberkiilozis, giiniimiizde, 6zellikle AIDS'in tanimlanmasindan sonra
o6nemli bir enfeksiyon etkeni olmaya devam etmektedir. Hastaliga karsi yeni tedavi
sekilleri ve yeni agilar arastirilmakta ve bunlar genellikle organizmaya konakg¢1 cevabini
degistirmeye yonelik tedavi ve korunma yontemleri olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Yaptigimiz calismada her iki yontem arasinda ilag direng patentlerinde yakin degerleri
gorulmektedir. Oncelikle 10 diliisyonunda (esit miktarlarda sus igeren) E.U ve U.K.T
hastalarina ait suslar ile c¢aligilan her iki yontemlede 4 bilesige karsi da direnclilik
gostermistir. Ancak susun konsantrasyonu azaltildiginda (10-4 diltisyonunda) 3-kloro-6-
sUbstituepiridazin I’e kars1 sensitiflik gosterdigi goériilmektedir buradan da su sonuca
varilabilir bakteri konsantrasyonunun azalmasi ile anti-TB ilacin etkinligi artmaktadir.
Buna benzer olarakta M.K.S, H.I.G ve R.K hastalarina ait suslar 6-sibstitie-3(2H)-
pridazinon-2-il asetohidrazit IV’e kars1 10-4 diliisyonunda ilaca kars1 sensitif oldugu
gorulmektedir.

Yaptigimiz caligmaya gore D.K ve B.O hastalarna ait suslarma Etil 6-slbstitle-
3(2H)-pridazinon-2-il asetat Ill, 40 pg/ml ila¢ konsantrasyonunda ilaca karsi direng
gosterirken 50 pg/ml konsantrasyonda ise suslar, ilaca karsi sensitif hale gelmektedir.
Bu da ilag konsantrasyonunun sus iizerindeki etkinligini artirmada olan Onemi
goriilmektedir. Ayrica Cizelge 3.9 tekrar incelendiginde, alamar mavisi yontemin ile
calisgilan 50 pug/ml den konsantrasyondan bir Onceki konsantrasyon olan 25 pg/ml
konsantrasyonda, D.K ve B.O ait suslar Etil 6-substitlie-3(2H)-pridazinon-2-il asetat
I1I’e kars1 direng gosterdigi gozlenmistir. D.K ve B.O’ya ait suglar agar proporsiyon
yontemi ile Cizelge 3.4’de belirtildigi gibi 40 pg/ml konsantrasyonda 6-substitiie-
3(2H)-pridazinon-2-il asetat 111’e kars1 rezistangosterdigi goriilmektedir. Tekrar Cizelge
3.9’ ye doniildiigiinde ise 3. maddeye karsi 50 pg/ml konsantrasyonunda hasta suslari
sensitiflik gostermekte oldugu goriilmektedir. Buradan da agar proporsiyon yéntemini
ve alamar mavisi yontemi arasinda suslar tizerinde ilag sensitiflik MIK hesaplanirken
uyumlu bir sonug¢ elde edilebilecegi sonucuna varilabilir. Buradan da her iki yontem

arasinda MIK belirlemede uyum oldugu gériilmektedir.
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iki yontem arasindaki uyumu gosteren diger bir drnek ise 10 konsantrasyonunda,
D.K ve B.O ait suslar i¢in 6-stbstitlie-3(2H)-pridazinon-2-il asetohidrazit 1\V’e karsi
gostermis olduklar1 sensitiflik konsantrasyonunda goriilmektedir. 25 pg/ml (Alamar
mavisi yontemini) de rezistanolan suslar 40 pg/ml’de (Agar proporsiyon yontemin)
sensitiflik gostermektedir, 50 pg/ml (Alamar mavisi yontemini) de sensitiflik gosterdigi

yapilan calismada goriilmektedir.

Calisma sonucunda elde ettigimiz verilere gore M.K’ ya ait sus 107
konsantrasyonunda, D.K ve B.O hastalarina ait suslar gibi sensitiflik gosterdigi
goriilmektedir ve iki yontem ile yapilan farkli konsantrasyonlarda gostermis oldugu ilag

paterni iki yontem arasindaki uyumu desteklemekte oldugu goriilmektedir.

AT ve HK. suslan ile yaptigimiz ¢alismaya gore secilen konsantrasyon ve
dilisyonlarda yeni sentezlenen ilaca kars1 sensitifik gostermemekte oldugu
gorilmektedir. Daha 6nceden de belirtildigi gibi A.T ve H.K. suslar1 segilen suslar
arasinda, RIF’e direnglidir secilen diger suslar ise RIF’e kars1 sensitiflik gosterdigi daha
once yapilan caligmadan bilinmektedir.

3-kloro-6substituepiridazin, 6-substittie-3(2h)piridazinon ve etil 6-substitlie-3(2h)-
pridazinon-2-il asetat turevlerinin anti-tlberkiloz aktiviteleri lizerinde ¢aligmalarin

devam etmesi gerekmektedir.
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