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OZET

COKLU iLACA DIRENCLI Mycobacterium tuberculosis IZOLATLARINDA
DELAMANID, LINEZOLID veTEDIZOLID’ e KARSI ILAC
DUYARLILIKLARININ MiKRODILUSYON YONTEMI iLE
DEGERLENDIRILMESI

Funda SAHIN
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Tiiberkiiloz (TB) oOzellikle gelismekte olan {ilkelerde Onemli bir halk saglig
problemidir. Cok ilaca direncgli (CID) Mycobacterium tuberculosis (MTB) izolatlar:
kontrol programlari igin &nemli bir sorun olmaktadir. Bu nedenle, CID-MTB
izolatlarinin tanisi, ve duyarlilik testleri i¢in yeni, hizli ve ucuz testlere gereksinim
vardir. Yaygin ilaca direncli tiiberkiilozun (YID-TB) ortaya cikisi ile Diinya Saglik
Orguti  (DSO), tiiberkiiloz kontroliinin ~ve mikobakteri laboratuvarlarinin
giiclendirilmesine, CID-TB hastalarinin tedavilerine 6zen gosterilmesine, yeterli anti-
TB ila¢ teminine, TB bulasmasinin dnlenmesine, yeni anti-TB ila¢ ve tani araclarinin
gelistirilmesine olduk¢a dnem vermistir. Giiniimiizde TB’nin ilag duyarlilik testleri i¢in
konvasyonel, ticari bazli antibiyotik duyarlilik testleri ve hizli tan1 saglayan molekiiler
yontemler kullanilmaktadir. Ancak konvansiyonel ydntemlerin zaman almasi ve
standardizasyonunda sikintilar bulunmaktadir. Ticari sistemlerin ise pahali olmasi, hem
hizli sonu¢ verecek hem de standardizasyonu kolay olan yeni tan1 yontemleri {izerinde
calismalar devam etmektedir. Cesitli indikatdr belirtecler kullanilarak yapilan
kolorimetrik mikrodilisyon testleri, antitiiberkiiloz ilag duyarlilik testleri hizli ve
duyarli bir sekilde yapilarak, direngli tiiberkiiloz olgular1 tanimlanabilmektedir.
Calismada CID-TB tedavisinde kullanilan DLM, LZD ve TZD ila¢ duyarlilig1 rezasurin
mikrotitre test yontemi ile arastirildi. Calismadaki 42 izolatin; DLM” in duyarlilig1 0,5-
<0,008 mg/mL, LZD duyarlilig1 ise 13 izolat 0,125 mg/L, 14 izolat <0,008 mg/L ve bir
izolat direncli bulundu. TZD ilacinin Tirkiyede ilk duyarlilbik g¢alismasini yapmis
olmakla birlikte; 10 izolat1 0,063 mg/mL, 19 izolatin duyarliligin1 <0,008 mg/mL olarak
tespit edildi. Elde edilen bulgular dogrultusunda MGIT yontemi ile heniiz ¢alisilamayan
ikinci segenek anti-TB ilaglarin duyarliliginin bu yontemle belirlenmesinin hizli ve
giivenilir oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: CID MTB, Delamanid, Linezolid, REMA, Tedizolid



ABSTRACT

EVALUATION OF DRUG SENSITIVITY AGAINST DELAMANID,
LINEZOLID and TEDIZOLID IN MULTI DRUG RESISTANT Mycobacterium
tuberculosis ISOLATIONS BY MICRODILUTION METHOD

Funda SAHIN
Master Thesis, Gaziantep University Health Sciences Institute
Department of Medical Microbiology
Supervisor:Prof. Dr. Tekin KARSLIGIL
Supervisor: Prof. Dr. Gulnur TARHAN
70 pages, June 2021

Tuberculosis is an important public health problem especially in developing countries.
Multi drug resistant Mycobacterium tuberculosis isolates that are resistant to at least
rifampicin (RIF) and isoniazid (INH) are an important problem for control programs.
Therefore, to make determination, diagnosis and safe susceptibility tests of MDR-TB
isolates; new, fast and inexpensive tests are needed. With the appearence of widespread
drug-resistant tuberculosis, World Health Organization (WHO) gives an importance to
strengthened the control of tuberculosis and mycobacteriology laboratories, to take care
of treating multidrug-resistant tuberculosis patients, to provide adequate antituberculosis
medication, prevention of tuberculosis transmission and the development of new
antituberculosis drugs and diagnosis tools.Nowadays, convectional, commercial based
antibiotic susceptibility tests and rapid molecular diagnosis methods are used for drug
susceptibility tests of TB. Nevertheless, long time taking convational methods and the
standardization of this methods can cause some problems. Conversely, studies are
continuing on new diagnostic methods that are expensive for commercial systems,
provide fast results and are easy to standardize. Colorimetric microdilution tests were
made using various indicator reagents, antituberculosis drug susceptibility tests in fast
and sensitive, resistant tuberculosis can be defined. In the study 42 isolates; DLM
sensitivity was found to be 0.5-<0.008 mg/mL, LZD sensitivity was 13 isotylals 0.125
mg/L, 14 isotylals <0,008 mg/L and one isotylat resistant. Although we carried out the
first sensitivity study of the drug Tedizolid in Turkey, we determined the sensitivity of
10 isolates 0.063 mg/mL and 19 isolates <0,008 mg/mL. According this findings, it was
determined that the sensitivity of second-line anti-TB drugs, which could’nt be studied with the
MGIT method yet, was fast and reliable.

Keywords: MDR-TB, Delamanid, Linezolid, REMA, Tedizolid



1. GIRIS VE AMAC

Tiiberkiiloz (TB), insanligin varolusundan bu yana Mycobacterium tuberculosis
kompleks (MTBK) ad1 verilen bir grup mikobakteri tarafindan olusturulan kronik bir
hastaliktir. Yeni gelistirilen tan1 ve tedavi yontemlerdeki ilerlemelere ragmen, halen

diinyada ve tilkemizde dnemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir (1).

Tiim diinya niifusunun yaklasik ti¢cte biri MTB ile enfekte oldugu kabul edilmekte ve
her yil 3 milyon kisinin hastaliktan 6limii ile sonuglanmaktadir. Mortalite ve
morbiditenin artmasindaki en O6nemli neden, tan1 koymada yasanan giicliikler, etkili

tedavi planlamasinda ve uygulamasinda yasanan sikintilardir (2).

TB, erigkinlerde HIV/AIDS’den (Human Immunodeficiency Virus/Acquired Immuno
Deficiency Syndrome) sonra en ¢ok oliime neden olan hastaliklardan biridir. TB’nin
onemli bir halk saglhigi sorunu olmasindaki en 6nemli nedenler arasinda HIV/AIDS
olgularinin artmasi, sosyoekonomik diizeyin diisiik olmasi, sinir 6tesi gergeklestirilen

gocler, kontrol programlarin géz ardi edilmesi sayilmaktadir (3).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) 6nerdigi tedavi protokolii; rifampisin (RIF), izoniazid
(INH), pirazinamid (PZD), streptomisin (STR) veya etambiitolden (ETM) olusan
kombine ¢oklu ilag tedavisidir. Suslar arasindaki major ilaglara karsi gelisen ilag
direngleri, tedavi protokollerini basarisiz yonde etkilemistir. DSO tiim bunlara bagh
olarak, tiiberkiiloz kontrol programlarmi gozden gecirmis, hizli tani yontemlerinin
validasyonlarini tamamlamak, dogrudan ilag uygulamasini yayginlagtirmak, izole edilen
basillerin direng tayinini gergeklestirmek icin tedavi protokollerinin yeniden

diizenlemesi sart1 ile 2025 yilina kadar TB’nin kontrol altina alinmasin1 dngérmiistiir

).

MTBK basillerinin 6zelliklerinden dolay1 hi¢ tedavi almamis olgularda (primer) ve
tedavi alan olgularda (sekonder) zamanla gelisen direng onemlidir. Cok ilaca direncli
tiiberkiiloz (CID-TB), tiiberkiilozun birincil tedavisinde kullanilan en az iki major ilag

olan RIF ve INH kars1 diren¢ gelismesi durumudur. Bunun yaninda yaygin ilaca direngli



tiiberkiilozda (YID-TB) ise kinolon grubundan ve parenteral yol ile verilen ikinci

secenek ilaclardan birine kars1 da direncin eklenmesidir (4).

TB’un kontrol programindaki, aktif olgularin tespiti, MTB’nin izolasyonu,
tiplendirilmesi ve ilag direncinin saptanmasi gibi 6nemli basamaklarin saglanmasinnda
mikobakteriyoloji laboratuvarlarina O6nemli gorevler diismektedir. Klasik tam
yontemleri, onemlerini devam ettirmesine ragmen, daha duyarli ve hizli tam
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (3). Bununla birlikte CDC (Centers for Diseanses
Control and Prevetion); YID-TB ve CID-TB suslarinin yayilmasinin engellenmesi igin,
direncli suslara kars1 yeni ve daha etkili anti-TB ilaglarin ve daha duyarli ve hizli tani
yontemlerin gelistirilmesi gerekliligine dikkat ¢ekmistir. Bu amagla CDC;

e Hastalardan alinan 6rneklerin kiiltiiriinde izole edilen MTBK suslarinda,

e Ug aylik kombine tedaviden sonra yaylma ve kiiltiir pozitifligi devam edenlerde,

e Tim tedavilere ragmen klinik cevap alinamayan hastalardan izole edilen

suslarda duyarlilik testinin yapilmasinin énemini vurgulamistir.

Belirtilen olgularda duyarliliklarin saptanmast ile;

> llaca direngli suslarin daha hizl tespiti,
» Tespit edilen olgularin daha etkin tedavisi,
> CID-TB yayiliminin minimuma indirilmesi ve iilkelerde uygun halk saghgi

programlarinin belirlenmesi miimkiin olmaktadir (4).

Direng sorununun kiresel boyutlara ulagmasi, ilaca direngli TB kontrol programlarinin
diizenlenmesini daha &nemli hale getirmistir. DSO bu amagla; CID-TB insidansinin
yiiksek oldugu iilkelerde ikinci kusak ilaglara antibiyogram yapilmasini zorunlu
kilmigtir. Bu konuda yayinlanmis uluslararast makalelerde, 2006 yilindan itibaren
ozellikle riskli iilkeler basta olmak iizere diinyanin gesitli bdlgelerinde CID-TB oraninin
giin gectikce yogunlastig1 goriilmektedir. Buna bagh olarak ikinci se¢enek ilaglara karsi
da direng gelismesi, tedavide yeni ila¢ kombinasyonlarmin gelistirilmesini ve
kullanimini zorunlu hale getirmektedir. Bu amagla DSO’niin 6nerileri dogrultusunda
tiim diinyada yeni ila¢ arayislar1 ve tedavi diizenlemeleri konusunda yogun calismalar

baglatilmistir. Giiniimiizde bu olgularda tedavi secenegi olarak son on yildir tedizolid,



linezolid, delamanid, bedaqulin, gatifloksasine vb. gibi ilaglar kullanilmaktadir.

Literatiirde bu ilaglara da zaman igerisinde direng gelistigi belirtilmektedir.

Diren¢ durumunun belirlenmesi ve tedavinin yonlendirilmesinde duyarlilik testlerinin
yapilmasi: kritik Onem tasimaktadir. Giliniimiizde ila¢ duyarlilik testleri igin,
konvansiyonel, ticari bazli antibiyotik duyarlilik testleri ve hizli tan1 saglayan molekiiler
yontemler kullanilmaktadir. Ancak konvasyonel yodntemler uzun zaman almakta ve
standardizasyonunda sikintilar bulunmaktadir. Ticari sistemlerin ise pahali olmasi, hizli
sonug veren ve standardizasyonu kolay olan yeni tan1 yontemleri lizerindeki ¢alismalari

artirmigtir.

Etkin ve hizli bir tedavinin saglanabilmesi i¢in antimikobakteriyel ajanlara karsi hizl
duyarhilik testlerinin kullanima girmesi gerekmektedir. Bactec MGIT 960 sisteminin,
standart agar diltisyon testine oranla, rutin kullanimda en ¢ok ¢alisilan yontem oldugu
gorilmektedir. Bunun yaninda indikator belirteglerinin kullanildigi kolorimetrik
yontemler de, uygulanmasi kolay, hizli ve ucuz metodlar olmasi nedeniyle 6zellikle
gelismekte olan iilkelerde rutin kullanima girmeye baglamstir.

Elde edilen bulgular, kolorimetrik yontemlerin, direngli suslarin ve ikinci segenek anti-
mikobakteriyel ilaglara kars1 duyarliligin belirlenmesinde pratik ve hizli testler olarak
kullanim alan1 bulabilecegine isaret etmektedir. Bu testlerin ve tiiberkiiloz tedavisinde
yeni ve ucuz ilag adaylarinin Ozellikle diisiik gelir diizeyine sahip {ilkelerde
yayginlastirilmasi, pahali tanisal sistemlere duyulan ihtiyaci da azaltacaktir. Bu caligsma,
CID-TB tedavisinde kullanilan delemanid, linezolid ve tedizolid gibi antitliberkiiloz
ilaglara kars1 duyarliligin, rezasurin mikrodiliisyon testi ile degerlendirilmesi amaci ile

yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Tarihge

Tiberkiiloz hakkindaki bilgiler insanlik tarihi kadar eski olmakla birlikte, ilk bilgiler
MO 3000 yillarda Nil nehri kiyisinda bulunan Dra Abu-El Naga isimli kasabada
yasanmistir. Buradaki ilk bilgiler 6len gen¢ bir kizin kanli balgam ¢ikarmasi ile
ogrenilmistir (kaynakca eklenecek Rothman). Pott’s apnesi (vertebra TB) hastaliginin
izlerine MO 8000 yillarda rastlanilmasi, o donemlerde TB’un epidemiler yaptigini
akillara getirmistir (5). Nil nehri vadisinde MO 1500-500 ve MO 500-0 yillar1 arasinda
iki biiyiikk epidemi yaptig1 kaydedilmistir. Kuzey Amerika’da MS 500-1500 ve
Avrupa’da 12.yy’dan sonra birgok epidemiler yapmustir. Ozellikle 17. ve 18. yy’lardaki
epidemilerde Avrupa niifusunun %70’1 TB’ a yakalanmis ve 1/7’si dlmiistiir. Hipokrat
MO 460’11 yillarda erime, tikenme anlamma gelen ‘fitizis> terimini kullanmistir (6, 7).
Bu hastaligin daha ¢ok 18-35 yas arasindaki kisilerde goriildiigiinii yazmustir (1). Tlk
olarak Aristo MO 354-322 TB hastahginin bulasic1 6zelliginin farkina varmistir.
Roma’l1 Celsus MO 30-50 yilinda tiiberkiil tanimini literatiire gecirmistir (6). MS I1. yy’
da F. Sylvius ise TB’ dan 6len hastalarin akcigerlerinde tiiberkiil olarak adlandirdigi
kiglk sert nodiillerin bulundugunu gostermistir (1, 6). Pierre Desault (1675-1737) ise
hastaligin bulasici oldugunu, temel bulastirict unsurun ise balgam oldugunu belirtmistir.
Robert Koch, TB’dan 6len bir hastanin akcigerindeki lezyonlarda basili gdstermis, bunu
kiiltiirde {iiretmis ve iretilen basil ile deney hayvanlarinda hastalik olusturmustur.
Boylece Koch 1882 yilinda Berlin Fizyoloji Derneginde TB’un MTB tarafindan
olustugu kanmtlamistir (6). TB hastaligina ait klinik bilgiler 6zellikle Roma
Imparatorlugu doneminde hekimlik yapmus iki kisiden Ogrenilmistir. Dr. Aretaus,
intermittant ates ve terleme ile birlikte genel bitkinligin de mevcut olduguna isaret
etmektedir. Bergamali hekim Galen, TB’un bulastiriciligini az olarak ifade etmekte,
bunun yaninda ates, hemoptizi ve terleme belirtilerinin oldugunu belirtmistir. Bu
hastaligin tedavisinde ila¢ onermemis tedavi i¢in egzersiz, seyahat etmek ve perhizin

onemli oldugunu vurgulamistir (1, 8, 9). Dunya tarihinde vereme etkisinden dolay1
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birgok isim verilmistir. Hastalar1 eriterek Oldiirmesinden dolayr “Tiiketim hastaligi-
consumption”, soldurdugu i¢in “Beyaz Oliim- Beyaz Veba”, bircok insanm yasamini
sonlandirdigindan dolay1 “Oliimiin Kaptani- Captain of the Death” isimleri verilmistir.
Tiirkce de ise en ¢ok “Ince Hastalik, teverriim, zaafiyet, duman” olarak gegmektedir. TB
basilinin bakteriyolojik ¢alismalar1 sonucunda Robert Koch basili balgamda kesfettikten
sonra Laennec dokuda basili tiiberkiil olarak adlandirmistir. Basilin saglikli hayvanlara
enjekte edilmesi ile TB hastaligin1 gelistirmislerdir (8). Basilin kesfinden sonra asi
caligmalar1 hiz kazanmistir. Calmette ve Guerin Vereme kars1 bagisiklik kazandiracak
diisiik viriilansli mikobakteriyi liretmek i¢in inekten elde ettikleri mikroorganizmay1
patates, sigir safrast ve gliserinden olusan kiiltirde 20 yil boyunca 230 pasaj
yapmislardir. Bagisiklik yanitin1 olusturan, fakat hastalik yapma yetenegini kaybetmis
bakteriye Bacile Calmette Guerin (BCG) adim1 vermislerdir. Asi diinyanin bir¢ok
yerinde yaygin olarak kullanilmis ve basariya ulagmistir (10). XVII ve XVIII
ylizyillarda sanayinin gelismesi ile birlikte insan sayisinin artmasi, yoksulluk,

savaslardan kaynaklanan ciddi salginlar ortaya ¢ikmis, Avrupa’y1 etkisi altina almistir.

Izmir’de 1923 tarihinde Verem Savas Dernegi kurulmus ve Istanbul’da verem savas
dispanserlerinin sayis1 artmustir. Istanbul Capa’da 1948’de Naile Saglam Verem
Arastirma Enstitiisii kurulmustur. DSO, Tiirkiye’nin yapmis oldugu calismalardan
dolay1 basarili bulunmustur. TB’da klinik olarak ilk tedavi 1947°de streptomisinin kesfi
ile baglamistir. Isve¢’te para-amino salisilik asitin bulunmasi ile yeni bir déneme
girilmistir. Tlaclarin tek basina kullanilmasi ile olusan direng gelisimi tedavide hayal
kiriklig1 yaratmis ve yeni ilag arayislarina baglanmistir. Robizek ve Selikof (ABD)
INH’in 1952 yilinda bulunmasi ile 18-24 ay siiren kombine tedavi donemi baslamistir.
Hastalarin ilaglart Giglii kullanmasi ile %90-95 tedavi edilebilir hale gelmistir. 1954
yilinda ETM, 1962 yilinda PAS bulunmustur. Fakat kesfedilen her ilagtan sonra direng
sorunu ¢ikmistir. 1970’lerde RiF’in kesfedilmesi, tedaviye eklenmesi ve kaze0z
odaklarda bulunan yar1 dormant basillere etkili oldugunun bulunmasi ile tedavi siiresi
daha da kisalmistir. Ozellikle PZD’in tedaviye eklenmesi ile tedavinin siiresini 6 aya
kadar kisaltmis ve tedavi basaris1 %95’lere tasimistir (11, 12). Antibiyotik tedavisinin
baslamasi ile gelismis iilkelerde TB’un diisme egilimi 1980’li yillara kadar siirmiistiir.
Daha sonra HIV/AIDS olgularinin ortaya ¢ikmasi ile yeniden dnem kazanmustir (12).
1994 yilinda DSO, TB ve Akciger Hastaliklarma Kars1 Birlik’in (IUATLD) 72 iilkeyi

kapsayan ila¢ direncinin izleme paterni programininim sonuglarini yaymlamistir.



Direncli olgular diinyanin her yerinde bulunmakta ve CID-TB oranin %3 ten fazla
oldugu iilkeleri sicak bolgeler (Hotspots)" olarak tanimlamistir. Verilere gére CID-TB
olgularin % 70’1 sadece 10 iilkede (Hindistan. Cin, Nijerya, Pakistan, Endonezya,
Giliney Afrika, Banglades, Filipin, Kongo, Etiyopya) bildirmistir (2). TB kontrol
programlar1 DSO tarafindan 1960 yilinda ¢ikan bir yasa ile verem savas dispanserleri
kurulmustur. TB miicadelesi hastaligin kontroliinde iilkemiz de saglanmis ve 1993
yilinda DSO’niin Acil Durum Ilan1 ve Dogrudan Gézetimli Tedavi Stratejileri (DGTS)
baslamistir (13). Hastalikta tedavi segeneklerinin ¢ok kisitli olmasi, hastalarin ilaglarla
uyumsuzlugu, CID-TB ve YID-TB suslarmin ortaya ¢ikmasi halk sorunu olan bu
durumun biiyiikliiginii orta koymustur. 2006 yilinda YID-TB, DSO ve CDC
tarafindan, CID-TB’ye ek olarak ikinci grup TB ilaglarindan iiciine daha direng olmasi
seklinde tanimlanmistir. Bu tanim1 9-10 Ekim 2006 tarihinde birakarak CID-TB’ye ek
olarak bir kinolon ve bir enjeksiyon ile verilen ilaca (kanamisin, kapreomisin, amikasin)
direng olmasi tanimini kabul etmistir (14). YID-TB, ikinci grup ilag tedavilerinin kot
uygulamasi1 olarak c¢ikmistir. Tedavilerin kisith olmast ve MTB genlerindeki
mutasyonlar sonucundan da diisiik orandaki direngli suslarin baskin sus haline
gelmesine ve ilaglara direncli olmasina yol agmaktadir. Basillerle enfekte kisilerde de
aym sekilde diren¢ durumu ortaya ¢ikmaktadir (14). Diinya da Uluslar Usti TB
Referans Laboratuvari Agi (Supranational TB Reference Laboratory Network) ile
yapilan IDT’in sonuglar yaymlanmigtir. DSO’niin 2013 raporuna gére; 2012 yilinda
Diinya ¢apinda 450.000 yeni CID-TB olgusu gériilmiis olup, 92 iilke tarafindan rapor
edilen CID-TB olgularmin ortalama %9.6’sinin YID-TB olgular1 oldugu rapor
edilmistir (2).



Sekil 2. 1. YID-TB olgulari (2)

MOR-TE provilence mow cages |
-
B %

l ] *6%

I No mbmale

® XDR-TE roporad

*Kirmizi ile isaretlenmis iilkelerde en az bir YiD olgusu bulunmaktadir. Bu iilkeler; Arjantin,
Ermenistan, Banglades, Brezilya, Sili, Cek Cumhuriyeti, Ekvator, Fransa (1 olgusi ithal), Amerika’
nin Georgia eyaleti, Almanya, italya, Giiney Kore, Letonya, Meksika, Peru, Portekiz, Rusya,

Giiney Amerika, Ispanya, Tayland, Birlesik Kralhk ve Amerika’dan olusmaktadr.

2006 yilinda DSO, mortalitenin azalmasi, bulasin engellenebilmesi, direng gelisimi,
tedavinin bagarisi i¢in TB kontrol programini yaymlanmistir. Diinya niifusunun %55’ini
ve tiim olgularin %27’sini igeren 148 iilkede gii¢lendirilmis Dogrudan Gozetimli Tedavi
Stratejileri-Art1 (DGTS-Art1) uygulamasini baslatmistir (15). 2009 yilinda DSO, CiD-
TB riskli bulunan diigiik ve orta gelirli 27 iilkenin bulundugu Genisletilmis-TB
programini yaymlamistir. Projenin amaci; kullanilan ila¢g maliyetlerini azaltmak ve

olusacak olan CID-TB olgularmin kontroliinii saglamaktir (2, 3).

TUm programlarin 1s1ginda 2025 yilina kadar TB’nin Kontrol Altina Alinmasi i¢in
hedefler yaymlanmistir. Ozellikle 1900’11 yillarda baslayan endiistrilesmis iilkelerde hiz
kazanan miicadele de 2025 yilina kadar hastalia bagli 6liim olgularin azaltilmasi,

hastaligin yayilmasini kontrol altina almak ve salgmlarin 6nlenmesi hedeflenmistir (2).



2.2. Mikobakterilerin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Mikobakteriler, prokaryot alemi icerisinde yer alan Firmicutes Phylumu, Actinobacteria
smifinin - Actinomycetales takimi iginde yer alan Mycobacteriaceae familyasinin
Mycobacterium cinsinde bulunurlar (16, 17). Bu cins icerisinde yer alan Mycobacterium
tiirleri, deoksiriboniikleik asit (DNA)’lerindeki yiiksek G+C igerigi (%61-71) ve hiicre
duvar yapisinda farkli miktarlarda bulunan mikolik asit iceren diger cinslerle (Nocardia,
%64-72; Rhodococcus, %63-73 ve Corynebacterium, %51-59) benzerlik gosterirler.
Birbirleri ile yakin iliski gosteren, DNA benzerlikleri ve bakteriyolojik ozellikleri
yoniinden “kompleks” adi altinda toplanmistir. MTBK olarak tanimlanan grup igerisine
M. tuberculosis, M. bovis (M. bovis BCG), M. africanum, M. pinnipedii, M. caprae, M.
canettii, M. microti, M. mungi, M. orygis olmak tizere 9 tiir bulunmaktadir. Bu grubun
disinda kalan tiirlere atipik mikobakteriler veya non-tuberkiiloz mikobakteriler (NTM)
veya tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM), M. fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis

ve M. avium complex (M. intracellulare ve M. avium) olarak isimlendirilir (18).

Sekil 2. 2. Mikobakterilerin sematik siniflandirilmasi



Actinomycetales
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Mycobacteriaceae Actinomycetaceae Streptomycetaceae
Mycobacterium Nocardia Actinomyces Streptomyces
TB Lepra NTM inf. S. griseus (Streptomycinin kaynagi)

l M. leprae S. mediterranei (rifampicinin kaynagi)

M. tuberculosis kompleks

(MTIBK) Uyeleri Fotokromojen (M. kansasii,
M. marinum, M. simiae)
1. M. tuberculosis Skotokromojen (M. scrofulaceum,

M. szulgai)
2. M. bovis (M. bovisBCG) Nonkromojen (M. avium,
M. intracellulare, M. xenopi, M. ulcerans)

3. M. africanum

4. M_ pinnipedii Hizh Ureyenler
5. M. caprae 1. M. abscessus
6. M. canettii 2. M. fortuitum

7. M. microti 3. M. chelonae

8. M. mungi 4. M. peregrinum
9. M. orygis

Sekil 2. 3.Mikobakterilerin genel 6zellikleri (22)
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Aciklamalar: a- 1 Y: bulundugu sicakhik derecesinde yavas iireyenler, 2 O: bulundugu sicakhik
derecesinde orta hizda iireyenler, 3 C: bulundugu sicaklik derecesinde ¢abuk iireyenler. b- 1 S:
smooth-diz koloni, 2 S/R: smooth-diiz rough-diizensiz olusturanlar. c- 1 f: fotokromojenler, 2 Sk:

skotokromojenler. + olumlu, — olumsuz, +- genellikle olumlu, -+ genellikle olumsuz, D; degisken

Basiller 0.2-0.6 um eninde, 2-10 um boyunda, aerop, sporsuz, hareketsiz, diiz veya hafif
kivrik, katalaz {ireten, diizgiin gomak seklinde dallanabilen mikroorganizmalardir (18).
Yavas lireme 6zelligi gosteren pleomorfik basiller, 12-18 saattte boltndrler. Optimum

tireme sartlar1 tiirler arasinda farklilik gostermesine ragmen pH 5-6, %5-10 CO; ve 37
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°C uygun ortamlardir. Koloniler uygun sartlarda 10-15 giinde goriilemeye baslar. En
onemli 6zelligi zorunlu aerop olmasidir (19, 20). Kompleks bir hiicre duvari yapisina
sahip olan mikroorganizma, plazma zari ile smirlanan sitoplazma ve bu yapiy1
cevreleyen lipitten zengin hiicre duvarina sahiptir. Sahip oldugu ¢ok miktarda lipofilik
makromolekiiller bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu durum aside dayanakliginin,
konak canli tarafindan salinan litik enzimlere karsi bakterisidal ilaglara karsi direng ve
bakterilerin bir araya gelerek toplanmasini saglar. Bakteriyolojik boyamalarda
kullanilan analin boyalariin hiicre duvarindan gegmesine izin vermez ve Gram boyama
ile boyanamazlar. Hiicre duvarindan analin- analin boyalar fenol ya da 1s1 islemleri ile
birlikte kullanilmas: gerekir. Hiicre igerisinde gegen boyalar ise asit-alkol ile
uzaklastirilir. Giiclii aside direnglik gostermelerinden dolay1 aside direngli (rezistan)

bakteri (ARB) olarak isimlendirilir (21-23).

Sekil 2. 4. Mikobakteri hiicre duvar yapisi
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Mikobakterilerin hiicre duvar yapist kompleksinin en i¢ tabakasinda, plazma
membraninin Ustiinde hiicreye sertlik veren kisa yapili peptid zincirleri ve capraz
baglarla baglanan peptidoglikan (murein) bulunur. Hiicre duvar yapisinin yaklasik
%35’ini  olusturur ve peptidoglikan tabakaya fosfodiester kopriisiiyle baglana
arabinogalaktan yapist bulunur. Bu yapi1 Corynebacterium ve Nocardialar’da da
bulunur. Mikolik asitler, arabinogalaktanlarin yan zincirlerindeki {i¢ arabino birimlerine
kovalent baglarla baglanirlar. Bu yap1 yaklasik 70 karbon atomu igeren, hiicre duvarinin
kalinligindan ve mikroorganizmanin aside direngli olmasindan sorumludur. Mikolik

asitler, trehaloz sekerlerine baglanarak kord faktorlerini olusturabilir. Yapinin en dis



tabakasinda polisakkarit, protein ve ¢ok az lipitlerden olusur. Yapinin igeriginde
bulunan o-1,4 glukan, mannan iceren lipomannan ve lipoarabinomannan gibi kapsul
yapilar1 bulunur. Hiicre duvar yapisinda bulunan lipitlerin bir¢ogu uzun zincirli yag
asitleri ve duvar agirhiginin %60’1m1 meydana getirir (Sekil 2. 4). Gram negatif

bakterilerde bulunan porin proteinleri mikobakteriler de bulunur (Sekil 2. 5) (23-25).

Sekil 2. 5. Mikobakteri hiicre duvari porin kanal yapisi
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2.3.Antijenik Yap1 Ve Virulans Faktorleri

Mikroorganizmanin hiicre duvar yapisinin karigikligi makrofaj aktivasyonu, graniilom
olusturma ve toksisite gibi degisik 6zellikleri ile etkileri bulunan polisakkaritler, lipidler
ve proteinler immiinolojik o6zellik gosterir. Infeksiyonda esas olarak anahtar

immunojenler proteinlerdir (26).

2.3.1. Old Tuberkdlin (OT)

Robert Koch TB basilinin bulunmasinin ardindan, filtrasyonla sterilize edilmesi sonucu
elde edilen saf iiriindiir. OT un infekte ettigi bireylerde basille kargilasmamis bireylere
gore daha belirgin reaksiyon olusturur. Bu nedenle tanida intradermal cilt testi olarak
kullanilmistir. OT’in besiyerine ait maddeler ve farkli komponentler icermesi nedeni ile
saflagtirilmasina gerek duyulmustur. Bu durum PPD’nin gelismesine olarak saglamistir

(26).



2.3.2. Saflastirilmis Protein Derivesi (Purified Protein Derivative-PPD)

OT’in kollodyen membranlardan siizdiiriilmesi ve amonyum siilfatla ¢oktiiriilmesi ile
ilk kez Ssibert ve Glenn (1941) tarafindan hazirlanmistir. Tamamen saflagtirilmamasi ve
capraz reaksiyon vermesine ragmen immiinodiagnostik Onemi giliniimiizde hala
mevcuttur. OT testinde tiiberkuloprotein 32 kD olmasina ragmen PPD’de 2 kD ve 9 kD
olmak iizere iki protein igerir. DSO tarafindan kabul edilen test olmasina ragmen PPD
testi, bireylerin sadece tiiberkiiloz bakterileri ile karsilasip karsilasmadigini

gostermektedir (26, 27).

2.3.3. Is1 Sok Proteinleri-HspX (65Kda, 38 Kda, 12 Kda)

Saperon benzeri proteinler olup, konagin T helper 1 (Thl) cevap olusturmasi ve
koruyucu immunite gelistirmesini saglar. Farkli ¢esitleri olup tiiberkiiloz basilinin

dormant fazda hayatta kalmasi ve apoptozdan korunmasini saglar (26).

2.3.4. 19 kDa Lipoprotein

Saflagtirilan proteinler arasinda 1s1 sok proteinlerine en ¢ok benzer ve imminojeniktir.
Yapr Toll benzeri reseptor 2 (Toll-like receptor: TLR:2) aracigi ile makrofajlardan
interlokin 12 (IL-12) dretilmesini inhibe eder. Yapinin monosit ve makrofajlarin

apoptozunda rol oynar (26).

2.3.5. ESAT-6 (Erken Salgilanan Antijenik Hedef) ve CFP-10 (Kultur Filtrat

Protein)

Interferon Gama (INFy) salimmini ve T hiicre iiretimini indiikleyen ESAT-6
mikroorganizmanin RD1 gen bolgesinden kodlanmaktadir. T hiicre sayisini proteinlere

kars1 olusan INF cevabi belirler (26).

2.4. Mikobakteriyel Lipidler
2.4.1. Lipoarabinomannan (LAM)

10



Hiicre duvarinda bulunur. Konak hiicre makrofajlarindan Tiimor nekroz faktorii-o

(TNF-0) salimimim arttirir. Yangisal tepkimeleri notrofilerin dokuya gegmesini saglar
(28).

2.4.2. WaxD

Peptidoglikolipid yapisinda olup Freud’s adjuvaninin etkisini arttirir. Bazi tiimorlerde

BGC agis1, immiinoteropatik etki gosterir (28).

2.4.3. Trehaloz-6,6 Dimikolat (Kord Faktor)

TB basillerinde kiime olusturma 6zelligi kazandirir. Adjuvan aktivite de iceren dnemli
bir virulans faktoraduar. Alternatif kompleman yolunu aktive etme, polimorfnikleer
16kosit gogiinii engelleme gibi 6zelliklerinin yani sira graniilom olusumunda da rol
oynar. Konak hiicre mitokondri membranina tutunarak, solunum ve oksidatif
fosforilasyonda hasara yol acar (28, 29).

2.4.4. Sulfolipidler (Sulfatidler)

Yapisinda  siilfir  bulunduran  glikolipidlerdir. ~ Fagozom-lizozom  fiuizyonunu
makrofajlarda  engellerler. Kord faktoriin  toksik olan etkisini artirir  ve
mikroorganizmay1 lizozom enzimlerinden korur (28, 29).

2.4.5. Fosfatidil Inozitol Mannozid (PIM)

Hapten 6zelligine sahip, lipid yapisinda ve koruyucu immiinitede rolii vardir (28, 29).

2.5. Patogenez
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Basilin insanla karsilasmasi ile ¢ok farkli goriisler ortaya atilmis olmasina ragmen,

patogenezdeki temel agamalar agsagida tanimlandig gibidir (30).

2.5.1 Evre |- Bulasma/Baslangi¢ Evresi (1. Hafta)

Mikroorganizmanin bulasi, Akciger-TB’u olan hastalarin dis ortama ¢ikardiklar
solunum sekresyonlarinin saglikli bireylerin solumasi ile ilk evre baslamis olur.
Sekresyonlarin sivi kaybetmesi sonucunda, 1-5 pm ¢apindaki damlacik g¢ekirdekleri
akciger alveollerine yerlesir. Alveoler makrofajlarla karsilagan basiller ilk karsilagsmada
viriilansi, dayanikligi ve makrofajlarin aktiviteleri savast belirler ve fagositoza baslar.
Bu evrede makrofajlarin antimikrobiyal yaniti ile proinflamatuvar direnci yeterli
olmadig1 i¢in, basillerin bir kismi1 6liir, bir kismi biitiinliiglinii bozmadan canli kalir ve

bir kismi antijenik yapilara ayrilir (26).

2.5.2. Enfeksiyon, Cogalma ve Yayilma (2-3 Hafta)

Makrofajlar icerisinde biitiinliigiinii bozmadan canli kalan basiller, makrofajlarin
biitiinliiglinli bozar ve basiller serbestlesir. Bu yikimla beraber kemokinler inflamatuvar
hucrelerin salimini1 saglayarak monositler, naturel killer (NK) hticreleri, T lenfositler
gibi hucreler lezyon bolgesine gelir. Basiller 15-18 saatte kontrolsuiz olarak 20 giinin

sonunda bolgeye gelen monosit ve lenfositler graniilom olusumunu baslatir.
Makrofaj icerisindeki basiller alveolar dentritik hiicrelerce alinir ve bolgesel lenf
bezlerine tasmarak lenfo-hemotojen yol ile tiim viicuda yayilarak graniilom

formasyonunu olusturur. Saglikli bireylerde basillerin biiylik ¢ogunlugu makrofajlarla

yok edilir. Yok edilemeyen biiyiuk kaze6z odaklar tiiberkiilomlar izole edilir (26).

2.5.3. Konakcida Immun Yanitin Gelisimi
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Konakg¢ida immun yanitin gelisimi 6nemlidir. Alveoler makrofajlar tarafindan TNF-alfa
ile otokrin aktivasyonu baglar. IL-1 ve IL-12 aracigiyla CD4+, CD8+ inflamasyon
bolgesine gelir ve makrofaj igerisinde peptit antijenlerine parcalanir Major doku
uygunluk kompleks (MHC)’ine baglanir. Antijenik epitoplar MHC-I ile CD8+, MHC-1I
ile CD4+ T lenfositlerine sunulur ve aktive olan T tenfositleri IL-2 salgilar. T

lenfositlerin inflamasyon alanina birikmesi i¢in gerekli uyarilar1 verir.

Bolgesel lenf bezlerinde MHC-1 ve 1l molekilleri ile CD4 ve CD8 T lenfositlere
sunulum gergeklesir. Stimiile olan hiicreleri INF-y salgilayan Th-1 ya da Tc-1
dontisiimii gerceklesir. Ayni zamanda B lenfositler farklilagir. Bu siirecte konakgida
hicresel immin yanit meydana gelir. Bu yanit makrofajlar igerisinde basillerin
canliligini inhibe ederek, sayica c¢ogalmasini durdurur. Ayni zamanda lezyonlarin

kiicilmesine, giris bolgesinde ve uzak bolgelerdeki basillerin azalmasini saglar.

Ekstraseliiler solid kazeéz dokuda basiller canliligini devam ettirir. Burada dormant
basiller uzun siire kaldiklar1 i¢in ilaglardan etkilenmeden, tiiberkiilin cilt testti

pozitiflesir. Enfeksiyonlu kisilerin %5’inde gozlenen bu tabloya primer TB denir (30).

2.5.4. Likefaksiyon ve Hizli Basil Cogalmasi, Yeniden Bulasma

Konagin kendini savunmasinda hiicresel immiim yanit etkili olurken, gecikmis tipte
asir1 duyarlilikta nekroz ve kavitelesmeye yol agan reaksiyona neden olur. Olgularin %
5’inde postprimer TB ya da reaktivasyon TB olarak basiller, lenfo-hemotejen yolla

yayildiginda tanimlanir.
Hiicresel immiinitenin yetersiz kaldigi1 durumlarda likefaksiyon ve nekroz artar, bununla
birlikte kavite olusabilir. Bronkojenik yol ile akcigerin diger bolgelerine yayilir ve

materyalin ekspektarosyonu ile saglikli bireyler de bu yapilarin solunmasiyla enfekte

edilmis olur (31-34).

2.6. Klinik
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Basiller zorunlu aerop oldugu i¢in, oksijen tutulumu iyi olan organlara yerlesmeye ve
hastalik tablosu olusturmaya yatkindirlar. Semptomlar sinsi baslangi¢ gostermesine
ragmen genellikle ates, gece terlemesi, kilo kayb1 gibi semptomlar gosterir. Eriskinlerde
gozlemlenen bu tabloya c¢ocuklarda kilo alamama, kuvvet kaybi, hirilti, effiizyon gibi

semptomlar eklenir (7).

2.6.1. Primer Tuberktloz

Solunumla alinan basiller;

. Ghon odag1 (AC parankimlerindeki pnémoni)

o Hiler lenf bezinde grantilomatdz inflamasyon

o Lenfanjit ile karekterize Ranke kompleksine neden olur. Primer infeksiyon
olarak adlandirilan bu tabloda hiicresel immiim yanit durdurulur ve hastaligin meydana

gelmesi ile sonlanir.

Subploral yerlesim gosteren olgularin %85’inde goriiliir. Lenf dolagimi akcigerlerde
soldan saga oldugu i¢in sol bolgedeki primer odaktan basiller; ilk etapta sol, daha sonra
sag hiler lenf bezlerini enfekte ederek bilateral lenfadenopatiye neden olur. Sag
AC’lerde ise daima ayni tarafa dogru lenfadenopati goriiliir. Ranke kompleksi genellikle
parankimde genis bir kitle olusturur ve bu ylizden AC grafilerde hiler lenfadenopati

goralur.

En sik gozlenen komplikasyon ise atelektazidir. Lenf bezleri asir1 biiyliyerek komsu
bronglara baski yapar ve brons liimenleri daralarak iltihabi reaksiyon ve basincin
artmastyla duvar delinir. Bunun sonucunda lenf bezinin igerigi bronsa alarak liimeni

tikamasiyla atelektazi ve/veya amfizem olusturur.
Primer TB genellikle asemptomatiktir. Olgularin %45-50’si 0-12 ay yasinda, 1 yas ve

ustlnde 9%85-90’inda ise rastlanti eseri ¢ekilen AC grafileri sonucu tani konur.

Genellikle fiziki muayenelerde semptomla karsilasiimaz.
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Plonezi bulgulart asir1 duyarlhilik reaksiyonlar1 sonucu fliktenli keratokonjoktivit ve
nodozom gorlebilir. Progresif AC-TB’li hastalar primer kompleksin iyilesmedigi

durumlarda ortaya ¢ikar (7).

2.6.2. Sekonder Tuberkiiloz

Primer enfeksiyon geciren olgularda latent halde bulunan basillerin sayica ¢cogalmaya
baslamasi ve/veya aktif TB’lu basil yayan hastadan, kisinin viriilan bir basil almasi ile

ortaya c¢ikan tabloya denir (7).

2.6.2.1. Endojen Reaktivasyon

Primer infeksiyon sirasinda latent halde bulunan basillerin, kiginin yasaminin bagka bir
doneminde hiicresel immiin yanitin da bozulma meydana gelmesi ile basillerin apikal-

subapikal bolgesinde aktif hale gelmesi durumudur (7).

2.6.2.2. Eksojen Reinfeksiyon

Daha oncesinde primer infeksiyon gecirmis bireylerin ve/veya aktif TB’li hastadan

viriilan basillerin alinmasiyla ortaya ¢ikan tablodur (7).

2.7. Epidemiyoloji

Tuberkiloz dinya tarihinde bilinmeye baslamasindan giiniimiize kadar, gelismis
tilkelerde goriilme orani diisiik olmasina ragmen diinya ¢aginda halk sagliginda ciddi

tehditler olusturmaktadir.

Diinya genelinde tiim 6liim olgulariin % 7’sini ve Onlenebilir 6liim olgularinin %26’
sma TB olgular1 olmaktadir. Bu verilere baktigimizda goriilme sikliginda ve

mortalitenin artmasinda;

i. llag direncinin yayginlagmast,
ii.  HIV/ AIDS olgularinin aramast,

iii.  Intravendz ilag kullaniminin yayginlasarak artmast,
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iIv.  Sosyokiiltiirel degiskenliklerin yayginlagmasi,

v.  Gogler,
Vi.  Zorunlu toplu yasam alanlarinda bulasin artmasi,
vii.  Hastalara ulasmada ve takibinde yasanan sikintilarin artmasidir.

TB’ nin bir toplumdaki durumunu ve ilerlemesindeki en giivenilir epidemiyolojik

veriler;

a. Direk mikroskobi muayenesinde basil pozitif tespit edilen hastalarin insidansi,
b. Yillik infeksiyon riski,
c. Infeksiyon hizindaki yillik degisimdir (35).

2.7.1. Dunyada Tuberkuloz

Tiiberkiiloz diinya capinda on 6liim nedeninden biri olarak halen devam etmektedir.
Diinya niifusunun yaklasik %86’s1 gelismemis ve gelismekte olan {ilkeleri
kapsamaktadir. Bu iilkelerin olgularin %95°1 tiim diinyadaki tiiberkiiloz olgularini
kapsamaktadir. Ozellikle Bat1 Afrika iilkelerine baktigimizda yaygin olarak goriilmekte
ve bu insidansin yiiksek olmasinda HIV/AIDS epidemisine baghdir. Gelismis iilkelerde

ise olgular geng bireylerden olugsmaktadir.

Tiberkiloz da urkutict olan en o6nemli nokta herhangi bir anti-TB ajani ile
karsilasmamis sokak tipi basillerin arasinda direngli suslarin artmasi, morbiditeyi
birlikte mortalite oraninin artmasidir. Ciinkii CID-TB mortalitesine %50-80’e kadar
cikarmaktadir. Bu suslarin enfekte oldugu kisilerin tani ile 6liim arasindaki siirenin kisa
olmasindan dolay1 tani ve tedavi i¢in hizli olunmasi gerekliligini ortaya koymustur.
Ciinkii tan1 ile 6liim arasindaki siire 4-16 haftadir. Bu siire CID-TB insidansinin ve
6liim oranim arttirmaktadir. Tiim bunlarm sonucunda CID-TB suslarin orantisal artigini
gelismemis ve gelismekte tilkelerdeki insidansini arttirmis ve uygulanan kiiresel kontrol

programlarin yavaglamasina neden olmustur.

Coklu ilaca direngli suslarin HIV’in artmasina bagl olarak gelismis Ulkelerde geng

TB’lu hastalarda, primer TB olgularin ve CID-TB nin artmasinda énemli bir etkendir.
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DSO’niin 2020 yili Global TB raporunda 2018 yilinda 14,1 milyon kisinin tedavi
edildigini, 6,3 milyon kisinin koruma programina alindigini; 2019 yilinda yayinlanan
bes yillik (2018-2022) hedeflerinde 40 milyon kisinin tedavisini ve 30 milyon kisinin
koruma programina alinmasini hedeflemektedir. TB’un tedavi, takip ve onlenmesi igin
2020 yilinda 6,5 milyar dolar harcandig1 ve 2022 yilina kadar bunun 13 milyar dolar
hedeflemektedir. Bu hedeflere ulasirken 2019 yilindaki ilerleme 2018 yilina gore daha
yavas geemistir. Diinya’da 2018 yilinda 333304 kisi CID-TB tedavisi yapilmis ve
bunlarin 8986 kisisi cocuk CID-TB oldugu belirtilmistir. 2022 yilina kadar bu say1 1,5
milyon kisiye ulagsmay1 hedeflemektedir. Gelismis iilkelerde yillik TB riskinin %0,1-
%0,01 diizeylerinde ve her yil bu oran azalmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde bu
oranin %0,5- 2,5 arasinda degismekte ve enfeksiyonun hizini azaltmaktadir. TB 6nleyici
tedaviler HIV’in artmasina baglh olarak belirlenen hedeflere 2020 yilina geldigimizde
yavagladigini gérmekteyiz (36).

2.7.2. Tiirkiye’de Epidemiyoloji

Tiirkiye’de Cumbhuriyetin ilk yillarinda Veremle Savas Cemiyeti kurulmus ve TB ile
miicadeleye baslanilmistir. Hastaligin 1950 lerdeki prevelansi %0,25 ve 1975°te %0,1°
dir. Fakat 1977°den sonra enfeksiyon riskinin artmis olmasi, ilerleyen donemlerde
tekrardan TB’u giindeme getirmistir. 2005 yilma kadar hasta verileri verem savag
dispanserlerinde toplanmakta olup, Saglik Bakanliginda il ve iilke diizeylerine gore
hesaplanmistir. Ulkemizde 2006 yilindan itibaren DGTS kapsamma gecilmis olup,

hastalarin verileri bireysel olarak toplanmakta ve raporlanmaktadir (37).

Diinyadaki toplam TB insidansinin ve mortalitenin en yiiksek oldugu bélgelerin Gliney
Dogu Asya ve Afrika oldugunu gormekteyiz (Sekil 2.7). Saglik Bakanligi Halk Saglig:
Genel Midiirliigii’niin 2018 Kiiresel Tiiberkiiloz Raporunda 2017 yilinin insidans: 100
000’de 17 ve mortalite hiz1 100 000’de 0,53 olarak belirtilmistir (Sekil 2.6, 2.7) (38).
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Sekil 2. 6. Toplam TB Olgularinin Yas Gruplarina ve Cinsiyete Gore Olgu Hizlar,
2017 (42)

Erkek ve Kadinlarda Yas Gruplarina Gére Olgu Hizlan, 2017

T T T T T T T 1
0-4 5-14 15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65 ve +
Yas Grubu
—+—Erkek —a—Kadin

Sekil 2. 7. Ulkelere Gore Tahmini TB Insidans Hizlar1, 2017 (42)

Diinya genelinde CID-TB olgularma sahip yiiksek riskli bolgeler arasinda iilkemiz
bulunmamaktadir (Sekil 2.8, 2.9). Tiirkiye’de tahmini Kiiresel TB 2018 Raporuna gore
R-RIF/CID-TB orani yeni tiiberkiiloz olgularinda %3,3, daha dncesinde tedavi gormiis
olgularda %14 olarak belirtilmistir (Sekil 2.10).
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Sekil 2. 8. Ulkelere Gore Yeni Tiberkiiloz Olgularinda R-RIF/CID-TB Orani,
2017 (42)

* Figures are based on the Most recant year for which data Nave boen reporied, which varios 3mong countries. Data cover the pariod 2002-2018.

Sekil 2. 9. Ulkelere Gore Onceden Tedavi Gormiis Tiiberkiiloz Olgularinda R-
RIF/CID-TB Oram, 2017 (42)
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Sekil 2. 10. Yeni, Onceden Tedavi Gormiis ve Tiim Olgularda CID-TB Sayilar,
2005-2017 (42)

Yillara Gére CiD-TB Olgu Sayilari, 2005-2017

250

Olgu Sayisi
@
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YiL

—+—Yeniolgular ——Onceden tedavi grmis olgular == Tm olgular

2017 yilinda Tiirkiye’de kaydedilen 12.046 TB olgularinin 68’inde (%0,6) HIV (+)
tespit edilmistir. 2018 Kiiresel Tiiberkiiloz Raporunda Tiirkiye’de 2017 yilindaki niiks
ve yeni TB olgularinda HIV prevelansinin %0-4,9 araliginda oldugu verilmistir (38).

2.8. Tiiberkiiloz flaclarin Etki Mekanizmalar1 Ve Anti-TB Ilaclar

Etki mekanizmalaria gére TB’da kullanilan ilaglar1 4 grupta incelenir.

1. Hiicre duvari inhibitor grubu (isoniazid, etambutol, etionamid, sikloserin),
2. Nikleik asit sentez inhibitér grubu (rifampisin, kinolonlar),

3. Protein sentez inhibitor grubu (streptomisin, kanamisin),

4. Membran enerji metabolizma inhibitérgrubu (pirazinamid).

Aktifolarak TB hastalar tizerine kullanilan bu ilaglar tuberkiloz basillerine karsi ¢ok

farkli metabolik aktivite gosterir.

2.8.1. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan Anti-TB ilaclar

Tan1 konulan hastalara, {ilkenin ila¢ direnci potansiyeline gore standart TB tedavisi
baslanir. Ana hedef hastalarin niiks gelisimini engellemek ve kiir saglamaktir. Ilk
olgularda INH, RIF, PZA ve EMB ilaglan ilk iki ay kullanilir. Sonraki dort ayda INH

ve RIF kullanilir. Direng gelisen olgularda ikinci segenek ilaglara gegilir.

Tedavide kullanilan ilaglar birinci ve ikinci kusak olmak iizere iki ana gruba ayrilir

(Tablo 2.1) (39).
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Tablo 2. 1. Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan anti-TB ilaclar

Birinci kusak ilaglar Ikinci kusak ilaglar

Streptomisin (STR) Sikloserin, p-Aminosalisilik asid
Isoniazid (INH) Etionamid, Protionamid, Tiasetazon
Rifampin (RIF) Amikasin, Kanamisin, Kapreomisin,
Rifabutin Levofloksasin, Gatifloksasin,
Rifapentin (RPT) Moksifloksasin

Etambutol (EMB)

Pirazinamid (PZA)

2.8.1.1. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullamlan Birinci Secenek Anti-TB ilaclar

Streptomisin (STR): 1lk kesfedilen aminoglikozidtir. Diger aminoglikozidlerde
oldugu gibi bakterisidal ve ribozomal peptid/ pretein sentezini inhibe eder. Gr (-)
ve Gr (+) bakterilere karsi yaygin bir kullanimi mevcut olmasina ragmen,
yiiksek direng profiline sahip olmasi kullanimimni kisitlamistir. Tarihsel olarak
akciger-TB i¢in ilk ve en etkili tedavi olmasina ragmen son dénemlerde MTB
suslarinda ortaya ¢ikan yaygin ilag direncinden dolayi izoniazid, pirazinamid ve
etambutol'iin ~ standart ~ kombinasyon  tedavisinin = etkili = olmadigi
durumlarda streptomisin, rifapentin, rifabutin, linezolid gibi MTB'ye karsi
aktivitesi olan diger antibiyotikler olan levofloksasin, gatifloksasin ve
moksifloksasin gibi.belirli florokinolon antibiyotikleri arasinda bir alternatif
tedavi olarak kabul edilmektedir (40, 41).

Izoniazid (INH): 1952'den giiniimiize kadar, TB tedavi rejimlerinde kullanilan
en Onemli ilagtir. Katalaz-peroksidaz KatG tarafindan aktive edilen,
Mycobacterium’ umlarin hiicresini olusturan mikolik asitler iiretimini engelleyen
cesitli radikaller ve eklentiler olusturan bir 6n ilagtir. Bu aktivite, INH' in giiclii
bir bakterisidal ajan olmasini saglar. Ayrica, KatG tarafindan iiretilen diger
tirlerle ve TB tedavisinde kullanilan diger ilaglarla sinerjik etki gostermektedir.
flaca duyarli suslar icin INH igeren, CDC tarafindan &nerilen dort ¢oklu ilag
rejimi vardir. Rejimler, 2 aylik bir baglangi¢ asamasindan ve ardindan 4 veya 7
aylik bir devam asamasindan olugsmaktadir (42, 43).
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Rifampin (RIF): Klinik olarak, hastaliga neden olan mikroorganizmalarin
tanimlandigi, ilag duyarliliginin belirlendigi enfeksiyonlar i¢in Onerilmekte ve
diger antimikrobiyal ajanlarla birlikte ila¢ direncini Onlemek igin
kullanilmaktadir. Aktif/ latent tiiberkiiloz tedavi rejimlerinde kullanilan 6nemli
bir ilagtir. Rifampin, DNA'ya bagimli RNA polimerazin (RNAP) inhibisyonu
yoluyla ya 5 'ucunda uzayan RNA'nin yolunu sterik olarak bloke ederek ya da
kisa RNA transkriptleri icin RNAP'!m afinitesini azaltarak antimikrobiyal
aktiviteyi iiretir. ilaca duyarh suslar i¢in INH igeren, CDC tarafindan énerilen

dort ¢oklu ilag rejimi vardir (44, 45).

Etambutol (EMB): 1960'lardan beri TB’yi tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.
Ethambutol, rifampisin, izoniazid ve pirazinamid ile birlikte TB igin ilk tedavi
yontemlerinden biridir. Etambutol, hiicre duvarindaki arabinogalaktanin
biyosentezine miidahale ederek bakteriyostatik etki eden bir ajandir.
Arastirmacilar, etambutoliin, bakteriyel hiicre duvari biitiinliigii i¢in gerekli olan
bir enoil-asil tasiyic1 protein rediiktazin1 kodlayan INH tarafindan hedeflenen,
INhA geninin bir transkripsiyonel baskilayicist yolu ile MTB karsi INH ile
sinerjistik etkilere sahip oldugu tahmin edilmektedir. Bir ¢aligma, etambutoliin,
inhA geninin INH duyarliligini artiran bir TetR transkripsiyonel duzenleyiciye
baglandigini gdstermektedir. Sonug olarak iki ilacin birlikte kullanilmasi, INH'

in etkisini arttirmaktadir (46).

Pirazinamid (PZA): ilk defa 1950’lerde etkisi gdsterilmis olan ilag, sterilize
edici birinci basamak TB ilacidir. PZA’nin biyoaktif formu olan pirazinoik
asidin, M. tuberculosis'te koenzim A'nin biyosentezini kesintiye ugrattigini
gostermistir. Son donemlerde tedavilerde major ilag seklinde INH ve RIF ile
kombine olarak kullanilmaktadir. Eger PZA kombinasyona dahil degil ise
tedavi sonrasi niiks orani, PZA kullananlara gore daha yiiksek bulunmustur.

Ayni zamanda monosit ve makrofajlarin i¢inde yavas cogalan basillere karsi

INH kadar tiiberkulisiddir (47).

22



2.8.1.2. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullamlan Ikinci Secenek Anti-TB laclar

Sikloserin, p-Aminosalisilik asid, Etionamid, Protionamid, Tiasetazon Amikasin,

Kanamisin, Kapreomisin, Levofloksasin, Gatifloksasin, Moksifloksasindir. Ozellikle

son donmelerde AIDS olgularinin artmasiyla M. avium kompleksi (MAC) basillerinin

neden oldugu, dissemine atipik tliberkiiloz gelisme riski nedeniyle MAC tiirii

mikobakterilere kars1 kullanilan 3. sira ilaglar (rifabutin ve makrolid antibiyotikler olan

klaritromisin ve azitromisin) bu siniflamaya eklenmistir (48).

Para-amino salisilik asit (PAS): Dar spektrumlu olan bu ilag, sadece TB
tedavisinde kullanilmaktadir. Paraaminobenzoik asidin yap1 analogu olup, ayni
zamanda para-aminobenzoik asidin folik aside baglanir. Konversiyonunu
kompetitif olarak basilin blokesini saglar ve bakteriyostatik etki gosterir. Ilac,
zay1f etki gostermesine ragmen, mikobakterilerin STR ve INH’e gore daha az
oranda diren¢ gostermektedir. Bu yiizden 2 yas ve altindaki TB tedavisi alan

cocuklarin, tedavi rejimlerine kombine kullaniminda kullanilir (37).

Etionamid (ETM): Ikinci kusak anti-TB arasinda bulunan ve birinci kusak
ilaglarin tedavi edemedigi veya kontrendike durumlarda kullanilir. izonikotinik
asitten TUretilmistir ve bakterisidal etki gosterir. Tam etki mekanizmasi
bilinmemektedir. Fakat INH’de oldugu gibi mikolik asid sentezini inhibe ettigi
diisiiniilmektedir. Ilag sadece oral yolla kullanilir (37).

Protionamid: ilag INH tiirevinde olup, farmakolojik &zellikleri yoniinden ETM”

ye benzer. Protionamid ile ETM arasinda ¢apraz direng gorulir (37).

Sikloserin: Streptococcus orchidaceus tarafindan iiretilen genis spektrumlu bir
ilagtir. Alanin rakemaz ve D-alanil-D-alanin sentaz’in hareketini kompetitif
olarak inhibe eden, A-alanin analogudur. Enzim hiicre duvar yapisinda bulunan
prekdrsorleri inhibe ederek hiicrenin blylmesinde ve gerilemesinde lizis yolu ile
oliimiine neden olur. ilag &zellikle akciger ve akciger dist TB’un tedavi
basarisizliginda kullanilir. Giliniimiizde diger anti-TB ilaglar1 ile capraz direng

goriilmemistir (37).
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Kanamisin, Amikasin, Kapreomisin: Bu grupta yer olan ilaglarin birgok
alanda benzer ozellik gostermektedir. ilag NTM’ler ve CID-TB olgularm
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu grupta yer olan ilaglarin benzer farmakokinetik
Ve toksisite sahip olmasindan dolay1 sadece parenteral olarak verilir. Gruptaki
ilaglar ototoksik ve nefrotoksik oldugu i¢in ayni anda birden fazla
kullanilmamali ve STR ile kombine kullanimi gerekir. Kanamisin ve amikasin
bir aminoglikozittir. Kapreomisin, Streptococcus capreolus tarafindan
olusturulan bir antimikobakteriyel siklik peptiddir. Tek basina kullaniminda
bakteriyel direng gelisir. Ilaca direngli TB hastalarinda diger ilaclarla kombine
kullanimi tavsiye edilmektedir (37).

Florokinolonlar: Bu grupta yer alan ilaglar DNA giraz inhibisyonu yaparak
bakterisidal etki gosterir. Enzim DNA replikasyonu sirasinda protein sentezinde
yetersizlige yol acgar. Bu ilacin diger anti-TB ilaglar ile etkilesimi 6nemli olup,
RIF ile birlikte kullanimi ile birlikte bakterisidal etkisini azaltabilir. Genis
spektrum etki gosteren ve bu grupta bulunan moksifloksasinin, RIF’ ne benzer
in vitro etkinlik gdstermistir. Ofloksasin ve siprofloksasin arasinda tam g¢apraz
direncin bulunmasi, in vitro sartlarda siprofloksasin ile moksifloksasin ve
gatifloksasin arasinda da g¢apraz direng oldugunu gosterilmistir. Bu grupta yer
alan ilaclar 1yi tolere edilmektedir. Bobrek yetmezligi bulunan TB hastalarinda;
siprofloksasin, ofloksasin ve levofloksasinin doz ayarlamasi gerekmektedir. Bu

gereklilik moksifloksasin i¢in mevcut degildir (37).

Linezolid: Gram pozitif baktrerilere karsi gelistirilmis, sentetik oksazolidinon
tirevi antibakteriyel ilagtir. Mikroorganizmanin 50s subiinitinin = 23s
boliimiindeki peptidil transferaza baglanir, 70s baslatici kompleks olusumunu
baskilar ve protein sentezini inhibe ederek bakteriostatik etki gosterir. Kendine
0zgii bir etki mekanizmasioldugu i¢in diger antimikrobiyal ajanlara kars1 direng
gostermez (49). Ilaca kars1 direnc nokta mutasyonlar ile ger¢eklesmektedir.
LZD baglanma noktasindaki azalma 23s rRNA’da gergeklesir (50). Son
donemlerde 6zellikle cok ilaca direncli Gram pozitif bakteriyel enfeksiyonlarda
kullanilmaktadr. ik direng raporu 2002 yilinda, 23s rRNA’daki gen mutasyonu

olarak bildirilmistir. Uzun siire kullaniminda baslangi¢ dozun etkisi azalmakta
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ve etki siiresi kisalmaktadir (51). RIF ile kombine kullaniminda, linezolidin
serum diizeyinde azalmasina bagli olarak ilacin etkisinin azalmasi
g6zlemlenebilir bir durumdur (52). Linezolid direnci esas olarak rrl'de 2061
nlkleotid pozisyonundaki bir mutasyon ve rplC'deki T460C mutasyonu ile
iliskilidir (53).

Tedizolid: 2014 yilinda FDA onay1r almig, faz 1l asamasini tamamlamus,
aksozolidinon tiirevi olup duyarli ve direngli Gr (+) bakteriyel enfeksiyonlarda
kullanilir. Bakteriyel ribozomun 23s rRNA ile etkilesime giyerek translasyonun

baslamasini engeller ve protein sentezini inhibe eder (54).

Bedaquiline: CID-TB tedavisinde son 40 yil igerisnde FDA tarafindan Faz 11l
calismalar1 tamamlandiktan sonra kullanimina izin verilen anti-TB ilagtir.
diarilkinolin yapisinda, mikobakterilerin ATP sentezi i¢in dnemli bir enzim olan
ATP sentetazin proton pompasini inhibe eder. Bu etkisi mikobakterilerin ATP’
lerine kars1t yiiksek secicilik gostermektedir. Yapilan hayvan caligmalari
sonucunda latent ve ¢ogalan basiller {izerinde esit miktarda etki gostermektedir.
Indiiklenen sitokrom P-450 tarafindan metabolize edildigi i¢in Rifamisin
ailesinden bir ilag ile alinmas1 6nerilmektedir. Toksik 6zelligi ve giiglii CYP3A4
inhibitorleri ile uzun kullanilmasindan o6tiirii ilaca duyarli TB tedavisinde

kullanim1 6nerilmemektedir (55, 56).

Sekil 2. 11. Bedaquilinin Etki Mekanizmasi

Direngli suslarda ATP
sentezini kodlayan genlerde
mutasyonlarin gerceklesmesi
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Delamanid: Anti-TB aktivitesi tespit edilmis bisiklik nitroimidazo aksazol
yapisinda, toksik etkinligi azaltilmis ve anti-TB 0Ozelligini arttirmak amaciyla
sentezlenmistir. Mikolik asit biyosentezini inhibe ederek etkinlik gdsterir. On
ilag Ozelliginde olup, direncli Rv 3547 mikobakteriler iizerinde metobolize
olmamaktadir. OPC-67683 faz 11l asamasinda olup, tedavideki konsantrasyonu
rifamisin gibi sitokrom ile metabolize olan anti-TB ilaglarla etkilesim

gostermemektedir (57).

Deltyba tarafindan gelistirilen 2014 tilinda kullanimina izin verilen ilacin CiD-
TB hastalarin iyi tolere edildigini, kiiltiir doniisiimlerini hizlandirdigini ve 6liim

oranini dusiirdiigii kanitlanmistir (58).

CID-TB, latent TB ve AIDS’li hastalarda kullanim1 bulunmaktadir. ilag flavin-
bagli nitroreduktaz Onciiligiinde aktif olmayan major metaboliti desnitro-
imidazaoksazol metabolitine déniistirmektedir. Aktif CID- TB ile anti-TB
ilaglarba beraber kullanim1 raporlanmistir (59). Bu ilacin mevcut birinci segenek

ilaglara kars1 ¢apraz direnci yoktur (60).

Delamanidin kendiliginden direng sikligi arastirildiginda spontan direng
frekansinin =~ MIC  degeri 0,05 mg/L  olarak  belirlenmistir  (57).

Akciger CID-TB tedavisi i¢in etkinligini gosteren Faz 1lb calisamalarinda 2014
Nisan ayinda onay almis, son 50 yilda basar1 ile gergeklistirilen yeni siniftaki iki
anti-TB ilagtan biridir. Delamanidin, barsak florasinin temel Gyeleri de dahil
olmak {lizere klinik olarak aerobik ve anaerobik bakteri tiirlerine karsi bir

etkinkligi gézlenmemistir (61).

Delamanid direncinin yapisal temelini aydinlatmayir amaglayan c¢alismalar,
ddn'de (Rv3547) bir mutasyonun 0nemini ortaya g¢ikarmistir. Ayrica, 6n ilag
aktivasyonu veya tegetsel F420 biyosentetik yolagi ile iligkili bes gen (ddn, fgd1,
fbiA, fhiB ve fhiC ) birkag direngli susta tanimlanmustir (53).
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Sekil 2. 12. Delamanidin kimyasal yapis1 (63)
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Sekil 2. 13. Mikobakteri hiicre duvar yapisinda delamanidin etki ettigi
bdlge (64)
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**Mikolik asit biyosentezinin delamanid inhibisyonunun etki bolgesi. Sekil, sol
taraftaki Mycobacterium tuberculosis membraninin yapisini ve sag taraftaki
delamanidin spesifik etki bolgesini gostermektedir. Delamanid, mikolik asit

biyosentezini spesifik olarak inhibe eder.

2.9.DIRENC MEKANIZMASI

Mikobakterilerde diren¢ kazanimi diger mikroorganizmalardan farkli olarak genellikle
genlerde meydana gelen spontan mutasyonlarin sub-optimal suslarin tedavi sirasinda
meydana gelir. CID’ in fenotiplerinde sadece tek bir gen mutasyonu ilag direnci olarak
gosterilmez. Diger ilaglara karsi gelisen direng baslangicta klasik mutasyonlara sebep
olur ve bunun yaninda mutasyon degisimlerinin birikimi arasinda kompleks CID
fenotiplerine neden olur. Prokaryot hiicrelerde spontan mutasyonlar diisiik diizeylerde
goriilmiis olmasina ragmen; gerceklesen mutasyonlar baz ¢iftinin baglanmasi ve

genomun biyiikliigi ile ters orantilidir. Yapilan ilk calismalarda mutasyonlara secilen
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ilaglar neden oldugu iddia edilmis, fakat ilk secenekte kullanilan anti-TB ilaglarin
bircogunda dirence neden olan mutasyonlarin bilinmesi ve basilde gergeklesen spontan
mutasyonlarin goriilme ihtimalleri de goéz Oniline alindiginda; gerceklesen her hiicre
boliinmesinde mutasyonun goriilme ihtimali 10 kat oldugu bildirilmistir. Hesaplamalar
g0z Oniine alindiginda; beklenen ve bilinen gen/genlerdeki mutasyon riski; RIF i¢in
3,32x107° INH i¢in 2,29x107® ve ayn1 anda RIF+INH’da gorilme ihtimalinin 1x107%4
oldugu bildirilmistir. Bir kavernde aktif olarak 108 bakteri basili goriilmesi olasidir.
Basiller arasinda intrinsik direng, kromzomal mutasyonlarla kazanilmis direncin

yaninda da goriiliir (62).

Mikobakterilerin hiicre duvarinda bulunan mikolik asitler, normal yapisal 6zelliklerin
disinda hiicre duvar permeabilitesini diisiirlir ve diger antibiyotiklerin hiicre icerisine
girmesini engeller. Bunun yani1 sira aktif olan eflilks pompasi sayesinde basillerin
florokinolonlara, aminoglikozitler ve tetrasiklinlere karsi dogal direncler sagladigi
bildirilmistir. Biyoinformatik analizler sayesinde Rv1698 ve Rv1973 suslarin dis
membranlarinda bulunan proteinler bazi antibiyotiklere kars1 intrinsik direngte rol aldigi
bildirilmistir. Tim bu yapilarin varligi goz oniine alindiginda, intrinsik direngte bu
mekanizmalar disginda baska mekanizmalarin  varligint  gdstermektedir. Bunun
sonucunda MTB’ de bulunan whiB7 geni bir CID determinantidir. Bu delesyon
sonucunda ise atasal CID determinant1 oldugu sdylenebilir. Intrinsik direng faktort, TB
tedavinin basaris1 i¢in dnemlidir. Tiim bu mekanizmalar1 inhibe eden yeni ajanlarin
kesfinde M. tuberculosis’e kars1 etkili potansiyele sahip, fakat rutinde kullanilmayan

bir¢ok anti-TB ajaninin kullanilmasi s6z konusudur (62).

2.10. Anti-TB ilaclarinda ila¢ Diren¢ Tanimlar:

2.10.1. Yeni Olguda Ila¢ Direnci

Tanist kesinlestirilen olgularin 1-3 ay veya daha kisa siire tedavi almis ya da tedavi

gérmemis ilag direncine denir. Primer ilag direnci olarak da adlandirilmaktadir (63).
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2.10.2. Tedavi Gormiis Olguda ila¢ Direnci

Hastalarin bir aydan daha uzun siire tedavi aldiktan sonraki direnctir. Eger alinan ilk
tedaviden Once varsa “primer”, tedavi sonrasinda ya da baslangigta gelismis dirence

“sekonder” ilag direnci olarak tanimlanir (63).

2.10.3. Cok ilaca Direncli Tiiberkiiloz

CID-TB, MTB’in diger anti-TB ilaglara direngli olsun veya olmasin en azindan
gunimuzde mevcut en guclu birinci-basamak anti-TB ilaglardan olan INH ve RIF'a
kars1 ayni1 anda diren¢ olusturmasi durumudur. Direng gelisen primer ilaclardan baska

diger ilaglara kars1 da direng gozlemlenebilir (63).

2.11. Korunma Ve Kontrol

TB basil sagan bir kisinin, saglikli bireyler ile ayni ortamda bulunulmasi sonucunda ve
saglikli bireylerin basillerin inhalasyonu ile gerceklesir. Bunun disindaki bulaglar

Oonemsizdir Verem savasin kapsaminda;

e Aktif olgularin erken tani ve tedavisi
e Bulasin engellemesi
e BCG agsist ile koruma

e Koruyucu tedavi ve/veya latent TB’nin erken tan1 ve tedavisini saglamaktir.

Hastalik 1980’lere kadar kontrol altina alinmistir. Ancak global hareketliligin atmasi,
HIV epidemisi, Anti-TB ilaglara karsi gelisen ilag direnglerinden otiirii tekrardan
hastalik yiikselise ge¢mistir.

2.11.1. BCG Asis1

Calmette ve Guerin bilim insanlarinin 1908 yilinda M. bovis’i 13 yil boyunca 230 kere
pasaj yaparak, 231. pasajlarinda sonra avirulan hale getirmistir. Hayvanlarda test
edilmeye baslanan as1 1930 yilindan sonra insanlarda kullanilmaya baslanmistir.

Guniimtzde M. bovis BCG susu kullanilmaktadir. As1 yapildiktan sonra basiller
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enjeksiyon yerinde Ureyerek 1-2 hafta sonra kana karisarak konak organizmaya
yayildig1 gosterilmistir. Milier TB ve TB menenjit komplikasyonlarini en aza
indirmektedir. Iki aydan biiyiik ¢ocuklara ilk dnce PPD testi ile kontrol edilir ve pozitif
olanlara as1 yapilir. BCG asis1 sol deltoid bélgeye intradermal olarak uygulanir. Daha
sonra as1 yapilan ¢ocuklara 8-12 hafta sonra tekrardan PPD yapilir ve test sonucu

negatif olanlar tekrardan asilanir. Koruyuculugu 5-6 yildir (10).

Akciger TB’u onlemede etkinligi %50 civarinda olarak kabul edilmesine karsilik,

Tiirkiye'de erigkinlerde %72,7 iken 0-6 yas grubunda %85 bulunmustur (38).

2.11.2. TUberkdlin Deri Testi (TDT)

TDT, TB basiline karst immun yanit veya enfeksiyon varligini géstermede kullanilan
bir Tip IV asir1 duyarlilik testtidir. TDT’inde kullanilan en sik antijen saflastirilmis
protein tiirevi ya da PPD’dir. PPD testinde kullanilan soliisyonlarda kiiltiirlerden
basillerin protein presipitatlarinin filtrasyonu ile yapilir. Tim diinyada PPD-S olarak
bilinir ve altin standart olarak kabul edilir. Test sol 6n kolun i¢ kismina intrakutan
olarak verilir. Bu ayn1 zamanda Mantoux yontemi olarak bilinir. Kisi eger daha dnce
basillerle karsilasmis ise bellek T hiicreleri ortama gelir ve lenfokinler salgilanir.
Salgilanan lenfokinler enjeksiyon verilen bdlgede inflamatuar hiicrelerin toplanmasi,
fibrinlerin birikimi, vazodilatasyon ve 6deme neden olur. Test 5-6 saat iginde

reaksiyonu baglatir ve maksimum 72 saatte maksimuma ulagir (28).

2.12. Tuberkiiloz Tam Yoéntemleri

2.12.1. Mycobacterium tuberculosis’in Mikrobiyolojik Tanis1

Hastaligin bulundugu bolgeye gore aktif TB tanisi; balgam, plevra, periton, beyin
omirilik sivisinda Ornek alinarak konulur. Son donemlerde yeni tani yontemleri
gelistirilmis olsa da mikobakterilerin tanisinda mikroskobi ve Lowenstein-Jensen (LJ)

besiyerinde kiiltiir altin standart olarak kabul edilmektedir (5, 64).
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2.12.1.1. Fenotipik Yontemler

2.12.1.1.1. Mikroskopi

Mikobakteriler aside direngli mikroorganizmalar oldugu i¢in temelde iki boyama
yontemi kullanilmaktadir. Basiller Karbolfuksin yonteminde (Ziehl-Neelsen, Kinyoun)
mavi zemin lizerinde kirmizi renkte, florokrom yonteminde ( auramin O, auramain-
rhodamin) ise sar1-oranj renkte floresan gérintusu verir. Boyama yontemlerinde %22-
80 oraninda duyarlilik gosterir. Mikroskobi de basillerin goriilmesi i¢in balgamin her
ml’ sinde 5000-10000 basilin bulunmasi gerekmektedir (65).

Mikroskobide degerlendirme yapilmasi i¢in en az 300 mikroskop alani taranmasi
gerekir. Degerlendirilen alanda basil goriilmemesi, negatif olarak kabul edilir. Birkag
basilin goriilmesinde siipheli, 100 alanda 1-9 basil goriilmesinde (+), 10 alanda 1-9 basil
gorulmesi (++), her alanda 1-9 basil gorilmesi (+++), her alanda 10 ve Uzeri basil

goriilmesi (++++) olarak raporlanir (65).

2.12.1.1.2. Kiiltiir Ortaminda Izolasyon Yontemleri

Mikobakteriyel kiiltiir yontemleri olarak kati ve sivi besiyeri olmak iizere ikiye ayrilir.
Kati besiyerlerinde yumurta bazli ve agar olmak iizere iki tiir besiyeri kullanilmaktadir.
Glintimiizde en ¢ok Petragami ve American Trudeau Society gibi kati besiyerleri
haricinde Lowenstein-Jensen (LJ) en yaygm kullanilan besiyeridir. Igerigi sayesinde
kontaminasyonu engeller ve mikobakteriler i¢in uygun lireme kosullarini saglar. Agar
bazli en cok tercih edilen besiyerleri; Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 dir.
Bactec 460TB, Bactec 900 MB, Bactec MGIT 960, , ESPIl, MB Redox, MB/BacT
ALERT 3D gibi cesitli sivi besiyerleri bulunmaktadir. Mikobakterilerin izolasyonu i¢in
modifiye Kirchner besiyeri kullanilmaktadir. (65).

2.13. Duyarhhik Yontemleri

TB tedavisinde basar1 saglanabilmesi i¢in, ila¢ duyarlilik testinin yapilmasi son derece

onemlidir. Duyarlilik sonuglari olmadan yapilan tedaviler diren¢ gelisimini ve tedavi
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basarisizligim arttirmaktadir. CDC ve DSO’niin yayinladigi rehberlerde basilin izole
edildigi her hastada, ii¢ aylik tedaviden sonra yayma ve kiiltiir pozitifligi devam edenler
ve tedavilerinde klinik yanit alimamayan hastalarda diren¢ testinin yapilmasini

onermektedir.

Bunun haricinde direng tespit edilmis hastalarla temas Oykiisii bulunan, kaviter lezyonu
olan HIV ile infekte hastalar ve yiksek ila¢c direnci bulunan bolgelerde (primer
izoniazid direnci %4’den fazla) hastalik etkeni tespit edilmis kisiler i¢in tedaviye

baslanmadan 6nce diren¢ durumunun bilinmesi 6nem tagimaktadir.

Anti-TB ilaglara kars1 duyarliligin belirlenmesinde en hizli ve giivenilir yontemi
saglamada degisik tekniklere dayali yontemler kullanima girmistir. Bunlardan en

yaygin olarak kullanilanlar

1. Anti-TB ajan1 bulunan ya da bulunmayan kiltir ortaminda iiremenin
makroskobik olarak takibi

2. Metabolik aktivitelerin tespiti ve 6l¢iimi

3. Mikobakteriofaj lizisi

4. Molekiler yontemlerle genetik mutasyonlarin belirlenmesi temeline dayanir.

Basillerin anti-TB ilaglara kars1 ilag duyarliligin belirlenmesinde direkt ve indirekt
metotlar yontemler kullanilmaktadir.

Direkt yontemler; preparati hazirlanan klinik 6rneklerde mililitresinde basil sayisinin
hesaplanmasi, homojenizasyon-dekontaminasyon islemlerinin sonrasinda besiyerine

ekimi iglemlerini kapsamaktadir.

Indirekt yontemler; klinik orneklerin saf kiiltiirlerinde aside direngli basillerin izole
edilmesi ve uygun inokuliimler hazirlanarak besiyerlerine ekimi yapilir.

Anti-TB ajanlara yonelik kullanilan antibiyogram yontemleri;
1. Fenotipik yontemler

1) Klasik Kiltiir Yontemleri: Oranti  (proporsiyon) Yontemi, Mutlak

Konsantrasyon Yontemi, Direng Orant Y 6ntemi
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2. Hizh Kiiltiir Yontemleri
1) Radyometrik Kultlr Sistemi
iii) Floresan Kdltir Sistemi
iv) Kolorimetrik Kiltlr Sistemi
v) Karbondioksit Olusumunu Saptayan Sistem

vi) E-test

3. Bakteri Varligina Dayanan Y ontemler
1) Lusiferaz Tastyict Faj Yontemi (LRP)
i) Biyoluminesans Yontemi

iii) Flow Sitometri Yontemi

4. Genotipik Yontemler
i) DNA Dizi Analizi
i) Ters Hibridizasyon
iii) RNA/RNA Mismatch Analizi
Iv) PCR-SSCP (Single-Strand Conformational Polymorphism)
v) Heterodubleks Analiz
vi) Real Time-PCR
vii) DNA Microarray (66, 67).

2.13.1. Fenotipik Yontemler

Bu yontemin degerlendirme asamasinda kritik konsantrasyon ve kritik proporsiyon
kavramlar1 onem tasir. Kritik konsantrasyonda; besiyerlerine ilag eklenerek, belirli
miktarda ve/veya oranda bakterinin Uremesine izin verilir ve antibiyotik konsantrasyonu

teyit edilir.

Kritik proporsiyon belirli bir konsantrasyonda ureyen bakteri populasyonu oranidir.
Yapilan caligmalarda anti-TB ajanlara karst direngli basil oraninda %1 diizeyi genel
olarak kriter alinmaktadir. Ajanin bulundugu besiyerinde ¢ogalan mikobakterilerin

sayis1 eger %1’in altinda ise duyarli, %1 in tizerinde ise direngli olarak kabul edilir (66).
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2.13.1.1. Orant1 (Proporsiyon) Yontemi

Direncli basillerin anti-TB ajanlara karsi orani kriter olarak %1 diizeyinde ayarlanir.
Oran1 tayin etmek icin besiyerinde kullanilan bakteri miktar1 ilacin eklendigi
besiyerinde 100 kat daha azdir. Ajanin bulundugu besiyerinde iireyen kolonilerin
miktari, kontrol besiyerindeki kolonilerin miktar1 ile karsilastirilir. Direngli basiller

ajana karsi test edilen popiilasyon yiizdesi olarak belirlenir (66).

Bu test i¢in ajan eklenmis LJ besiyeri ve/veya Middlebrook 7H10 kullanilir. Kiiltiirde
iiretilen basiller Mc Farland No:1,0 bulanikligina ayarlanir. 107, 107, 107 ve/veya 1072,
107liik diliisyonlar yapilir. Diliisyonu yapilan siispansiyonlardan ila¢ icermeyen
kontrol besiyerine ve ajanin eklendigi besiyerine ekim yapilir. Kiiltiirler 3-4 hafta 37
°C’de inkibe edildikten sonra koloni sayimi yapilir. Belirlenen ajana karsi test edilen

basillerin oran1 %1’in altinda ise duyarli, %1 ’in {istiinde ise direngli olarak yorumlanir.

Oran hesaplamada kullanilan formdil;

Diren¢ Yuzdesi= Ajanin bulundugu besiyerindeki koloni sayist x100

Kontrol besiyerindeki koloni sayisi

Indirekt olarak ydntemde, kiiltiirde iiremis basiller ve/veya ARB boyama sonrasinda
mikroskobide goriilen klinik materyalden yapilabilir. Validasyonu saglanmis ve kabul

gormiis bir yontemdir (66).

2.13.1.2. Mutlak Konsantrasyon Yoéntemi

Anti-TB ajanlar1 iceren ve icermeyen besiyerlerine 2x107 - 1x10% cfu/ml
mikobakteriler inokiilom edilir. Degerlendirme 14 giin sonra yapilir ve son

degerlendirme de 4. haftanin sonunda yapilir. Koloni sayist 20 den fazla olmasi

besiyerinde, basillerin direngli oldugunu seklinde yorumlanir (66).
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2.13.1.3. Diren¢ Oram Yontemi

Farkli oranda diliisyonlar iceren ajanlarin bulundugu besiyerlerine ekilen
mikobakterilerin MIK degeri belirlenir. Testte tiim anti-TB ajanlarina duyarl oldugu
bilinen H37Ra 25177’da inkiile edilir. Ekilen basillerin H37Ra25177’nin MIK

degerinden 8 kat ve/veya yiiksek ise direngli olarak yorumlanir (66).

2.13.2. Hizh Kiiltiir Yontemleri

2.13.2.1. Radyometrik Kulttr Sistemi (Bactec 460-Becton Dickinson)

Standart bir yontem olarak CLSI’min (Clinical and Laboratory Standarts Institue)
belirledigi standartlar kabul edilir. Calisma prensibi; Bactec 12B siseleri, besiyeri olarak
kullanilir ve igerisine palmitik asit bulunur. Inokiile edilen basiller substratlar1 primer
karbon ve enerji kaynag olarak kullanir. Ortama *CO2’yi agiga ¢ikartir. Metabolik son
triin olan **CO; Bactec 460 cihazi siselerindeki radyoaktiviteyi dlcer ve 0-999 smirlar
icerisinde say1 olarak sonug verir. Besiyerlerinde olusan *CO2 miktar1, oran iiremenin

bir sonucu oldugu i¢in dogru orantili sekilde artar.

Bu yontemle birince segenek olarak kullanilan anti-TB ilaglara karsi duyarliliklari hizli
bir sekilde test edilir ve 3-5 giin igerisinde sonuglanir. Direngli basillerin oranini
belirleyememesi ve radyoaktif madde kullanilmas1 en biiyiik dezavantajidir. Testin agar

orant1 yontemiyle %90 uyum saglamas1 CLSI tarafindan standart yontem olarak tavsiye
edilmektedir (66).

2.13.2.2. Floresan Kultur Yontemi (Bactec-MGIT 960-Becton Dickinson)

Besiyeri olarak kullanilan Middlebrook 7H9’un alt kisminda ruthenium kompleksi
bulunur ve kapaklar silikon ile kaplidir. Oksijen yogunlugunun fazla olmas tiiplerde,
UV isinlara karst 1s1ma meydana gelmesinden dolayi, mikobakteriler tarafindan O2’nin
kullanilmast ve CO2’nin birikmesi sonucunda UV isinlari ruthenium kompleksin
degisiklige neden olarak floresan renk verir. Floresan miktari indeks olarak kabul edilir

ve kiiltiir pozitifligi olarak degerlendirilir.
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Antibiyotik duyarlilii, ilaglhi ve ilagsiz tiiplere ayn1 miktarda basillerin inokiillomu

yapilir. Inkiibasyona birakilarak iireme durumlar1 kontrol edilir. Basillerin tiremesi ve

saptanmasi teknik olarak BACTEC 480 ile aynidir. Kontaminasyon oraninin yiiksek ve

radyoizotop kullanilmasi1 dezavantajdir (66).

2.13.2.3. Kolorimetrik Kiltir Sistemi

BacT/ ALERT MD: Mikobakterilerin {iremesini besiyerlerde olusan CO2
miktarina gore belirler. Tam otomatize olmasi, bilgisayar ile desteklenmesi ve
radyoizotop icermemesi en Onemli avantajdir. Testlerin sonuglanmasi

BACTEC 460’a gore daha uzun olmasi dezavantajdir (68).

Rezasurin/ Alamar Mavisi Oksidasyon Gostergesi: Rezasurin ve/veya
Alamar mavisi olarak biline indikatorler bakterilerin Greme durumuna gore
mavi renkten pembe renge doniisen boyalardir. Birgok bakteride antibiyotik
duyarlilik testlerinde kullanilan bu indikatorler ile yapilan calismalar
sonucunda Mikobakteriler i¢cin de kullanilabilecegini gdstermistir. Basiller
Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde iiretilir ve Mc Farland No:1,0’a gore
sispansiyon hazirlanir. Hazirlanan siispansiyonlar buyyonda 1:5 oraninda
sulandirilarak, teste alinan anti-TB ajanlari sivi besiyerinde ¢ift kat sulandirilir.
Diliie edilen tiiplere, kiiltiir siispansiyonlar1 eklenir. Testte kullanilan son
mikroorganizma say1s1 6x10° cfu/ml’ dir. Aymi sekilde ilag icermeyen (¢ tiipe
de ekim yapilir ve tiim tiipler 35°C’ de inkiibasyona birakilir. Kontrol ttpleri
7.,10. ve 14. giinlerdeki degisimlerine bakilarak ila¢ i¢eren tiiplerin hazir olup
olmadig1 anlasilir. Kontrol tiipiine 0,02 ml alamar mavisi ve/veya 0,05 ml
rezasurin soliisyonu 0,05 ml %5°lik Tween® eklenir. 2 saat 50 °C’ de inkiibe
edilir. Bu slirenin sonunda tlplerdeki rengin maviden pembe renge degisimini
engelleyen ila¢ konsantrasyonu MIK olarak yorumlanir. Kantitatif, hizli ve
radyoizotop igermemesi avantaj saglamaktadir. Testin yorumlamasi agar oranti

yontemi ile %97 oraninda uyum gostermektedir (68).

Karbondioksit Olusumunu Tespit Eden Sistem: ESP Kiiltiir Sistemi:
Besiyeri olarak Middlebrook 7H9 sivi besiyeri kullanilir. Mikobakterilerin
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metabolizmalar1 sonucunda olusturdugu gazlarin 6l¢ilimiine dayanmaktadir.

Radyoizotop igermemesi ve bilgisayar destekli olmasi avantaj saglar (68).

2.14.2.5. E-Test

Birinci ve ikinci kusak olarak kullanilan anti-TB ajanlarin MIK degerlerini belirlemek
icin kullanilan basit ve ucuz bir yontemdir. Uygulama sirasinda, testin okunmasinda

tecriibe ve dikkat igermesi dezavantaj saglar (66).

2.14.3. Bakteri Varhgina Dayanan Yontemler

2.14.3.1. Lusiferaz Tasiyic1 Faj Yontemi

Ates boceginin kuyrugunda bulunan ve lusiferaz genini tasiyan bir enzim kullanilir.
Genin transkripsiyonun ve fajlarin ¢ogalmasi sonucunda bol miktarda lusiferaz enzimi
olusur. Bununla beraber ortamda substrat olarak lusiferin eklendiginde,
mikobakterilerin hiicre duvar yapisinda adenozin trifosfat (ATP) varlig ile katalize olur.
Bu olusum sirasinda 151k meydana gelir ve fotometre ile yogunlugu ol¢iiliir. Olusan
1s1n1n yogunlugu canli basil ile dogru orantilidir. Anti-TB ajanlara duyarl basillerde 151k

meydana gelmez fakat direngli olanlarda 151k varligi devam eder (66).

2.14.3.2. Biyoluminesans Ydntemi

Kiiltiirlerden ATP’nin ekstraksiyonu ve dlglimiine dayali bir yontemdir. Bu yontemde
ATP’y1 monitorize ederek 1sik liretimi luminometre ile Olgiiliir. Olusan 151k miktari
ortamdaki canli basil sayisi ile dogru orantilidir. Anti-TB ajanlara duyarli basillerde 151k
meydana, gelmez, ancak direngli basillerde 151k varligi devam eder (66).

2.14.3.3. Flow Sitometri Yontemi

Testin temeli MTB’nin floroserin diasetat (FDA)’1 hidrolize edilmesi ile basillerin flow

sitometri analize ile tespitine dayanir. Duyarli olan basiller anti-TB ajanlarla beraber
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Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)’y1 diisiik miktarda hidrolize eder. En biiyiik

avantaji 24 saatte sonug vermesidir (66).

2.14.4. Genotipik Yontemler

Molekiiler ¢aligmalar, 1960’11 yillardan bu yana ciddi mesafeler kat etmistir. MTB’e
kars1 direncin belirlenmesinde az miktarda iireme gerektirmesi ve hizli sonug vermesi

avantaj saglamistir. Fakat dirence neden olmayan sessiz mutasyonlari tespit edememesi

dezavantaj saglar. Genellikle INH ve RIF direncinin saptanmasinda kullanilir (68).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gaziantep Universitesi’nin 2019/223 say1 ve 03/07/2019 tarihli etik kurul
onay1 ve Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Biriminden saglanan
destek (GAUNAP-TF.YLT.19.56) ile yapilmistir. Calismada Adiyaman Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji ABD kiiltiir koleksiyonunda bulunan, konvansiyonel
yontemlerle ayni1 anda RIF ve INH direnci saptanan 50 adet M. tuberculosis izolat: dahil
edilmistir. Calisma Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji ABD

Arastirma Laboratuvarinda yapildu.

Calisma oncesinde tiim izolatlarin LJ besiyerinde sub kiltirlerine ekimi gergeklestirildi.
Kalite kontrol icin ATCC-27294 H37Rv susu kullanildi.

3.1. Middlebrook 7H9 Broth Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen toz halindeki besiyeri, hassas terazide 4,7 gr tartildi ve
borosilikat siseye aktarildi. Uzerine 2 ml gliserol ve 900 ml distile su eklendi.
Borosilikat sisenin agiz kismu steril gazli bez ile kapatildi. Hazirlanan besiyeri 121 °C’
de 10 dakika 1 atm basing altinda otoklavdandi. Benmari de otoklavdan alinan besiyeri
50 °C’ ye kadar sogutuldu. Besiyeri igerisine 100 ml ADC (Albumin Dextrose Catalase
Growth Supplement) suplement ve %2’lik Tween®*® (Sigma-Aldrich) eklendi.

Hazirlanan besiyeri kullanim siiresine kadar +4 °C’de muhafaza edildi (69).

3.2. Rezasurinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen Rezasurin tozu (Acros, Morris Plains, NJ, USA) %2’lik
olacak sekilde hassas terazide tartilarak steril borosilikat siseye aktarildi. Hazirlanan

¢ozelti kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi (70).
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3.3. McFarland Hazirlanmasi

McFarland 0,5 standart: olusturmak (1x10® CFU/mL) icin Siilfiirik asit (H.SOa4) ve
Baryum kloriir (BaClz) molar eriyiklerinden % 1’lik ¢ozeltiler hazirland1 ve tabloda
gosterilen oranda karistirildi (Tablo 3.1). Hazirlanan ¢o6zelti c¢alisma giinii referans

alinarak, slispansiyonlarin bulaniklar1 ayarlandi (Resim 3.1) (71).

Tablo 3. 1. McFarland Tiirbidite Standardi No: 0,5

H.SO4, 0,18 M 99,5 mL
BaCl, 0,048 M 0,5mL

Resim 3. 1. McFarland degerleri (Bir numaral tiip McFarland No: 0.5, iki

numaral tiip McFarland No: 1.0 ve ii¢ numarah tiip McFarland No: 2.0)

3.4. la¢ Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Calismadaki antibiyotik etken maddelerin iiretici firma Onerileri ve CLSI kriterlerine

gore uygun coziicliler ile sulandirilarak, stok soliisyonlar1 hazirland1

Anti-TB ilaglarin miktarlar1 Agirlik (mg) =Hacim (mL) x Konsantrasyon (ug/mL) /
Potens (pg/mg) formiiliine gore hazirlandi. Her antibiyotik i¢in potens degerlerinin

belirlenmesinde 1Uretici firmalarin analiz sertifikalart temel alindi. Kullanilan
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antibiyotikler hassas terazide tartilarak, ¢oziiciilerine eklendi ve stok soliisyonlar

hazirlandi (Tablo 3.2) .

Tablo 3. 2. Hazirlanan Anti-TB Ilaclarinin Céziiciisii ve Konsantrasyonu

Cozucusu Son Konsantrasyon
Tedizolid (BLDPharm)  Dimetil sllfoksit (DMSO, 1 ug/ml

(CH3).S0)
Linezolid (BLDPharm)  DMSO 1 ng/L
Delamanid (BLDPharm) DMSO 1 ng/L

Hazirlanan ilaglar 0,22 um c¢apli membran filtreden gecirilerek steril edildi (70). ilk
%10-15’lik kisimlar1 atildiktan sonra, kriyo tiiplere aktarildi. Test siiresine kadar - 20
°C’ lik derin dondurucuda saklandi. Calisma giinii oda 1sisinda 20 dakika bekletilerek
kullanildi.

3.5. izolatlarin Yeniden Canlandiriimasi

Stok kiiltiirler oda 1sisinda ¢oziiliinceye kadar bekletildi. Coziilen siispansiyonlar
vortekslenerek, LJ besiyerine 300 pl ekimi yapildi. Besiyerleri 6-8 hafta boyunca 37
°C’ de inkiibe edildi (Resim 3.2) (68). Besiyerleri iireme bakimindan haftada 2 kez
kontrol edildi. Uremis kiiltiirlerde McFarland No: 0,5 standardina uygun olarak test
slispansiyonlar1 hazirlandi (Resim 3.1) (72).
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Resim 3. 2. LJ Besiyerinde Greme durumu

3.6. Preparatlarin Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) Metodu ile Boyanmasi

3.6.1. EZN Boyama

Mikroskopi icin lamlar, %70’lik alkol ile temizlendikten sonra, bir damla serum
fizyolojik damlatildi. Yayma islemleri sinif II Biyogiivenlik Kabini icerisinde yapildi.
LJ besiyerinde Ureyen bakteri kolonilerinden 6ze ile alindiktan sonra, lam tizerinde
serum fizyolojik ile dairesel hareketler ile karigtirilarak yayma yapildi. Hazirlanan
yaymalar 20 dk UV lamba altinda bekletildikten sonra kabin igerisinde kurumaya
birakildi. Kuruma isleminden sonra mikro insineratér cihazinda lamlar 2-3 kez
yalatilarak fiksasyon islemi gerceklesti. Preperatlar boyama alanina alinarak iizerine
karbol fuksin dokildi. Boya ile 2-3 dk bekletilirken altindan alev gegirildi. Alev
isleminde preparatlarin iizerinde buhar ¢ikacak ama kaynamayacak sekilde gegirildi.
Daha sonra preperatlar steril su ile yikandi. Uzerine asit-alkol karisimi dokiilerek,
renksizlesene kadar bekletildi. Tiim bu iglemlerden sonra preparat zit boya olan metilen
mavisi ile 30-45 sn bekletilerek boyandi. Bekletme isleminden sonra steril su ile
yikama islemi yapildi ve havada kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar 100’1k

objektif ve immersiyon yagi kullanilarak 151k mikroskopunda incelendi.
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Resim 3. 3. Boyamasi yapilan suslarin mikroskobi goriintiisii
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3.7. Rezasurin testi

Hazirlanan MB7H9 igerisine % 10’luk ADC ve % 2’lik Tween80® ilaveli besiyeri oda
1sisinda alindi. Bekletildikten sonra McFarland 0,5 standardina gore hazirlanan kiiltiir
siispansiyonlar1 LJ besiyerinde iiretilen en az bes haftalik koloniler steril cam boncuk
iceren steril tlplere ilave edildi ve en az 60 sn vortekslendi. Vortekslenen

slispansiyonlar oda 1sisinda en az 15 dakika bekletildi (72).

Steril pipet ucu kullanilarak pleytteki tiim kuyucuklara 100 ul MB7H9 besiyeri karisimi
eklendi. Birinci kuyucuga hazirlanan antibiyotikten 100 pl eklendi. Diliie edildikten
sonra 100 pl almmarak 2. kuyucuga eklendi. Ayni islemler 8. kuyucuga kadar seri
dilisyon sekilden devam edildi. Dilisyonlar tamamlandiktan sonra, ilag iceren
igermeyen tiim kuyucuklara 100 ul bakteri stispansiyonu inokiile edildi (Sekil 3.1) (56,
72, 73). Tim islemler tamamlandiktan sonra pleytin yiizeyi steril yapiskanl film ile
kapatildi. Pleyt seffaf kilitli posetlere yerlestirilerek, 37 °C’ de inkiibe edildi (Resim
3.4) (70). Tim bu islemler 30 dk iginde gerceklesti. Tiim islemler biyogiivenlik
kabininde yapildi. Pleytler 5 ve 6. giinde ireme bakimindan kontrol edildi (Resim 3.5).
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Resim 3. 4. Inkiibasyon oncesi pleytin kapatilmas: (Steril yapiskanh film ile

kaplanarak ve steril Kkilitli posete konulmustur)
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Sekil 3. 1. Testin sematik gosterimi (Anti-TB pleytindeki antibiyotiklerin
konsantrasyonlar1t DLM: 1-0,008 mg/ml, LZD: 1-0,008 mg/L, TZD: 1-0,008 mg/mL
sekilde cahisilmistir. Kisatmalar DLM, delamanid; LZD, linezolid; TZD, tedizolid)

Klinik érnek ekiminin yematik gosterimi

A
r
e e e S A e R VG R e
~ 0 :
" » : . ", : . 0 Pozitif kontrol H37Rv27294
B
8 ' Negatif kontrol
C ‘ Delemanid
U D ‘ Linezolid
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kuyucuklara 100 E .
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ul MD7H9 n e, 1o
besiyeri eklendi F ‘
‘ k — - — L < - 0
S
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Calismamizda kullanilan ilaglarin baslangic konsantrasyonu, bu alanda yapilmisg
calismalar dikkate alinarak hesaplanarak kullanildi. Delamanid ve Tedizolid ilaglarinin
baglangi¢ konsantrasyonu 1 mg/mL olup 0,008 mg/mL’de ve Linezolid ilacin ise 1

mg/L konsantrasyonundan baglanip 0,008 mg/L diliisyonundan tamamlanmustir.

Resim 3. 5. Plakta Greme goruntisu
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Testin gegerliligi i¢in Oncelikle pozitif kontrol kuyucuklar: iireme yoniinden kontrol
edildi. Calismanin 8. giinlinde kilitli posetlerde bulunan pleytler, etiivden alinarak her

bir kuyucuga 15 pl %2’lik rezasurin eklendi (Resim 3.6, 3.7).

Resim 3. 6. Rezasurin Eklemek I¢in Resim 3. 7. Rezasurin eklenmis

Kilitli Posetlerde Bulunan Pleytlerin pleyt gérinimu

biyogiivenlik kabini’ den Cikartilmasi

Pleytler kilitli posetlere yerlestirerek 24-36 saat 37 °C’de inkube edildi. Bu siire
sonunda pleytler MIC yoniinden degerlendirildi. Tim c¢alismalar biyogiivenlik
onlemlerine dikkat ederek Biyogiivenlik Sinif 2 (BGK-S2) olan kabinde gergeklestirildi.
Calismanin kontroliinii saglamak i¢in H37Rv 27294 susu kullanildi. REMA (Resazurin
microtiter assay) testinde floresan olmayan oksitlenmis boyanin, canli hiicrelerin
ortaminda pembe floresan olan resorutin indirgenmis forma doniismesi esasina dayanir.
Renkte maviden pembeye degisiklik bakteri tiremesini gostermektedir. MIC degerini
belirleme esasinda; mavi renk kuyucuklarr negatif, mavi renkten pembe renk gegisinin
oldugu kuyucuk pozitif olarak raporlandi ve renk degisiminin oldugu kuyucuk MIC
degeri olarak degerlendirildi (Resim 3.8) (70, 74).
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Resim 3. 8. Kritik konsantrasyonlarmin belirlenmesi (A: DLM 0,016 mg/mL, B:
LZD 008 mg/L,C: TZD <0,008 mg/mL)

0,064 0,032

Degerlendirme sonrasinda tim kuyucuklara %10’luk Sodyum hipoklorit eklendi ve 15-
20 dk bekletildikten sonra otoklavlanarak imha edildi (Resim 3.9)

Resim 3. 9. Calismanin sonlandirilmasi
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen, INH ve RIF’ine ayni anda direng gosteren 50 adet M.
tuberculosis izolatinmn alt kiiltiiriinde 42 izolatta iireme saptandi. Ureyen izolatlardan
EZN yontemi ile yapilan ARB boyamada 42 izolatin mikroskobisinde MTBK basilleri
g6zlendi (Resim 4.1).

Resim 4. 1. EZN Boyamasi Yapilan Kiiltiirlerin Mikroskobi Goriintiileri

nJ
A

Testin gecerliligi i¢in ayni anda randomize segilen izolatlarda ayn1 anda RIF ve INH
ilaglart i¢cin mikrodiliisyon ¢alisilmistir. Randomize segilen 14 izolatlarin hepsinde ayni
anda RIF ve INH direnci tespit edilmistir. Calismadaki biitiin izolatlarin MIC degerleri
Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4. 1. Cahsilan izolatlarin MIC degerleri

DELEMANID | LINEZOLID TEDIiZOLIiD

<0,008 mg/mL | <0,008 mg/L | <0,008 mg/mL
<0,008 mg/mL | 0,25 mg/L 0,004 mg/mL

<0,008 mg/mL | <0,008 mg/L | <0,008 mg/mL
<0,008 mg/mL | <0,008 mg/L | <0,008 mg/mL

Al ow N e
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

<0,008 mg/mL
<0,008 mg/mL

0,5 mg/mL
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
0,004 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
0,5 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
0,5 mg/L
0,063 mg/L
0,5 mg/L
<0,008 mg/L
0,25 mg/L
<0,008 mg/L
0,008 mg/L
0,031 mg/L
<0,008 mg/L
0,125 mg/L
0,25 mg/mi

<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
>1 mg/L
<0,008 mg/L
0,25 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
0,25 mg/L
0,125mg/L
0,125mg/L
0,125mg/L
0,063 mg/L
0,125mg/L
0,125mg/L
0,5 mg/L
<0,008 mg/L
0,031 mg/L
0,5 mg/L
0,125mg/L
0,25 mg/L
0,125mg/L
0,25 mg/L
<0,008 mg/L
0,125mg/L
0,125mg/L
0,063 mg/L
0,25 mg/L
0,125mg/L

<0,008 mg/mL

<0,008 mg/L
0,063 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
0,016 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
0,063 mg/L
0,063 mg/ml
0,016 mg/L
0,063 mg/L
0,016 mg/L
0,063 mg/L
0,031 mg/L
0,5 mg/L
<0,008 mg/L
<0,008 mg/L
0,5 mg/L
0,063 mg/L
0,25 mg/L
0,004 mg/L
0,063 mg/L
<0,008 mg/L
0,008 mg/L
0,016 mg/L
<0,008 mg/L
0,031 mg/L
0,25 mg/L
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37
38
39
40
41
42

0,063 mg/L
0,125 mg/L
0,063 mg/L
0,25 mg/L

0,125 mg/L
0,125 mg/L

0,063 mg/L
0,125mg/L
0,031 mg/L
0,25 mg/L

0,125mg/L
0,125mg/L

0,063 mg/L
0,063 mg/L
0,031 mg/L
0,5 mg/L

0,063 mg/L
0,125 mg/L

Calisilan izolatlarda Delamanid ve Tedizolid’ in MIC” leri genel olarak <0,008 mg/mL
de ve Linezolid’ in <0,008 ile 0,125 mg/L degerlerinde kiimelestigi tespit edilmistir.

Tablo 4. 2. Cahsilan izolatlarin MIC degerlerininin sayisi

MIC DEGERLERI

30
25
o
172}
>
< 20
wn
N
2 15
=
N
©
10
5
o "l I8N 3
<0,008 0,008 0,016 0,032 0,063 | 0,125 0,25 0,5 1
B Delamanid mg/mL | 25 2 0 1 3 4 3 4 0
Linezolid mg/L 14 0 0 2 3 13 7 1
Tedizolid mg/mL 19 1 4 3 10 1 2 2 0

Calisilan orneklerin antibiyotik duyarlilik sonuglarina goére Delamanid’ in EUCAST
siir degeri 0,06 mg/L kabul edildiginde, 11 izolatin (% 26) direngli oldugu tespit edildi
(75). Diger 31 izolat duyarli bulundu. Izolatlarm 25’inin MIC degeri (% 59,5) <0,008
mg/mL, 2 izolat mg/mL 0,008, 1 izolat 0,032 mg/mL, 3 izolat 0,063 mg/mL, 4 izolat
0,125 mg/mL, 3 izolat 0,25 mg/mL ve 4 izolat mg/mL olarak saptandi.

LZD’nin smir degerleri sadece MGIT sistemine gore tanimlanmis olup, 1,0 mg/L kabul
edilmektedir. Belirlenen degerin istiindeki tim degerler direngli olarak kabul
edilmektedir (76). Calismamizda bir izolat sinir degerinde, 13 izolat (% 31) 0,125 mg/L
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ve 14 izolat (% 33.3)’1n <0,008 mg/L, 2 izolat 0,032 mg/L, 3 izolat 0,063 mg/L, 7 izolat
0,25 mg/L ve 2 izolat 0,5 mg/L tespit edilmistir.

Tedizolid ilacina karst belirlenmis bir smir deger bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda 10 izolatin (% 23,8) 0,063 mg/mL, 19 izolat (% 45,2) <0,008 mg/mL, 1
izolat 0,008 mg/mL, 4 izolat 0,016 mg/mL, 3 izolat 0,032 mg/mL, 1 izolat 0,125
mg/mL, 2 izolat 0,25 mg/mL ve 2 izolat 0,5 mg/mL olarak tespit edildi.
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5. TARTISMA ve SONUC

COVID-19’un kiiresel salgminin TB miicadelesindeki etkisi beklenenden ¢ok daha kétii
olmustur. COVID-19 salgini, verem savasindaki 12 yillik ilerlemeyi ortadan kaldirmis
ve TB hastalarina ulasmay1 zorlastirmis, tedavi hizmetlerini aksatmistir. Diinya
genelinde tiiberkiiloz tan1 ve tedavisinde % 20 civarinda diisiis meydana gelmesi acil

Onlemlere ihtiyag oldugunu gostermektedir (77).

COVID-19 salgini, tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de tiiberkiiloz kontroliinii
olumsuz yonde etkilemistir. Verem Savas Dispanserleri’nde yapilan muayene, temash
muayenesi ve bakteriyolojik inceleme sayilar1 yaklasik % 40 diizeyinde azalirken, yeni
kayit edilen tiiberkiilozlu hasta sayisinda % 26 oraninda diisiis gozlenmistir (38, 77).
Ulkemizdeki 2020 yili tiiberkiiloz verileri heniiz agiklanmadig1 ig¢in, COVID 19’un

tiiberkiiloz hastaligina etkisinin boyutlarini heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Son donemlerde TB ile miicadelede en 6nemli konulardan birisi yeni vakalarin tespiti
ve direncin tanimlanmasi kritik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle IDT’nin sonuclarinin
belirlenmesinde hizli ve giivenilir sonu¢ veren test yontemleri iizerinde caligsmalar
devam etmektedir. REMA yontemi, konvansiyonel yontemlere alternatif olarak son
yillarda kullanima girmis kolorimetrik bir testtir. DSO, 2008 yilindan giiniimiize kadar
diinyadaki referans laboratuvarlarinda kullanilan ve hizli, giivenilir, ucuz ve kolay
uygulanabilen bir yontem olan REMA testini, anti-TB IDT igin giivenilir buldugunu
bildirmistir (78). Bu dogrultuda Coban ve ark yapmis oldugu ¢alismada REMA testinin
tanisal dogrulugu ve performanst degerlendirmistir. Calismaya 4 iilke, 14 merkez
katilmis ve bu merkezlerin 13’0 mikrotitre yontemiyle, biri de tup yontemi ile
calistimistir. REMA testinin  0zgiinliigli %80-100, duyarliligi  %94-100 arasinda
bulunmustur. Direngli INH izolatlarin % 95 ve istii giiven araliginda oldugu
bildirilmistir. Ayn1 anda R-RIF ve R-INH icin tespit duyarliligi %71-100, 6zgilligi
%93,3-100 olarak tespit edilmistir (79). Sonuglar MGIT 960 ile karsilastirildiginda
REMA testinin umut verici oldugu tespit edilmistir. Brezilyadaki TB Referans Merkezi
Prof. Hélio Fraga laboratuvar: 2010 yilinda tibbi talepler {izerine CID-TB olgularinin
IDT’ leri icin REMA testini yapmistir. Bu yontemde ikinci secenek IDT’lerin tekrarlana

bilirliginin diisiik olmasi ve biyogiivenlik riski olusturmasi nedeniyle kullanimina son
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verilmistir. Gallo ve ark 2018 yilinda 125 CID klinik izolat iizerinde yaptiklari
calismada ikinci segenek ilaglarin uyumuna bakilmistir. Calisma sonucunda REMA nin
Bactec MGIT 960 ile uyumu; kapreomisin’de %92,7, amikasin’de %99,3,
kanamisin’de %97,4, oflaksasin’de %283,4 olarak bulunmustur. Tim tekrarlamalar
sonucunda REMA testinin uyumu %82,8 oldugu saptanmistir (73). Calismamizda testin
dogrulugu i¢in randomize segtigimiz 14 izolatin REMA testinin uyumu %2100 olarak
tespit edilmistir. Benzer bir ¢alisma Martin ve ark 150 Klinik izolat (izerinde yapmis
olduklar1 bir calismada oran oranti yontemi ile REMA testi ile yapilan CID-TB
hastalarmin ikinci secenek IDT sonuglarinin MIC degerleri arasinda uyumlu bir

korelasyon oldugunu gostermistir (80).

CID-TB’nin tiim diinyada giderek yayginlasmasi, TB ile miicadele programinda yeni
IDT yontemlerine ihtiyaci arttirmis ve bu alanda yeni ilag arayislarma gidilmistir. Yeni
ilag adaylar1 ve test yontemleri ile ilgili uluslararasi bilimsel makalelerin 2006’dan
glinlimiize kadar giin gectik¢e yogunlastigir goriilmektedir (76). Delamanid, linezolid ve
tedizolid gibi ikinci segenek ilaglar, TB tedavi protokollerine girmeye baslanmistir.
Calismamizda 42 CID izolatiin delamanid, linezolid ve tedizolid MIC degerleri REMA

yontemi ile incelenmistir.

Delamanid Rv3547 enzimi tarafindan aktive edilen bir 6n ilag olup; ddn (Rv3547), fgdl
(Rv0407), fhiA (Rv3261), thiB (Rv3262), ve thiC (Rv1173) gen bdlgelerine sahiptir.
flacin MIC verileri CLSI, FDA ve DSO tarafindan yaymlamistir. EUCAST 7H10 ve
7H11 agardaki MIC verilerini 0,06 mg/mL; Otsuka 7H10 ve 7H11 agardaki ECOFF
MIC degerlerini 0,05 mg/mL ve 0,2 mg/L olarak belirlemislerdir (76). Calismamiz
sonucunda DLM degerlerine baktigimizda 31 izolatimizin MIC degerlerini <0,063
mg/mL, 25 izolatin ise <0,008 mg/mL’den kii¢iik oldugu ve 11 izolatimizin da ise
direncli oldugunu gérmekteyiz. Dort izolatin MIC degeri 0,5 mg/mL, ii¢ izolatin 0,25
mg/mL ve dort izolatin da 0,125 mg/mL olarak tespit ettik. DLM’nin klinikte
kullanilmaya baglanmasindan giiniimiize kadar smurli sayida uluslararasi ¢aligma
bulunmaktadir. 2006 yilinda Liu ve ark tarafindan 67 MTB izolat1 ile yapilan ¢alismada,
duyarli ve direngli MTB izolatlarinin MIC degerlerini 0,006-0,024 mg/mL arasinda
bulunmustur. Ayni ¢alismada MTB referans suslar1 benzer bir potens gostermistir (61).
Caligmamizdaki 42 izolatin MIC degerlerinin araligimi <0,008- 0,5 mg/mL arasinda

tespit edilmistir.
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Stinson ve ark’nin 2016 yilinda yaptiklar1 bir calismada, 460 klinik izolatin MIC
degerleri agar oran yontemi kullanilarak tespit etmistir. Izolatlarmn 316’s1 Giiney Afrika,
76’s1 Japonya ve 68’1 ¢esitli iilkelerden toplanmistir. Calisma da 2 izolat disinda MIC
aralig1 0,001-0,05 pg/mL arasinda bulunmus olup, MICsp 0,004 pg/mL ve MICgo 0,012
pug/mL olarak belirlenmistir. Tek basina DLM’ nin MIC oran1 ise ECOFF degerleri 0,05
pg/mL olarak tespit edilmistir (81). Ayn1 y1l Keller ve ark. CID-TB tanis1 almis 12
klinik izolat1 Bactec MGIT 960 siv1 kiiltiir sisteminde arastirmis, MICgp’n1 0,006-0,05
mg/L  olarak saptanmiglardir. Tim izolatlarin degeri 0,0016-0,08 araliginda
bulunmustur. Ayni ¢alismada H37Rv susunun kritik konsatrasyonu 0,04 mg/L olarak
belirlenmistir (55). Calismamizda MIC dagilimlar1 genel olarak <0,5 mg/mL bulunmus.
Izolatlarin genel olarak MIC konsantrasyonunu <0,008 mg/mL degerlerinde
yogunlastigt %59,5 (25 izolat) belirlenmistir. Diger izolatlarin MIC deger ve oranlara
baktigimizda 0,008 mg/mL’ de %0,5 (2 izolat), 0,063-0,5 mg/mL’ de %0,7 (3 izolat), 0,
25 mg/mL’de %1 (4 izolat), bir izolatta 0,032 mg/mL konsantrasyonlar bulunmustur.

Schena ve ark.” nin 2016 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda INH ve RIF direng profilini
belirlenmis, 19 CID izolatin, Bactec MGIT 960 ile REMA testinin MIC verileri
karsilastirilmistir. Calismada MIC degerleri 0,02- 0,006 mg/mL arasinda tespit
edilmistir. Bir izolatin MIC >0,02 mg/L oldugu tespit edilerek direngli olarak kabul
edilmistir. Bu izolatlarin gen profili incelendiginde, direngten sorumlu gen bolgesinin
ddn oldugu belirlenmistir (58). Calismamizdaki suslarin gen profiline bakilmamuistir.
Chamdramohan ve ark. 2019 yilinda H37Rv, R-INH, R-RIF ve CID-MTB
izolatlarindaki DLM’in MIC degerlerini REMA testinde 0,06-0,25 mg/mL arasinda
tespit etmistir. Ayni ¢aligmada tiim ilaglara diren¢li bir izolatin MIC degeri 0,125
mg/mL olarak bulunmus ve DLM’ nin diger mevcut birinci basamak anti-TB ajanlar
arasinda c¢apraz direng tespit edilmemistir (82). Son zamanlarda CID-TB/ YID-TB
izolatlarin MIC verilerine iligkin uluslararasi caligmalarin sonuglarina bakildiginda,
klinik izolatlarin MIC’leri 0,001-0,06 mg/mL araliginda oldugu ve ¢an seklinde dagilim
gosterdigi belirlenmistir (61).

Linezolid Gram (+) bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir
oksazolidinon tird antibiyotiktir. LZD, in-vitro ve hayvan calismalarinda ilaca direngli

MTB’ye kars1 iyi bir etkinlik gdstermesi nedeni ile CID-TB tedavisinde kullanilmaya
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baslanmis olup, Faz 3 klinik ¢alismalarda tedavide yer almaya baslamistir. flaca maruz
kalmamis TB tedavisinde diisiik konsantrasyonda bile %95’ini inhibe ettigi
gbzlenmistir. LZD tek basina veya diger ilaglarla kombine halde MTB’e karsi in vitro
aktivitesi tam olarak aydmlatilmamustir. Ozellikle direngli TB hastalarin tedavisinde
LZD’in kullanilmaya baslamasi umut verici sonuglar vermistir. DSO ve EUCAST,
LZD’in MGIT sistemine gore konsantrasyonunu 1,0 mg/L olarak belirlemistir. Bu
alanda calismalar ¢ok kisitli oldugundan dolayr tam bir standardizasyonu
saglanamamistir. Giiniimiize kadar yapilan uluslararasi ¢alismalar incelendiginde bu
oranin 0,06-4 mg/L araliginda oldugunu gorilmektedir (76). Calismamizda
inceledigimiz 42 izolatin bir tanesinde MIC degeri >1,0 mg/L tespit edildi. Maltempe ve
ark. H37Rv, 14 duyarli, 9 R-INH, 14 CID klinik izolat olmak iizere 38 érnek dahil
edilmistir. Duyarli ve direngli suslarin MIC araligi sirasi ile 0,125-0,5 mg/L — 0,125-2,5
mg/L arasinda tespit edilmistir (83). Lopez ve ark.’nin 2018 yilinda Belgika’da yapmis
oldugu calismada, LZD tedavisi almamis; 161’1 duyarl, 29’u tek ilaca direngli, 18’i
CID-TB, 40’1 YID-TB 248 klinik izolati dahil edilmistir. Bu izolatlarin REMA
yontemine gore MIC degerleri arastirilmistir. Duyarl izolatlarin MIC araligi 0,062-0,5
mg/L, direngli izolatlarin MIC aralig1 0,031-4 mg/L araliginda tespit edilmistir (56).
Calismamizda incelenen 42 izolatin bir tanesinde MIC degeri >1,0 mg/L tespit edildi.
Geri kalan izolatlarda bu degerler; 2 izolatta 0,5 mg/L, 7 izolatta 0,25 mg/L, 13 izolatta
0,125 mg/L, 3 izolatta 0,063 mg/L, 2 izolatta 0,032 mg/L ve 14 izolatta <0,008 mg/L
olarak tespit edildi. Referans degerlere bakildiginda bir susun direngli oldugu belirlendi.
Direngli tespit edilen izolatin, DLM” 1 de direncli oldugu belirlendi. Aym klinik 6rnek
tedizolid’ in de yiiksek MIC degerinde oldugu gozlendi. Yang ve ark. 2018 yilinda 420
Klinik izolatin DLM ve LZD’nin MIC duzeyleri mikrodillisyon ydntemine gore
degerlendirmistir. Izolatlarm 171°si CID, 110’u YID ve 139°u Pre-YID’ dir. 379
izolatin EUCAST simir degerlerine gore DLM” in duyarli oldugu tespit edilmis ve MIC
araligir 0,002-0,016 mg/L arasinda bulunmustur. Diger 41 direngli susun mutasyon gen
bolgeleri belirlenmis olup, bunlarm 15°i CID, 17’ si YID, 9’ u Pre-YID izolatlarindan
oldugu tespit edilmistir. LND’ in siuir degeri 1 mg/L kabul edilmis ve izolatlarin MIC
aralig1 0,25-0,5 mg/L olarak belirlenmis, diger orneklerin MIC>1 mg/LL olarak
bulunmus ve genetik yontemler ile direng bdlgeleri test edilmistir. Calismadaki
izolatlarin 37’sinde kontaminasyon oldugu i¢in c¢alismaya dahil edilmemistir (84).
Calismamizdaki izolatlarda kontaminasyon tespit edilmedi. Zong ve ark. altin standart
yontemler ile tanimlanmis 120 CID ve 120 YID klinik izolatin LZD MIC araliklarini
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mikrodiliisyon yontemi ile caligmis, MICg aralig1 0,25-0,5 mg/L olarak belirlemislerdir.
Aym caligmada LZD’e direngli oldugu diisiiniilen suslarin MIC> 4 mg/L olarak
bulunmus ve yiiksek duyarlilik tespit edilen suslarin, gen bolgeleri tespit edilmistir (72).
Schecter ve ark. 2010 yilinda Kaliforniya Halk Saglig1 Tiiberkiiloz servisinde yapmis
oldugu c¢alisma LZD Kklinik verilerini agiklamigslar, daha 6nceden LZD ile tedavi edilen
73 CID-TB olgusunun 30’unun 3,5 yil boyunca takip edildigini ve hicbir hastada
niks’iin  gozlenmedigini belirtmislerdir. Calismada klinik suslarin  molekiiler
yontemlerle KatG ve rpoB gen bolgesi tespit edilmistir. Agar proporsiyon yonteminde
MIC degeri 1 mg/L olarak bulunmustur (85). Calismamizdaki izolatlarin gen bolgesine
bakilmamistir. Pakistan, TB agisindan yiiksek yiikii olan iilkeler arasinda gelmektedir.
Ahmed ve ark. 2013 yilinda 102 (59 YID, 35 tedavi almus, 7 tedavi almamis CID-TB)
izolatim1 Bactec MGIT 960 ve agar proporsiyon yontemi ile MIC degerlerini
degerlendirmistir. LZD’nin ECOFF degeri 1mg/L olarak 7H10’da tanimlanmustir.
Calisma sonucunda 6 6rnek (%35,9) direngli kabul edilmis ve MIC>1 mg/L bulunmustur.
MIC degeri 1 izolatta 2 mg/L, 5 izolatta 4 mg/L olarak yiiksek diizeyde tespit edilmistir.
Diger 96 oOrnegin (%94,1) MIC degerleri 0,5mg/L olarak kaydedilmistir (86).
Calismamizdaki bir izolatta MIC>1 mg/L bulunmustur.

Santoz ve ark. 2018 yilinda yaptiklari calismada H37Rv, 6 izolat CID, 3 izolat R-INH
ve bir izolatta R-STM direngli klinik izolati mikrodillisyon yontemi ile calisilmistir.
Ayn1 zamanda suslarin spoligotyping yontemine gore direng profilleri belirlenmistir.
Calisma da kritik konsantrasyon 0,5 mg/L olarak belirlenmistir. Tiim klinik izolatlarin
MIC<0,25 mg/L olarak bulunmustur (87). Calisma verileri ¢alismamizla
degerlendirdigimizde benzer Ozellik goéstermistir. Zhao ve ark 2016 yilinda ikinci
secenek antibiyotikler ile LZD’nin kullanimi sonucunda MIC degerlerine bakmuslar,
calismaya H37Rv ve 3 CID izolat1 dahil etmislerdir. Calisma rezasurinin ana maddesi
olan Alamar Mavisi Blue (MABA) kullanilarak mikrodiliisyon olarak ¢alismistir. Dort
klinik izolatin MIC aralig1 0,25-1 mg/L ve MICg ‘ n1 0,5 mg/L olarak bulmustur (88).

Tirkiyede LZD’nin MIC degerlerine iliskin ilk ¢alisma Ermertcan ve ark. tarafindan
yapilmustir. Bu galismada 33 CID-MTB ve 34 duyarli MTB izolatin1 agar proporsiyon
yontemine gore degerlendirilmistir. Bu ¢aligma sonucunda MICsg 0,06-1 mg/L MICgo
0,5 mg/L olarak bulunmustur (89). Calismamiz iilkemiz LZD degerinin belirlendigi
ikinci ¢alisma olup, LZD’nin MIC deger ve sayilarina baktigimizda 14 izolatta < 0,008
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mg/L (% 0,33), 2 izolatta 0,032 mg/L (% 0,05), 3 izolatta 0,063 mg/L (% 0,07), 13
izolatta 0,125 mg/L (% 31), 7 izolatta 0,25 mg/L (% 0,17), 2 izolatta 0,5 mg/L (% 0,05)
ve 1 izolatta 1 mg/L (% 0,02) olarak tespit edilmistir.

Tedizolid ilaci, THP-1 makrofajina kars: test edildiginde, rifapin veya moksifloksasin
ile kombine kullanimda basillere karsi hiicre i¢inde mikobakterisidal aktivite
gostermistir. Ancak cok kisitli ¢alismalarin bulunmasi, MIC araliklarinin tespiti ve
tedavi rejimlerinin  belirlenmemesi gibi durumlardan 6tiri bu alanda daha fazla
caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu alanda ki tek ¢alisma 2019 yilinda
Ruiz ve ark. 2019 yilinda Cordoba Tip Fakiiltesi, Mycobacteria Referans Merkezi'nden
secilen 25 CID-MTB, 59 tek ilaca direngli ve 36 duyarli sus olmak iizere toplam 120
izolat ile yapmislardir. Bactec 960 MGIT sisteminde duyarli ve direncli suslarin MICsg
ve MICqo degerleri sirasi ile 0,25-0,5 mg/L olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda tiim
suglarin 0,5 mg/L konsantrasyonunda inhibe edildigi gorilmiistir (90). Bizim
calismamiz bu konuda yapilan Tiirkiye’ de ilk, diinya da ikinci arastirma niteligindedir.
Calismamiza baktigimizda MIC degerleri ve sayilari; 19 izolat < 0,008 mg/mL, 1 izolat
0,08 mg/mL, 4 izolat 0,016 mg/mL, 3 izolat 0,032 mg/mL, 10 izolat 0,63 mg/mL, 1
izolat 0,125 mg/mL, 2 izolat 0,5 mg/mL ve 1 izolat 0,5 mg/mL olarak bulunmustur.
Tespit edilen 0,5 mg/L iki izolatin DEL ve LZD duyarlilig1 sirasi ile 0,5 mg/mL ve 0,5
mg/L oldugunu tespit edilmistir. Bir izolatta tespit edilen 0,25 mg/L izolatin DEL ve
LZD duyarlilig: sirasi ile 0,25 mg/mL — 0,125 mg/L olarak tespit edilmistir. MIC degeri
0,25 mg/L olan izolatin DLM duyarliligt 0,5 mg/mL belirlendi. Kalan diger izolatlar
diger ilaglara karsi <0,08-0,25 mg/mL farkli duyarliliklar gdsterdi. Aynm1 zamanda
Tedizolid’ten yiksek duyarlilik belirledigimiz biitiin izolatlarda, yiuksek LZD duyarlilig
tespit ettik.

Sonug olarak; giiniimiizde MTB tanisinda ve duyarlilik saptanmasinda birgok tan1 ve
duyarlilk ydntemleri kullanilmaktadir. Bu IDT yéntemleri farkli avantajlara ve
dezavantajlara sahiptir. Literatiirde birinci ve ikinci secenek anti-TB IDT sonuglarmin
REMA testinin duyarliligint belirlemede uyumlu oldugu belirtilmektedir. REMA
testinin diisiik gelir diizeyindeki iilkelerdeki yayginlasmasini saglamak, hizli, pahali
tanisal sistemlere duyulan ihtiyaci azaltacaktir. Calismamizda direngli suslarda birinci
ve ikinci secenek anti-TB ila¢ duyarliliginin belirlenmesinde bu yontemin hizli ve pratik

bir test olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir
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