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OZET

ALTMIS BIR EKSTRAPULMONER ORNEKTE ANTITUBERKULOZ ILAC DUYARLILIK
SONUGLARININ MGIT YONTEMI iLE ARASTIRILMASI

Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvar’nda Ocak 2008-Eylil 2013 tarihleri arasinda, izole edilen 61 ekstrapulmoner M.
tuberculosis complex susunun izoniazid (INH), rifampin (RIF), streptomisin (SM) ve etambutole

(EMB) duyarlihgi Mycobacterium Growth indicator Tube (MGIT) ydntemi ile arastiriimistir.

Mikobakteri kulturi yapilmasi istenen 6018 hastanin klinik ornekleri L-J ve/veya MGIT
besiyerlerine ekilmis ve 275 hastadan mikobakteri tretilmistir. izole edilen ve antiMPT-64
antijeni bakilarak M. tuberculosis complex identifiye edilen 275 susun 160’1 ekstrapulmoner

orneklere aittir. Bu 6rneklerden 61 sus calismaya alinmistir.

izole edilen 61 M. tuberculosis complex kékeninin 40’inda (%65.5) herhangi bir ilag direncine
rastlanmamustir. ikiilaca direncli 7 (%11,5), ii¢ ilaca direncli 4 (%6,5) sus saptanmis olup, coklu
ila¢ direncine sahip sus sayisi 2 (%3.2) olarak tespit edilmistir. INH direnci %27.8, RIF direnci
%3.2, EMB direnci %14.7, SM direnci %11.5 olarak saptanmstir.

Direng oranlari goz 6niine alindiginda 6zellikle ekstrapulmoner suslarda, MGIT yonteminin,
hizli sonug vermesi nedeniyle tedavi 6ncesi antitliberkiiloz duyarhlik sonuglarinin bilinmesi
bakimindan, 6nemli oldugu gorilmektedir. Ekstrapulmoner tiberkiiloz (EPTB); nedeni
bilinmeyen ates vakalarinda sik karsilasilan ve tanisinda gliclikler olan bir tablodur. EPTB
olgularinda amac direnc testleri yapilmasi gerekliligi bakimindan etkenin Gretilmesi olmaldir.
Calismamizda ekstrapulmoner tiliberkiloz vakalarinin sikligi ve direng paternine dikkat

cekilmek istenmistir.

Anahtar kelimeler: Antitiberkiiloz duyarliik, M. tuberculosis complex, MGIT



ABSTRACT
Investigation of Anti-tuberculous Drug Sensitivity Results in Sixty-one Extrapulmonary
Samples Using the MGIT Method
Sensitivity of 61 extrapulmonary M.tuberculosis complex strains isolated in Haseki Training
and Research Hospital Infectious Diseases and Clinical Microbiology Laboratory between
January 2008 and September 2013 to isoniazid (INH), rifampin (RIF), streptomycin (SM) and
ethambutol (EMB). It was investigated by Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT)

method.

Clinical samples of 6018 patients who were requested to culture mycobacteria were
inoculated on L-J and / or MGIT media and mycobacteria were grown from 275 patients. 160
of the 275 strains isolated and identified in the M. tuberculosis complex by examining the
antiMPT-64 antigen belong to extrapulmonary specimens. 61 strains from these samples were

included in the study.

No drug resistance was found in 40 (65.5%) of 61 M. tuberculosis complex strains isolated. 7
(11.5%) strains resistant to two drugs and 4 (6.5%) strains resistant to three drugs were
determined, and the number of strains with multiple drug resistance was determined as 2
(3.2%). INH resistance was 27.8%, RIF resistance 3.2%, EMB resistance 14.7%, SM resistance
11.5%.

Considering the resistance rates, especially in extrapulmonary strains, it is seen that the MGIT
method is important in terms of knowing the pre-treatment antituberculosis susceptibility
results due to its rapid results. Extrapulmonary tuberculosis (EPTB); It is a picture that is
frequently encountered in cases of fever of unknown cause and has difficulties in its diagnosis.
In EPTB cases, the aim should be to produce the agent in terms of the necessity of resistance
tests. In our study, we wanted to draw attention to the frequency and resistance pattern of

extrapulmonary tuberculosis cases.

Keywords: Anti-tuberculous susceptibility, M. tuberculosis complex, MGIT, Turkey



1.GiRiS VE AMAC

Tlberkiloz (TB) Mycobacterium tuberculosis basili tarafindan olusturulan bir enfeksiyon
hastaligidir. Ginim{izde insanlarda, en fazla hastalandiran ve 6liime neden olan hastalik olma
ozelligini korumaktadir. Bu haliyle dnemli bir toplum saghgi sorunudur (1,2,3,4,5,6,7). Diinya
Saghk Orguiti (WHO) 1993 yilinda tiiberkiilozu global toplum sagligi sorunu olarak deklare
etmistir. Tim diinyada goriilen tiberkiloz olgularinin %40’1 Asya ve Afrika’da gorilmektedir.
Afrika bogesi tek basina diinyadaki vakalarin %24’tinl olusturmaktadir ve en ¢ok vaka olusum
ve nifusa gore 6lim hizina sahiptir. Yeni vakalarin %3.7’sinde ve dnceden tedavi edilenlerin
%20’sinde cok ilaca direngli TB saptanmaktadir (Multi Drug Resistant MDR-TB). insan bagisikhk
yetmezlhgi virlisi (Human Immunodeficiency Virus Virus-HIV) ile enfekte kisilerde tliberkiiloz
gelisimi ¢ok daha siktir. Afrika’da HIV/AIDS ile yasayan hastalarin %80’i ayni zamanda
tuberkiiloz ile de enfektedir. Tim diinyada 2011’de 8.7 milyon yeni vaka tespit edilmis (%13’
HIV ile koinfekte) ve 1.4 milyon insan da tiiberkiilozdan élmiistiir (4). Diinya Saglik Orgiti
Kiresel Tiberkiiloz Kontrolii 2010 Raporu verilerine gore lilkemizin de iginde yer aldigi WHO
Avrupa Bolgesi'nde tliberkiiloz insidansi ortalama ylzbinde 47 iken, Tirkiye’'nin tliberkiloz
insidansi ylizbinde 29’dur. Diinya genelinde ise TB insidansi ylizbinde 137’dir (5). Tuberkiloz
hastalarinin erken tanisi ve uygun tedavisi bu hastaliktan toplumun korunmasinda en etkili
yoldur. Ulusal tilberkiiloz kontrol programlari c¢ercevesinde mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinin birincil amaci, insidansi dislirmek icin infeksiyoz akciger tiiberkiloz
olgularini en kisa siirede saptamak, etkeni identifiye etmek, antibiyotik duyarlilik testlerini
yapmak ve tedaviyi takip olusturmaktadir (8,9,10). Antitliberkiloz ilag direnci siirveyansi
tuberkiiloz kontrol programlari basarisini degerlendirmede ©6nemli bir yontemdir.
Antituberkiloz ilaglara direng 6nemli bir sorundur. Antibiyotik duyarlilik sonuglari olmaksizin
verilen TB tedavisi, hem basarisizlik hem de direng gelisim riskini arttirmaktadir (8,11).
CDC (Center of Disease Control and Prevention), kiiltlirinde Mycobacterium tuberculosis izole
edien her hastaya, Ug¢ aylik tedavi sonrasi hala yayma ve kultir pozitif ise veya klinik yanitsizlik
varsa direng testi yapilmasini ve sonuglarin da ortalama 28-30 glinde tamamlanmasini
onermektedir (12).
Tuberkiiloz en sik akcigerleri tutmakla birlikte tim organ ve dokularda tutuluma vyol
acabilmektedir. Ekstrapulmoner tiliberkiiloz (EPTB) plevra, lenf nodlari, abdomen,
genitoliriner trakt, cilt, kemik, eklem, meninksler gibi bircok lokalizasyonda gorilebilir.

EPTB’de tutulan organa gore belirti ve bulgularin degismesi, klinik belirtilerin ¢cok genis bir



dagihm gostermesine, bu durum da tanida gecikmelere neden olabilir. Tani icin kiltlr
pozitifligi, histolojik kanit veya gticlii klinik delile ihtiya¢ vardir. Bu dogrultuda antitliberkiiloz
tedaviye baslanmalidir (1,2,4,7,13,14).

Bu calismada MGIT yontemi ve Lowenstein Jensen kiltlri ile Mycobacterium tuberculosis
complex Uretilen ve MGIT yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilan 61 ekstrapulmoner

ornegin duyarhlik sonuglarin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2.GENEL BiLGILER

2.1.TARIHCE: Tiiberkiiloz, insanlik tarihinin en eski hastaliklarindan biridir. Yasinin 300 milyon
yil oldugu bilinmektedir. Milattan énce 3000 ve 1000 yillarina ait mumyalarin vertebralarinda
Pott hastaligina benzer lezyonlar olup, M. tuberculosis DNA’sinin izlerine rastlanmasi bu
hastaligin insanlari cok uzun zamandir hastalik yaptigini géstermektedir. 1400 yil 6ncesine ait
kalsifiye bir plevrada da PCR yontemi ile Mycobacterium tuberculosis DNA’sI izole edilmistir.
Tlberkiloz hastaligi Dr. Robert Koch’un onu ortaya ¢ikarilmasina kadar kalitimsal bir hastalik
olarak biliniyordu. Onceleri Phystisis (Balgamli &ksiiriik ve hirilti) olarak bilinen Tiiberkiiloz Bati
diinyasinda, Beyaz Oliim (White Death), Beyaz Veba (White Pleque), bizde ise ince Hastalik,
Teverrim, Zaafiyet, Duman olarak da aniliyordu. Tlberkiloz lizerinde en degerli ¢alismalar,
1781-1826 vyillari arasinda yasamis olan Rene Theophhile Hyanchinthe Laenec tarafindan
yapimistir. Solunum sisteminin muayenesinde kullandigimiz perklisyon yontemi, 1722-1804
seneleri arasinda Avusturya’da yasamis olan Leopold Auenbruger; oskiltasyon bulgularini da
Rene Laenec’ten Ogrenilmistir. Mycobacterium tuberculosis’in verem hastaliginin sebebi
oldugunu 1843-1910 yillarinda yasamis olan Dr.Robert Koch gostermistir. Robert Koch
1882’de tiiberkiiloz bakterisini tanimlamis ve mikroskopta ilk olarak gdstermistir. 1884 yilinda
klinik orneklerden mikroorganizmanin saf kiltlirini elde eden arastirici deneysel olarak
saptadigi bakteri ile hayvanda hastalik olusturmayi basarmistir. 1921'de Calmette ve Guerin
BCG asisini (Bacillus Calmette-Guerin), Seibert ve Glenn 1939’da PPD’yi (Purified Protein
Derivative) bulmustur (1,2,6,15,16).

Antitiberkiloz tedavilerinde donim noktasi 1944 vyilinda streptomisinin bulunmasi ile
yasanmis ve bu ilacin kesfi arastiricilarina Nobel 6dili kazandirmistir. 1952 yilinda izoniazid
kesfini, pirazinamid, tiasetazon, etionamid, protionamid ve etambutol izlemistir. Bu kesifler
senatoryumlarin sonunu getirmis ve tedaviler ayaktan yapilmaya baslanmistir. 1966 yilinda
kullanima giren rifampin, kemoterapideki son devrim olmustur. Rifampinin tedaviye
eklenmesinden sonra rutin kullanima giren yeni tiiberkiloz ilaci olmamistir. 20. Ylzyilin ikinci
yarisinda gelismis Ulkelerde hastaligin stirekli gerileme dénemine girmesi saglanmis; ancak HIV
enfeksiyonu ile birlikte yeniden, Gstelik cok ilaca direngli tiberkiiloz olgulari ile 6nemini tekrar

kazanmistir (1,2).



2.2.TAKSONOMI: Mycobacteriacea ailesine mensup olan mikobakteriler; sporsuz, hareketsiz,
aside direncli, bolinme sureleri 12-18 saat olup yavas lireyen, pleomorfik comaklardir. Ailenin

tek genusu Mycobacterium’lardir.

Alem : Prokaryot (Bakteri)

BolUm : Firmicutes

Sinif : Actinobacteria

Takim : Actinomycetales

Aile : Mycobacteriaceae

Genus : Mycobacterium

Tur : M. tuberculosis’tir (2,17)

Mycobacterium cinsi iginde yer alan tirler DNA’larindaki yliksek G+C igerigi ile diger mikolik
asit Ureten Nocardia, Rhodococcus ve Corynebacterium cinslerine benzer (1,2,6,7).
Bakteriyolojik 6zellikler ve DNA benzerlikleri yoniinden birbirleri ile yakindan iliskili olan tirler
‘kompleks’ bashgi altinda gruplandirilir ve tanimlanirlar (M. tuberculosis complex, M. avium
complex vb.). M. tuberculosis complex icinde yer alan tlirler M. tuberculosis, M. bovis, M.
bovis’'in alttirli olan M. bovis BCG, M. africanum, M. microti’dir. Bu tirler disinda kalan
mikobakteriler ise  Nontuberculosis mycobacteri (NTM) olarak adlandirilmistir
(3,6,7,17,18,19).

2.3. MORFOLOJi: Mikobakteriler, aerop, hareketsiz, sporsuz, Gram pozitif, pleomorfik diiz
veya hafif kivrik basil yapisindadir. Boylari 0,6- 2 um ile 1-10 um arasinda degisir. ipliksi yapilar
olustururlar. M. tuberculosisis tek tek durma egilimindedir.

Mikobakterilerin hiicre duvari, dallanmis ve uzun zincirli mikolik asitlerin varligina bagl olarak
bol miktarda lipit icerir. Lipidden zengin hiicre duvarlari diger bakterileri boyamada kullanilan
anilin boyalarin gegisine izin vermediginden Gram ydntemi ile boyanmazlar. Anilin boyalarin
hiicre duvarindan gecgebilmesi icin fenol veya isi ile birlikte fenol uygulanir. Hiicre duvarina
nifuz eden boyanin uzaklastiriimasinda ise sadece alkol kullanimi yetersiz olup, asit-alkol ile
yapilan dekolorizasyona da direncg gosterirler. Bu gliclii aside direnclilik 6zelliklerinden dolayi
aside direncli basil (ARB) olarak da adlandirilirlar (1,2,3,7).

Mikobakterileri diger bakterilerden ayiran en o6nemli 0Ozellik kompleks yapidaki hiicre
duvarlaridir. Diger bakterilere gore ¢ok kalindir ve li¢ tabakal gozlenirler. Plazma zarinin

Uzerinde bulunan en i¢ tabaka peptidoglikandan (miirein) olusmustur. Bu tabaka kisa peptid



zincirleri, capraz baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirleri icerir ve hiicrenin sert
yapisini saglar. Peptidoglikan tabakasinin {izerinde bulunan ikinci tabaka arabinogalaktan
tabakasi  olup, peptidoglikan  tabakasina  fosfodiester  koprileriyle  baghdir.
Arabinogalaktanlarin yan zincirindeki u¢ arabinaz birimlerine mikolik asit diye adlandirilan,
uzun zincirli bir grup yag asiti kovalent olarak baglanir. Bu peptidoglikolipid tabaka (Wax D)
bagisik yaniti uyarmada énemlidir. Mikolik asitler, trehaloz gibi bir sekere baglanarak kord
faktori olusturabilirler. Bu asitler hiicre duvari kalinligindan ve blyiik oranda da hiicrenin
aside direngli olmasindan sorumludur.

En dis tabaka ise bir grup hetorojen peptidoglikolipidler ve/veya fenolik glikolipidden olusan
mikolik asitler bulunur ve mikozidler olarak adlandirilirlar. Bu yag asitleri 60-90 karbondan
olusur. Hiicre duvarinda bulunan ve duvar agirhiginin %60'in1 yapan lipidlerin ¢ogu uzun zincirli
yag asitlerinden olusmaktadir. Bu lipidler tiiberkilostearik asit, mikoserik asit ve mikolik
asitleri icerirler (1,2,3,6,7,17,20). Mikobakterilerin hlicre duvar vyapisi sekil 2.1'de
gosterilmistir.

Sekil 2.1: Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi

Serbest mikolik asitler ve polipeptidler
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2.4. SINIFLANDIRMA: M. tuberculosis complex icinde yer alan tiirler M. tuberculosis, M. bovis,

waLax
sos

M. africanum, M. canettii, M. caprae, M. microti’dir. Bu tirler disinda kalan mikobakteriler ise
Nontuberculosis mycobacteri (NTM) olarak adlandirilmistir.  NTM’nin  enfeksiyon

hastaliklarindaki roli 1950°’li yillarda Runyon ve Timpe tarafindan kanitlanmistir. M.



tuberculosis’ in Uremesi yavas olup replikasyon siresi yaklasik 24 saattir. Mikobakteriler
Ureme hizlarina gore kabaca hizli ve yavas lGreyenler olarak ikiye ayrilabilirler. Yavas lireyenler
ideal ortamlarda goriinebilir koloni olusturabilmesi igin yedi glinden fazla slireye gereksinim
duyarlar. Hizli Gireyenler igin bu sire yedi glinden kisadir. Yavas Ureyenler grubuna dahil olan
turler, kati besiyerinde pigment olusturma o6zellikleri degerlendirilerek Ug¢ alt gruba ayrilir;
pigment olusturmayanlar (nonfotokromojenler), hem karanhkta hem de aydinlikta pigment
olusturanlar (skotokromojenler), karanlkta tredikleri siirece pigment olusturmayip, sadece
Isiga maruz kaldiginda pigment olusturanlar (fotokromojenler). ilk kez Ernest Runyon, M.
tuberculosis ve M. bovis disindaki mikobakterileri gruplamak igin bir sema olusturmustur. Bu
sema tuberkiiloz disi mikobakterileri pigment yapimina, koloni morfolojisine ve Greme hizina
gore bir gruplandirir (1,2,3,7,18,19).

1.Fotokromojenler (Runyon Grup 1)

2.Skotokromojenler (Runyon Grup Il)

3.Nonfotokromojenler (Runyon Grup lll)

4.Hizh Greyenler (Runyon Grup V)

Wolinski tarafindan yapilan, Woods ve Washington Siniflamasi da klinik mikrobiyoloji

yoniinden 6nem tasimaktadir. Siniflandirma tablo 2.1’de gosterilmektedir (3).



Tablo 2.1: Woods ve Washington Siniflamasi

Klinik 6nemi olan
Mikobakteriler

M. tuberculosis kompleks
M. tuberculosis

M. bovis (M. bovis BCG)
M. africanum

M. microti

M. canetti

insanda potansiyel
patojen
olan Mikobakteriler

M .avium-intracellulare
kompleks

M. kansasii

M. fortuitum-chelonae
kompleks

M. scrofloceum

M. xenopi

M. szulgari

M. malmoense

M. simiae

M. genavense

M. marinum

M.terrae-triviale komp.
M. shimoidei

M. gastri

M .nonchromogenicum
M. paratuberculosis

M. ulcerans

M. haemophilum

M. celatum

Yavas iireyenler Orta hizda Hizh Gireyenler
insanda nadiren hastalik | M. gordonae Ureyenler M. thermoresistible
yapan saprofitik tiirler M. asiaticum M. flavescens M. smegmatis

M. vaccae

M. phlei

M. parafortuitum
kompleks

Kompleks igerisinde yer alan tirlerden M. tuberculosis, M. canettii ve M. africanum
insanlarda, M. microti kemiricilerde patojen iken, M. caprae ve M. bovis genis bir konak
spektrumu gostermektedir. Son yillarda 6zellikle AIDS’in ortaya ¢ikisiyla birlikte, diger bazi
mikobakteri tlrlerinin, M.tuberculosis compleks disi mikobakterilerin (Mycobacterium Other
Than Tuberculosis-MOTT) (M. fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis ve M. avium complex....)

klinik 6neminin anlasilmasi, ilginin bu tirler Gzerinde yogunlasmasina neden olmustur

(1,2,3,19,21,22).




2.4.1. M. tuberculosis complex: Bu kompleks icinde; M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum,
M.canettii, M.caprae ve M. microti turleriyer alir. Genotipik 6zelliklerinin birbirlerine ¢ok yakin
olmasi (> %95 DNA-DNA homolojisi) , insandan izole edildiklerinde her zaman patojen kabul
edilip, tedavi gerektirmeleri bu tirlerin ayni kompleks igine dahil edilmelerinin sebebidir
(1,2,3,6). M. tuberculosis sivi besiyerinde kord faktér olusturan, niasin pozitif, nitratlari
nitritlere indirgeyebilen, tiyofen-2-karboksilik asid hidrazid (TCH) de Ureyebilen, katalaz testi
pozitif (INH direncli tiirler disinda) ve 68 °C’de bu 6zelligini yitiren, mikobakteri tirtdur (1,2,3).
M. bovis nitratlar nitritlere indirgeyemeyen, ¢ogu niasin negatif olan, pirazinamidaz
uretemeyen, TCH’de lremesi inhibe olan, yumurta ve gliserin igerikli kati besiyerlerinde
tremeleri giiglesen bir tiirdiir. infeksiyonun bulasmasinda siklikla siit Griinleri rol oynar ve bu
nedenle baslangic lezyonlari akcigerden cok servikal ve intestinal lenf nodillerinde olusur (2).
Mycobacterium tuberculosis zorunlu aerop bakteri oldugundan iyi havalanan, akcigerleri en
fazla tutmakla birlikte tiim ekstrapulmoner organ ve dokularda da enfeksiyona neden olur.
Ser6z zarlar (plevra, meninks, periton), bobrek, eklem-kemikler, lenf bezleri, larenks, genital
sistem (testis, epididim, ovaryum, uterus), barsak ve diger organlarda sik tutulum olurken
Ulkemizde ensik plevrave ekstratorasik lenf nodlarini tutmaktadir. Parsiyel oksijen basinci
diusik olan karaciger, dalak, mide ve pankreas gibi organlarda infeksiyona (disseminasyon
disinda) seyrek rastlanir (1,2,3,4,14).

2.4.2. NTM( Nontuberculous mycobacteria)

M. avium-intracellulare compleks (MAC): Yavas lireyen, nonfotokromojen grupta bulunan
MAC, birbirinden biyokimyasal ve antijenik olarak ayrilamayan, M. avium ve M. intracellulare
turlerini ihtiva eder. MAC suslari dogada sular, toprak basta olmak Uzere diger cevresel
kaynaklarda bol miktarda bulunmaktadir. M. avium ve M. intracellulare tirleri biyokimyasal
deneylerde nispeten nonreaktif davranirlar; niasin, semikantitatif katalaz, nitrat rediiktaz,
Tween 80 hidrolizi, %5 NaCl toleransi ve lireaz deneyleri negatif olup isiya direngli katalaz
deneyi ise pozitiftir. Dissemine MAC enfeksiyonlari immun sistem sistem yetmezlikli kisilerde
dzellikle AIDS hastalarinda goériilmektedir. HIV ile enfekte olan hastalarda %20-25 oraninda
MAC bakteriyemisi ve dissemine enfeksiyonlar gorilir. AIDS olmayan hastalarda MAC izole
edilmesinin bir infeksiyondan ¢ok kolonizasyon olarak degerlendirilir (7,18,19,23,24,25,26,27).
M. haemophilum: Yavas reyen, nonfotokromojen gruba dahildir. Biyokimyasal deneylerde
nonreaktif 6zellik gdsterir, sadece pirazinamidaz deneyi pozitif sonuc¢ verir. Uremek igin

demire ihtiyaci olan tek tiirddr. 32 °C altinda, 1-10 hafta arasinda Urerler. Transplant, lenfoma,
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AIDS hastalari gibi immiin sistemi baski altinda olan kisilerde M. haemophilum infeksiyonlari
gelisebilir. En fazla gorilen klinik form deri ve yumusak doku infeksiyonlaridir (7,18,19,23,25).
M. ulcerans: M. ulcerans yavas lireyen, pigment olusturmayan, biyokimyasal 6zellikleri kismen
nonreaktif olmakla beraber sadece isiya direncli katalaz deneyi pozitif olan bir tirdir. Kord
olusturur, 33°C’'de 4-6 haftada Urerler. M. ulcerans, genelllikle alt ekstremitelerde Ulseroz
infeksiyonlara neden olurlar (7,18,19,23).

M. malmoense: ik vaka Malmd&’de tespit edildigi icin M. malmoense ismi verilmistir. L-)
besiyerinde zayif bir ireme gosterir, 8-12 hafta kadar inklibasyon siiresine gereksinim duyar.
S tipi koloni yaparlar. Tween 80 hidrolizi ve pirazinamidaz deneyleri pozitiftir. M. malmoense
infeksiyonlari genellikle, daha 6nceden akciger hastaligl olan veya immin yetmezligi olan
kisilerde gorulir. Akciger tutulumu en sik rastlanilan formudur (7,19,26).

M. conspicuum: Yavas lreyen, nonfotokromojen gruba dahil edilmistir. immin yetmezlikli
hastalarda yaygin infeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir. L-J besiyerinde 22 °C ve 31 °C'de
Urer, ancak 37 °C’'de tiremez. Tween 80 hidrolizi, 1siya direngli katalaz, 14 giinlik arilsiilfataz
deneyleri ile hidroksilamin hidrokloriir ve TCH varliginda tGreme pozitiftir ( 26,28).

M. kansasii: Yavas Ureyen, fotokromojen bir tiirdiir. Bazen sularda izole edilebilmekle beraber
dogal rezervuari tam olarak bilinmemektedir. Kati besiyerinde 3 haftada Urer. M. kansasii
nitrat rediiktaz, 1siya direncli katalaz aktivitesi yaninda 3 glinde Tween 80 hidroliz deneyi
pozitif sonug veren bir bakteridir. Antijenik olarak M. tuberculosis’e benzediginden PPD-S ile
¢apraz reaksiyon verir. Ona karsi gelisen bagisikhk M. tuberculosis’e de karsi korur. M. kansasii
cogunlukla kaviter akciger infeksiyonuna yol agmakla beraber, nadiren cilt, yumusak doku, kas
ve kemik dokusu infeksiyonlarina neden olabilir. AIDS’li hastalarda nadiren yaygin
infeksiyonlara yol agabilir (3,18,19,23,25,26).

M. marinum: Yavas Ureyen ve fotokromojen bir tlrdir. M. marinum’un ilk izolasyonda
optimal Ureme sicakhigl 30-32 °C’dir. Bazi suslari niasin Uretebilir. Nitratlari nitritlere
indirgeyemez, Tween 80 hidrolizi, lireaz, pirazinamidaz deneyleri ise pozitiftir. M. marinum,
zedelenen deri bolgesinin kontamine tuzlu veya tatli su ile temasi sonucu deri infeksiyonlarina
yol acar. Ylizme havuzu granilomasina neden olurlar. immunkompromize kisilerde
disseminasyon, sinovyit ve osteomyelit saptanabilir (3,7,18,19,23).

M. simiae: Yavas Ureyen, fotokromojen gruba dahildir. Semikantitatif katalaz, 1siya direngli,
katalaz, Ureaz, pirazinamidaz, tellurit rediktaz deneyleri pozitiftir. Ayrica suslarin % 63-85i

niasin pozitif sonug vermektedir. M. simiae’nin daha 6nce akciger hastaligi gecirmis insanlarin
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akcigerlerinde gecici veya uzun sireli kolonize kalmaktadirlar. Nadiren dissemine enfeksiyona
yol agarlar (3,18,19,23).

M. asiaticum: Fotokromojen ve 22 °C’de Ureyebilen bir tlirdir. Katalaz, Tween 80 hidroliz
deneyleri pozitiftir. M. asiaticum nadir goriilmekle beraber, gérildiginde ¢ogunlukla hastahk
etkenidir. M. asiaticum’un 0Ozellikle, kronik akciger hastaligi zemininde akciger enfeksiyonu
yaptigi ve ekstrapulmoner tutulumlara da neden oldugu bilinmektedir (7,26,29).

M. intermedium: Yavas lireyen, fotokromojen gruba dahildir. Filogenetik olarak yavas Greyen
ve hizlh lGreyen mikobakteriler arasinda bir yerde bulundugundan M. intermedium ismi
verilmistir. izole edildiginde siklikla patojeniktir ve akciger enfeksiyonuna neden olur (7,30).
M. scrofulaceum: M. scrofulaceum ismi servikal lenf bezlerinin mikobakteriyel infeksiyonu
anlamina gelen scrofula’dan kaynaklanmaktadir. Yavas lireyen, skotokromojen gruba dahildir.
Tween 80 hidrolizi negatif, nitratlari nitritlere indirgeyemezken, semikantitatif ve isiya direngli
katalaz deneyleri pozitiftir. Genellikle 18 ay-7 yas ¢ocuklarda lenfadenit etkeni olarak izole
edilen mikobakteridir. Cilt, pulmoner enfeksiyon ve bakteremiye neden olur (3,7,18,19).

M. szulgai: M. szulgai'nin 25 °C’de fotokromojen, 37 °C'de skotokromojen olmasi tipik bir
ozelligidir. Diger 6nemli bir 6zelligi ¢ok kuvvetli nitrat rediiktaz pozitifligidir. M. szulgai klinik
olarak akciger tuberkiilozundan ayirt edilemeyen kronik bir tablo olusturur. Ayrica M.
szulgai'ye bagh bursit, tenosinovit, osteomyelit, lenfadenit olgulari ve deri lezyonlari
bildirilmistir (3,7,18,19,23).

M. xenopi: Yavas uUreyen, skotokromojen gruba dahildir. Besiyerlerinde optimal (ireme
sicakhgl 42°C olmakla beraber 37 °C’'de uzun inklbasyonla tirer. Bulas kaynagi genellikle su
kaynaklaridir. Kuslar dogal rezervuarlaridir. ilerleyici pulmoner enfeksiyonlarla neden olur.
Nadiren de disseminasyon ve eklem tutulumu yapabilirler (3,7,18,19,23).

M. interjectum: Filogenetik agacta hizli ve yavas lreyen mikobakteriler arasinda bir yerde
bulunduklarindan bu tlire M. interjectum ismi verilmistir. M.interjectum L-J besiyerinde 3-4
haftada skotokromojenik, 1-2 mm ¢apinda koloniler olusturur. Sadece 31-37 °C'de urer, 22 °C
ve 41 °C'de Ureyemez. Niasin, nitrat rediktaz, Tween 80 hidrolizi, B-esteraz negatiftir.
Pirazinamidaz, Ureaz, semikantitatif ve isiya direncli katalaz deneyleri ise pozitiftir. M.
interjectum’un cocukta lenfadenitle birlikteligi gosterilmistir. Pulmoner enfeksiyonlara neden
olabilir (7,19,31).

M. fortuitum-chelonae complex:: Hizli ireyen mikobakterilerdir. Bu kompleks iki gruptan

olusmaktadir:
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a.M. fortuitum spp. grup

b.M. chelonae spp. grup
Bu bakteriler 7 glinden daha kisa stirede Urerler. Her iki grupta yer alan suslar cilt, ciltalti, kemik
dokusu infeksiyonlarina yol ag¢makta ancak tedavide kullanilabilecek antibiyotiklere
duyarliliklari farklihk géstermektedir. M. fortuitum grubunda yer alan tirler siprofloksasin ve
amikasine duyarli iken M. chelonae grubu direnglidir. Ayrica iki grup igcinde yer alan tirlerin de
antibiyotiklere duyarhliklari birbirinden farklidir (3,18,19,23,25).
M. absessus: Hizli ireyen mikobakterilerdendir. Pulmoner infeksiyonu tipik olarak yasli, sigara
icmeyen altta yatan zemin hazirlayici akciger hastaligi olup olmadigi bilinmeyen kadinlarda
gorulur. Klinik ve radyolojik olarak kavitesiz pulmoner MAC hastaligina benzer. Bazi
hastalardan M.abscessus ve MAC birlikte ya da ardi sira izole edilebilir. immunkompromize
kisilerde dissemine hastalik, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari ve pulmoner enfeksiyonlara
neden olabilirler (7,18,19,25).
2.5. ANTIJENIK YAPI VE VIRULANS, PATOJENITE : Kord faktér ve sulfatidler gibi baz
immunoreaktif komponentlerin virilanstan sorumlu olabilecegi gibi, hiicre duvar yapisi ve
sekresyonlari, metabolik enzimlerin de virtlansa katkisi oldugu distintilmektedir (18,20,32).
Old Tiiberkiilin (OT): ilk kez Koch tarafindan elde edilen OT’nin infekte bireylerde, basille
karsilasmamis olanlara gore daha cabuk ve belirgin reaksiyon olusturdugu gortlmis ve
tuberkiiloz infeksiyonu tanisinda intradermal olarak kullaniimaya baslanmistir. Tiberkiiloz
basilinin kaynatilmis kiiltiir ekstraktidir. Onceleri intradermal cilt testinde kullanilmis ancak

sadece mikobakteriyel proteinler icermemesi nedeniyle saflastiriimasina gerek duyulmustur

(2).

Saflastirilmis Protein Tiirevi (PPD): ilk kez Seibert ve Glenn tarafindan (1941) tanimlanmistir.
Sentetik besiyerlerinde hazirlanmis old tiiberkdlinin kollodyan membranlardan siiziiimesi ve
amonyum silfatla ¢oktlrilmesi sonucu elde edilmistir. Tam saflastirlamamistir ve diger
mikobakterilerle infeksiyonda ¢apraz reaksiyon verebilir. PPD deneyi kisinin tiiberkiiloz etkeni

bakteriler ile karsilasip karsilasmadigini gosterir, aktif tliberkiilozu gbstermez (2).

ESAT-6 (Early secretory antigenic target) ve CFP-10 (Culture filtrat protein): M. tuberculosis’in
RD1 gen lokusundan kodlanmaktadir ve bu proteinlere karsi olusan interferon cevabini T hiicre

sayisini gostererek in vitro 6lcen kitler gelistirilmistir. Bu yontem yardimiyla aktif ve latent
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tiberkiiloz tanisi konabilmekte, tedaviye yanit takip edilebilmekte ve M. tuberculosis

infeksiyonunun BCG asilamasiyla ayrimi yapilabilmektedir (2,20).

Trehaloz-6,6 Dimikolat (Kord Faktor): Tlberkiiloz basilinin kiime olusturmasina neden olur.
Adjuvan etkiye sahiptir ve komplemani alternatif yolla aktive eder. Onemli bir virulans
faktoradir. Granldlom olusumunda rol oynar. PNL gogini inhibe eder. Konak hiicre
mitokondri membranina tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasar yapar

(2,17,20).

Siilfolipidler (Silfatidler): Sulfir iceren glikolipidlerdir. Kord faktore sinerjik etki yaparlar.
Makrofaj icinde fagozom-lizozom flizyonunu engelleyerek, basili lizozomal enzimlerin

etkisinden korur ve makrofajlara karsi direnci arttirir (2,17,20).

WaxD: Peptidoglikolipid yapisindadir. Freud adjuvaninin etkisini arttirici 6zellige sahiptir.
Tumor geriletici 6zellige sahip olup, BCG asisinin bazi timorlerde gerilemeye neden olan

immiinoterapotik etkisinde roll vardir (2,20).

Lipoarabinomannan (LAM): M. tuberculosis’in major hiicre duvar glikolipidlerinden olan
lipoarabinomannan molekillerinden bazilari, tasidiklari arabinozil yan zincirlerinin mannoz
iceriklerine gore ManLAM olarak adlandirilirlar. ManLAM, monositleri inaktive edici ve
lenfositleri baskilayici bir sitokin olan TGF-f’nin ekspresyonunu indikler ve monositleri
inaktive edici TNF-a’ nin daha az Uretilmesine neden olur. Ayrica manLAM’in insan periferik
kan T hiicre kemotaksisini indikleyerek graniilomat6z yanitta rolii oldugu distinilmektedir
(2,17,20,32)

Hiicre metabolizmasi ile iliskili proteinler: M.tuberculosis’de yag aside metabolizmasinda,
aminoasit ve purin biyosentezinde, metal aliminda, anaerobik solunum ve oksidadif stres
kosullarinda etkin olan ¢ok sayida protein ve antioksidan enzimler mevcuttur. Mutasyon
¢alismalari bu enzimlerin enfeksiyonun sirekliligi ve virulans igin gerekliligini ortaya
koymustur. Bu enzimlerden en 6nemlileri; izositrat liyaz (Icl), lipaz/esteraz (LipF), acil- CoA
sentaz (FadD33) ve fosfolipaz C gibi lipid metabolizmasi ile iliskili enzimler, isopropilmalat
izomeraz (LeuD), antranilat fosforibozil transferaz (TrpD), pyrolin-5-karboksilat rediiktaz
(ProC) ve 1-fosforibozil aminoimidazol-stiksinokarboksamid sentaz (PurC) gibi aminoasit ve
pirolin sentezinde rol oynayan enzimler, Nitrat rediktaz (NarG), katalaz-peroksidaz (KatG),

alkil hidroperoksid rediiktaz (AhpC), demir ile gliclendirilmis sliperoksit dismutaz (SodA) ve Cu,
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Zn ile giclendirilmis sliperoksit dismutaz (SodC) gibi solunum enzimleri ile metal
transferazlardir (2)

Konaga Ait Faktorler: Yiksek mortalite ve morbidite ile seyreden bircok bulasici hastalikta
oldugu gibi akciger tiberkilozunda da kime hastalik bulasacagl ve kimin hasta olacagl,
hastaligin prognozunu etkileyen cevre sartlari disinda insana ait genetik yatkinhgin varligi ilk
yillardan beri sorgulanmistir. insanda verem hastaligina duyarliligi arttiran genlerin tespitine
yonelik calismalar yapilmis ancak sonuclar cok aciklayici olmamistir. Hastaligin mikrobik bir
hastalik oldugu ancak konaga ait bazi gen polimorfizminin immun cevabin modifikasyonuna
ve dolayisi ile immunopatogeneze katki sagladigi kanaatine variimigtir (33).

2.6. Patogenez, Patoloji ve Klinik Tablo

2.6.1. Patogenez: Akciger tliberkiilozunda inhalasyon yolu ile alinan basil alveollerde
notrofiller, makrofajlar, mast hicreleri, tip 1l pnOmositlerin ve dentritik hcrelerin
ylzeylerinde bulunan reseptérlere tutunarak kolonize olurlar. Alveoler epitel hiicre lizerinde
ortamdaki kompleman veya spesifik antikorlar gibi opsonize edici proteinler tarafindan
isaretlenen basil, fagositik hicreler tarafindan fagosite edilir ve fagolizozomal flizyon
icerisinde sindirilerek yok edilir. Ancak tiberkiloz basilinin, opsonize edebilecek proteinler
yerine farkh islevleri olan proteinlerle birlesmesi sonucu immun sistem mediatorleri
tarafindan yanlis ve yetersiz algilanmasi sonucu veya opsonizasyona ragmen fagositik
hiicrelerin gesitli genetik faktorlerin etkisi altinda yetersizligi veya basil mediatorleri tarafindan
fagolizozomal faaliyetlerinin modifiye edilmesi sonucu basil yok edilemez ve fagositik hiicre
icerisinde ¢ogalmaya devam eder. M. tuberculosis tarafindan sentezlenen slperoksit
dismutaz ve katalaz enzimleri endozom igerisindeki reaktif oksijen radikallerinin etkisinden
korunmasini saglar. Yine basile ait silfatidler, LAM ve fenolik glikolipid-I (PGL-1) oksijen
radikallerinden korunmada 6nemlidir. Fagositik hiicrede endozomlarda ¢ogalmaya devam
eden basiller, ESAT-6 ve CFP-10 ile olusturduklari kararli kompleksi, membrandaki lipit
bariyerlere saplayarak por formasyonu olusturup hiicrelerin lizisine sebep olurlar. Por
formasyonu sonucu parcalanan hiicreden alveoler bosluga diser ya da fagositik hiicre
endozom igerisinde latent fazda cogalmadan, sessiz (dormant) olarak yasamaya devam eder.
Parcalanan fagositik hicrelerin sekrete ettigi kemotaktik faktoérler, monositlerin ve diger
inflamatuar hicrelerin infeksiyon bolgesine gelmesini saglar ve graniilom olusumu baslar.
Alveoler bosluga gecen basiller, yeni makrofajlarca fagosite edilseler bile cogalmaya devam

ederler. Lenfohematojen yolla tiim viicuda yayilir ve yeni graniilomlar olusturur (1,2,6,32).
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2.6.2. Klinik Tablolar: Dinyada en cok karsilasilan M. tuberculosis enfeksiyonu akciger
tuberkilozudur. Bakteri hastanin 6kslirmesi ve aksirmasi sonucu 5 pum ¢apindaki damlaciklar
icinde disari ¢ikar. Bu damlaciklar igerisindeki basiller birkag saat asili halde havada dolasirlar.
Duyarh bir kisi tarafindan solunum yolu ile alinan enfekte damlaciklar akciger alveollerine
ulasir. Her lokalizasyon hastalikla sonlanmaz, enfekte olan kisilerin ancak % 5-10" unda hastalik
ortaya ¢ikar. Kolonize kisilerin blyuk bir kisminda hastalik hi¢ gelismez. Mikroorganizma viicut
icinde uzun bir zaman dorman (aktif olmayan) halde kalabilir. Tek belirti kisinin PPD’sinin
pozitif olmasidir. Boyle kisiler hayatlarinin geri kalan kisminda hastalik riski tasiyarak yasarlar
(1,2,6,32).

2.6.2.1. Primer Tiiberkiiloz: M. tuberculosis ile daha dnceden karsilasmamis veya BCG ile
asilanmamis PPD negatif bireyde inhalasyon yolu ile basilin alinmasindan 2-6 hafta sonra
genellikle asemptomatik veya hafif ates, kuru oOksurik, kilo kaybi, gece terlemesi gibi
belirtilerle seyreden bir tablodur. Basiller ilk olarak pulmoner alveolar makrofajlar icinde, daha
sonra inflamasyon bolgesine gelen makrofajlar icinde cogalirlar. Basil tasiyan makrofajlar
lenfatiklerle hiler lenf nodlarina go¢ eder ve hiicresel immunite yanit burada gergeklesir. Basil
tastyan hiicreler lenfatiklerle kan dolagimina sonrasinda da tiim viicuda yayilr. Vicuda yayilan
basiller 6zellikle akcigerlerin Ust zonlari, bébrek parankimasi, uzun kemiklerin epifizleri, beyin
korteksi ve periferik lenf bezlerinde yerleserek lremelerini slirdirirler ve granidlomalar
olustururlar. Akciger apekslerinde gelisen kii¢lik granilom odaklari ‘Simon odagl’ olarak da
tanimlanir. Dokularda, 0Ozellikle lenf nodlarinda tiberkll denilen graniilomlarin iginde
bulunurlar. Zamanla tliberkillerin merkezi nekroze olup ve kaze6z bir nekroz gelisir. Akciger
parankiminde pnémoni odagl (Ghon odagi), komsu hiler lenf bezinde granilomatoz
inflamasyon ve bu iki olusum arasindaki lenfanjit ile karakterize primer kompleksin (Ranke
kompleksi-parankimal ve mediastinal kalsifik odak) meydana gelmesine neden olur. Gecikmis
tip asir duyarliik reaksiyonunun gelismesi Uzerine 3-9 hafta sonra tiberkilin deri testi
pozitiflesir. Primer infeksiyon da denilen bu stireg hiicresel immiin yanit gelisimiyle durdurulur
ise, hastalik olusmadan olay sonlanir. Eger konagin immiin yaniti yetersiz kalirsa primer odak
ve ilgili lenf bezindeki inflamasyon ilerler, primer tiiberkiiloz meydana gelir. Bakteriler immiin
sistem hiicreleri tarafindan tamamen yok edilemeyip vyillarca canhligini koruyarak sessiz
(dormant) kalabilirler (1,2,6,32).

2.6.2.2. Miliyer Tiiberkiiloz: infeksiyon sirasinda kazedz bir odagin damara agilmasi veya erken

hematojen yayilim esnasinda bliyik damar intimasina yerlesen basillerin kana karismasi ile

16



milier tliberkiloz gelisir. Daha c¢ok 0-4 yas arasi cocuklarda, primer infeksiyonun erken
komplikasyonu seklinde ortaya cikar. Milier tliberkilozu, bir ka¢ hafta icinde gelisen
tuberkiiloz menenijit izleyebilir. Milier tlberkiiloz, ileri yaslarda da ortaya cikabilir. Eski bir
tuberkiiloz lezyonunun aktive olup kan damarina agilmasi, lezyon bulunan bir organa yapilan
cerrahi girisime baglh olarak inaktif haldeki basillerin kana karismasi gibi cok degisik nedenlerle
milier tuberkiiloz gelisebilir. Ancak ¢ocuklara gore eriskinlerde milier tiberkiloz daha az
goralar (1,2,32).

2.6.2.3. Sekonder tiiberkiiloz (reinfeksiyon tiiberkiiloz): Reinfeksiyon tliberkiilozu, endojen
reinfeksiyon ve ekzojen reinfeksiyon olmak lzere iki sekilde gériliir. Endojen reinfeksiyon
tiberkilozu, siklikla primer infeksiyon sirasinda lenfohematojen yolla akcigerin apikal-
subapikal bolgelerine yerlesen ve cogalmadan burada canhligini siirdliren dorman basillerin,
hayatin herhangi bir doneminde hicresel immun yanitin baskilanmasi ile aktif hale gegmesi
sonucu meydana gelir. Ekzojen reinfeksiyon ise dnceden primer infeksiyon gecirmis kisinin,
basil yayan aktif tliberkilozlu bir hastadan ¢ok sayida virlilan basil almasi ile meydana gelir
(1,2,32).

2.6.2.4. Ekstrapulmoner tiiberkiiloz: Siklikla akcigerleri tutan TB, lenfojen, hematojen ve
direkt yayilim vyollariyla tim doku ve organlarda hastalik olusturabilir. Ekstrapulmoner
tuberkiiloz (EPTB), birincil infeksiyondan yillar sonra ortaya c¢ikabildigi gibi, hizla ilerleyerek
akut bir klinik tablo da olusturabilir. Ekstrapulmoner tlberkiiloz olarak isimlendirilen bu form
plevra, lenfatik sistem, genitolriner sistem, kemik, eklem, deri, larinks, meme, santral sinir
sistemi ve kardiyovaskiiler sistemi tutarak cesitli klinik belirtilere yol acar. Tani érneklerden
kiltlr pozitifligi, histopatolojik veya klinik olarak koyulur ve tedavi baslanir. Tlberkiilozda
tutulan organa gore belirti ve bulgularin degismesi, klinik belirtilerin genis bir dagilim
gostermesine neden olmaktadir. Akciger tliberkiilozunda sik¢a saptanan ates, gece terlemesi,
halsizlik, kilo kaybi gibi 6zglil olmayan belirtiler, EPTB’de daha az siklikta gorilmektedir. Bu
uzun ve sessiz gidis, genis klinik dagilim taninin gecikmesine neden olabilmektedir. Sessiz
seyreden EPTB olgularinda yakinmalarin baslamasi ile tani arasinda gegen siire ¢ogu olguda
uzundur. Bundan otirl tedavide gecikmeler olabilmektedir. WHO’ya gore hasta ayni anda
hem pulmoner hem de ekstrapulmoner tuberkiiloz tanisi aldiginda pulmoner vaka olarak

klasifiye edilmelidir (1,2,4,6,13,34).
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2.7. LABORATUVAR TANI: Tiberkiilozda laboratuvar tani yontemlerinin amaci klinik
orneklerde etkenin varligini gostermek, izole etmek ve patojen olan tirleri patojen
olmayanlardan ayirt etmektir. Duyarlihgin belirlenmesi de tedavinin belirlenmesi acgisindan
oldukca 6nemlidir. Tlberkilozu tanisi igin klinik 6rneklerin dogru hastadan dogru sekilde
alinmasi, laboratuvara génderilmesi ve islenmesinde belirli kurallar vardir (1,2,6,8,35,36).
2.7.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE ISLENMESi: Pulmoner érneklerde yayma mikroskobisi,
TB tani testleri icinde 100 yildir en 6nemli test olarak yerini korumaktadir(4). Tiberkilozun
laboratuvar tanisindaki basari, klinik 6rnegin uygunluguna baglidir. Hastalik ¢ok cesitli organ
ve dokulari tutabildiginden 6rnek se¢imine 6zen gosterilmelidir. Pulmoner ornekler (balgam,
achk mide suyu, bronkoalveolar lavaj (BAL), bronsial yikanti suyu, bronsial biopsiler) ve
ekstrapulmoner 6rnekler (idrar, gaita, kan, BOS (beyin omurilik sivisi), doku biyopsileri, plevra,
pertonn mayi ve abse gibi aspiratlar) gibi cesitli klinik materyallerden mikobakteriler elde
edilebilir. Normal flora iceren klinik 6rneklere ve alinmalari ya da transport islemleri sirasinda
sterilizasyon kurallarina uyulmadigi diistintilen klinik 6rneklere; organik kalintilari sindirmek,
kontaminasyona neden olan bakteri ve mantarlari elimine etmek amaciyla dekontaminasyon
islemi ve bakteri yogunlugunu arttirmak icinde homojenizasyon islemi uygulanir.
Homojenizasyon-dekontaminasyon islemi icin;

-NALC (N-asetil-L-sistein)-NaOH (Sodyum hidroksit) yontemi

-%4’lik NaOH yontemi

-Zefiran-trisodyum-fosfat yontemi

-Oksalik asit yontemi

-Setilpridinyum klorid-sodyum klorid yéntemi

-Silfirik asit yontemleri kullanilir.
Bu yontemler arasinda en yaygin kullanilan NALC-NaOH ve %4’lik NaOH ydntemleridir
(1,2,6,7,8,35,37).
2.7.2. Aside Direngli Boyama Yontemleri: Mikroskopik inceleme en kolay, en ucuz, en sik
kullanilan ve tanisal degeri oldukc¢a yliksek bir yontemdir. Pulmoner 6rneklerde yayma
mikroskobisi, TB tani testleri icinde 100 yildir en 6nemli test olarak yerini korumaktadir
(1,2,4,7,36,37). Boyanmis yayma preparatlarin mikroskop ile incelenmesi, aside direncli basil
(ARB) aranmasinda ilk asamadir. Yaymada ARB saptanmasi, klinik 6rnekte mikobakteri varligini
gosteren ilk bakteriyolojik kanittir. Glinlimizde halen balgam ve diger klinik 6rneklerden

yayma ile ARB aranmasi ve bunun kiltiir ile dogrulanmasi tiliberkiloz teshisinde altin
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standarttir. En yaygin boyama teknigi EZN boyamadir (1,2,7,35,37). Mikroskobik incelemede,
aside direncgli bakteri gorltlmesi icin 6rnekte 5000-10000 basil/ml bulunmasi gerekirken,
kiltirde Uremesi igin 6rnekte 10-100 basil/ml bulunmasi yeterlidir. Direk mikroskobik
incelemenin duyarhhg %22-80 araliginda degisir (1,2,6,7,8,9,35,36,38,39). Mikobakteriler,
bakteriyolojik boyalarla kolay boyanmazlar. Gergcekte Gram pozitif olmalarina ragmen Gram
boyalari ile ¢ok glic boyanirlar. Hiicre ¢eperleri yiksek oranda lipid icerdiginden hidrofobik
ozellikte olup suda eriyen boyalarla boyanmazlar. Mikobakterilerin boyanabilmeleri icin
kullanilan boyanin, fenol gibi suda erir bir organik madde igerisinde eritilmesi, preparat
Uzerinde uzun sire tutulmasi ve isitilarak uygulanmasi gerekir. Bu bakteriler %3’lik asit alkolle
renk giderme islemi sirasinda aldiklari boyayi birakmazlar. Mikobakteriler icin baslica iki
boyama teknigi gelistirilmistir.

1.Karbolfuksin boyama:

-Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)

-Kinyoun (soguk boyama)
Karbol fuksin ve metillen mavisi ile boyanan preparatta zemin mavi, basiller pembe olarak
gorilir. inceleme 100’liik immersiyon objektifi ile olur.

2.Florokrom boyama:

-Auramine O,

-Auramine-Rhodamine
Aside direcli basiller florasan mikroskopta siyah zeminde, sarimsi-turuncu renkte floresan
verirler. Yapilan yaymalar en az 15 dakika sire ile incelenir. Yaymayi negatif raporlamadan
once en az 300 alan incelenmis olmalidir. Pozitif sonu¢ durumunda ise 1-10 um uzunlugunda,
kirmizi, ince, tekli veya demetler halinde basilller gériilmiis olmalidir. Sonuglar tablo 2.2’de
gorildigu gibi kantitatif olarak bildirilir (1,2,3,8,35,38).

Tablo 2.2: EZN boyama ile mikroskobik incelemede kantitatif ARB sonuglari

SONUC Gorillen ARB miktari
1(+) 1-9/100 alan

2(+) 1-9/10 alan

3(+) 1-9/1 alan

4(+) >10/1 alan
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2.7.3. KULTUR: Mikobakteri tiirlerine bagli infeksiyonlarin mikrobiyolojik tanisinda kiiltiir
kdsetaslarindandir ve altin standarttir (1,2,3,4,6,9). M. tuberculosis zorunlu aeroptur. %5-10
oraninda CO;'nin Giremeyi arttirici 6zelligi vardir. Optimal Greme sicakhgl 35-37°C, pH ise 7’dir.
M. tuberculosis tiriinin bir reme siklusu icin 18 saate gereksinimi vardir. Ortalama kati
besiyerinde 7-21 glin sonra lGreme saptanabilir. Kati besiyerlerinde kuru, kirli beyaz renkte,
ylzeyi ve gevresi girintili ¢cikintili koloniler olustururlar. Zorunlu aerop olmalarindan dolayi,
icerisinde gliserin ihtiva eden sivi besiyerlerinde ylizeyde zar olusturarak (Urerler.
Mikobakterilerin Gremeleri icin 6zel besiyerlere gereksinimleri vardir. Bu besiyerleri kompleks
yapida olup, kati besiyerleri ve mikobakterilerin daha kisa slirede (iremelerine imkan saglayan
sivi besiyerlerinden olusur (1,2,3,8,35,37).
I. Kat1 besiyerleri: Kati besiyerleri yumurta ve agar temelli olmak Uzere iki cesittir. Bakteri
veya mantar kontaminasyonunun oOnilne gecilebilmesi amaciyla bu besiyerlerine
antimikrobiyellerin katildig selektif besiyerleri de kullaniimaktadir

a) Yumurta bazl: Lowenstein-Jensen besiyeri, Petragnani besiyeri ve American Trudeau
Society besiyeri,

b) Agar bazli: Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 (1,2,3,6,7,8,35,37).
Il. Sivi besiyerleri: Sivi besiyerleri icinde yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albumin,
mikobakterilerin stok suslarinin subkdltirlerinin yapilmasinda, duyarhlik deneylerinde
inokulum hazirlanmasi amaciyla da kullanilirlar. Middlebrook 7H9 sivi besiyeri genellikle hizli
kiltlr sistemlerinde temel besiyeri olarak kullanilir (1,2,3,6,7,8,35,37).
Ill. Ozel besiyerlerine inokiilasyon ve inkiibasyon
1. BACTEC 460TB (Becton Dickinson, Biosciences): Yari otomatize radyometrik bir sistemdir.
BACTEC 12B besiyeri 14C isaretli palmitik asit igcerir. Mikobakterilerin 14C isaretli palmitik asit
kullanimi sonucu 14C0O, olusur ve bunun sonucunda 0-999 sayisal degerleri arasinda 6lgllen
ureme indeksi (Gl) ile mikobakterilerin varligi tespit edilir. M. tuberculosis complex igin
ortalama sonug alma siresi 4-15 glin iken MOTT icin 7 glinden kisadir. Koloni morfolojisinin
gozlenememesi, kontaminasyonun fazla olmasi, pahali olmasi, radyoizotop atiklar sistemin
dezavantajlaridir (3,7,37).
2.MGIT 960 (Becton Dickinson, Biosciences): Tam otomatize ve radyometrik olmayan bir
sistemdir. Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren MGIT tiplerinin dibinde icine floresan madde
gomull silikonlar mevcuttur. Floresan madde, sivi besiyerindeki oksijen varliginda

maskelenmektedir. Ureyen mikobakteriler ve diger mikroorganizmalarca oksijenin tiiketilmesi
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sonucu a¢iga cikan floresans, mikobakterilerin varligini gosterir. Olusan floresan miktari tireme
indeksi olarak degerlendirilir. MGIT 960 duyarliig, BACTEC 460TB’ye benzer. Ancak
kontaminasyon oranlari daha yliksektir. MGIT 960’in BACTEC 460TB’den en 6nemli avantajlari;
¢apraz kontaminasyon olanaginin distik olmasi, enjektér ile inokulasyona ihtiyag
duyulmamasi ve radyoizotop icermemesidir. Yiiksek kontaminasyon oranlari ve kan ile
floresanin maskelenmesi, MGIT 960’in dezavantajlaridir (3,7,37).

3.BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson, Biosciences): Tam otomatize bir sistemdir. Oksijene
duyarli floresan temelini kullanarak mikobakterileri tespit eder (7,37).

4.ESP Il, VersaTREK (Trek Diagnostics): Tam otomatize bir sistemdir. Sellloz siinger ve
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren bir sistemdir. Sistemde mikroorganizmalarin Giremesi ile
aciga cikan gaz basincindaki degisiklikler oOlclilerek, grafiksel olarak bilgisayar sistemine
aktarilir. Sistem tim klinik 6rnekler igin uygundur (7,37).

5. MB/BacT (bioMerieux): Besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor iceren ve olusan
CO, dizeyini olcerek tremeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar desteklidir ve kan haric
tiim materyal ¢alisilabilir (3,7,37).

6-7. MGIT/MG Redox: Daha dusuk kapasiteli yerler icin 6nerilen manuel sistemlerdir (37).
2.7.4. Molekiiler Tani: Tanida altin standart olarak kabul edilen kiltir yonteminin
sonuglanmasi zaman almakta ve bu nedenle hizh, duyarl ve 6zgll testlere gereksinim
duyulmaktadir. ARB boyama duyarliligi disik olup, yeni TB olgularinin ortalama %44’iGnu
saptayabilmektedir. ARB boyama yontemleriile 24 saatte sonug alinabilmesi ve ucuz bir tetkik
olmasina karsin, yayma preparatini degerlendiren kisinin tecribesi ve buna bagl gelisen distk
duyarhhk, tiberkiloz disi mikobakterileri dislayamamasi, diisiik prediktif pozitif degere (%50-
80) sahip olmasi nedeniyle direk incelemenin tek basina tanisal degeri yetersizdir. Kiltir ise,
klinik 6rnekte 210 canli tiberkiloz basili oldugunda mimkiin, duyarhhgr %80-85 olan en
degerli tani yontemi olmakla birlikte, kiltlir ortaminda etkenin tanimlanabilmesi icin 2-8
haftaya gereksinim duyulmasi ve her ortamda ¢alisilamamasi nedeniyle tiiberkiiloz kontroli
agisindan en etkin ve hizli yontem degildir. Son yillarda hasta orneklerinden ve/veya kultir
ortamindan mikobakterilerin saptanmasi, tir diizeyinde nikleik asit amplifikasyon (NAA)
esasli molekdler testler kullanima sunulmustur (1,2,6,7,8,9,39,40).

Klinik 6rneklerden direkt olarak M. tuberculosis complex varligini arastirmak amaciyla gesitli
ticari molekiler tani sistemleri gelistirilmistir. Solunum 0&rneklerinde kullanimina FDA

tarafindan onay verilen nikleik asit amplifikasyon temeline dayanan ticari molekiler
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sistemler; Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (AMTD, Gen-Probe) ve Cobas
AMPLICOR MTB Assay (Roche Diagnostic System)’dir. FDA onayi olmamakla birlikte izotermal
yer degistirme amplifikasyonu (SDA) esasli BD ProbeTec TMET MTB Direct Detection Test
(Becton Dickinson, Sparks, Md) gibi testlerde kullanima girmistir (8,9,40).
2010’da da Xpert MTB/RIF (GeneXpert, Cefebid) WHO tarafindan bir doniim noktasi olarak
kabul edilmis ve hasta o6rneklerinde M. tuberculosis ve rifampisin direnci birlikte
saptanabilmistir. Otomatize, “semi-nested” gercek zamanlh PCR yontemiyle calisan ve
amplifiye Grlini “molecular beacon assay” prensibi ile hicbir miidahaleye gerek kalmaksizin
saptayabilen bir sistemdir. Xpert MTB/RIF (Cefeid, Sunnyvale, ABD) hem kiltir hem
mikroskopi pozitif hastalarin %98.2’sinde, kiltlr pozitif mikroskopi negatif hastalarin
%75.2'sinde tek testle tani kondugu bildirilmektedir (4,8,9,40).
Kiltirde Uretilen mikobakterilerin identifikasyonu ve TB ilag direnci ile ilgili mutasyonlarin
saptanmasina yonelik ise gliniimizde klasik PCR ve RFLP yontemleri ve DNA prop hibridizasyon
esasli Urlinler, DNA dizi analiz kitleri kullanilmaktadir. “GenoType® Mycobacteria Direct Test
(Hain Lifescience, Almanya)” ve “Inno-LIPA Mycobacteria (Innogenetics NV, Belcika)” seritleri,
nikleik asit dizi bazli amplifikasyon (NASBA) teknigi esasina dayali olarak, ginimiz
mikobakteri l[aboratuvarlarinda hasta érnekleri ve sivi kultir ortamlarindan M.tuberculosis’in
hizli tanisinda kullanilabilmektedir (6,8,39,40).
2.7.5. identifikasyon: Kiiltiir islemleri sonucunda izole edilen mikobakterilerin tiir diizeyine
kadar tanimlanabilmesi dogru antimikobakteriyel tedavi igin gerekli olmaktadir.
Mikobakterilerin tanimlanmasi konvansiyonel biyokimyasal yontemler, BACTEC NAP (p-nitro-
asetilamino-hidroksi propiyofenon) testi, molekiler yontemler veya kromatografik analiz
yontemleri ile yapilabilir (1,2,6,7,35,41,42).
2.7.5.1. Konvansiyonel biyokimyasal yontemler: Mikobakteriler dncelikle Greme sureleri,
treme sicakliklari, koloni morfolojileri ve pigment olusturma 6zelliklerine gore gruplandirilir.
Bu gruplama sonucunda identifiye edilecek mikobakteri icin uygulanacak olan anahtar
biyokimyasal testler belirlenir. Mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal
testler asagida gosterilmistir:

e Niasin testi

e Nitrat rediksiyon testi

e Katalaz testi

e PNB (p-nitro benzoik asit) igeren besiyerinde Greme
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e TCH ile tremenin inhibe edilmesi

e Pirazinamidaz testi

e Tween 80 hidroliz testi

e Arilstlfataz testi

e Tellurit rediksiyonu

o Ureaz testi

o NaCl tolerans deneyi

e Demir uptake’i

e Kristal viyoletsiz MacConkey agarda lreme (1,2,3,7,35,41). Klinik 6rneklerden elde

edilen mikobakterilerin bazi biyokimyasal 6zellikleri tablo 2.3’de gorilmektedir.

Tablo 2.3. Klinik 6rneklerden izole edilen mikobakterilerin biyokimyasal 6zellikleri

Niasin Nitrat Tween Ureaz Aril Katalaz
yapimi rediiksiyonu hidrolizi siilfataz
Fotoromojenler
M. kansasii Yok Var Var Var Var Var
M. marinum Yok Yok Var Var Var Var
M. simiae Var Yok Yok Var Var Var
Skotokromojenler
M. scrofulaceum | Yok Yok Yok Var Yok Var
M. Yok Yok Yok Yok Yok Degisik
parascrofulaceum
M. xenopi Yok Yok Yok Yok Var Var
M. szulgai Yok Var Degisken Var Degisken | Var
M. gordonae Yok Yok Yok Yok Degisken | Var
M. flavescens Yok Var Var Var Degisken | Var
M. chimaera Yok Yok Yok Yok Yok Yok
M. arupense Yok Yok Var Yok Yok Yok
Non-kromojenler
M. avium complex | Yok Yok Yok Yok Degisken | Var
M. malmoense Yok Yok Var Degisken | Degisken | Belirsiz
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M. haemophilum | Yok Degisken Yok Yok Degisken | Belirsiz

M. ulcerans Degisken | Yok Yok Yok Degisken | Var

Hizl iireyenler

M. fortuitum Var Var Degisken Var Var Var

M. chelonea Yok Yok Degisken Var Var Var

2.7.5.2.BACTEC NAP testi: M. tuberculosis complex suslarini inhibe eden, ancak NTM turlerini
inhibe etmeyen, boylelikle sinirli bir identifikasyon saglayan bazi kimyasal maddeler
kullanilmaktadir; p-nitrobenzoat, hidroksilamin hidroklorir, 8-azaguanin, nitroksolin ve NAP
bunlardan bazilaridir. NAP, kloramfenikol sentezinde bir ara Grlindir ve kloramfenikole gore
M. tuberculosis kékenine dort kat daha etkilidir. BACTEC 460TB sisteminde kullanilan bu

yontem ile identifikasyon 3-5 giin icinde saglanmaktadir (35,42).

2.7.5.3.Molekiiler yontemler: Kiiltlirde Greyen mikobakterilerin kisa stirede tiir diizeyinde
tanimlanmasini saglamak amaciyla ¢esitli molekiler tani sistemleri gelistirilmistir. 16S rRNA,
23S rRNA, hsp65, 165-23S rRNA ara bolgesi, IS 6110 gibi gen bolgeleri amplifikasyon
yontemleriile cogaltildiktan sonra; prob hibridizasyon, DNA dizi analizi, DNA Microarray, RFLP,
spoligotyping yontemleri ile mikobakteriler cins ve tir diizeyinde tanimlanabilmektedir. Ayrica
bazi ticari molekiler sistemler ile tiir diizeyinde tanimlama ile birlikte antimikobakteriyel ilag

direnci de saptanabilmektedir (1,2,3,7).

2.7.5.4.Kromatografik Analiz: Kromatografik calismalar en ¢ok gaz-sivi kromatografi (GLC) ve
yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC) olarak uygulanmaktadir. GLC yonteminde uzun
zincirli mikolik asitler ayristirilarak gaz kromatografisinde incelenir. Ortaya ¢ikan profil, bilinen
tur spesifik patern ile karsilastirilarak degerlendirilir. Bu ¢alisma iki saatten daha kisa slrede
tamamlanir. HPLC ydnteminde ise bir gaz kromatografi ve ellinin (izerinde mikobakteri
datasina sahip bir bilgisayar kullanilir. HPLC, mikobakterilerin hiicre duvarinda bulunan mikolik
asit esterlerinin kromatografik yontemle belirlenmesine dayanan hizli ve tekrarlanabilir
yontemdir. Kromatografik yontemler teknik agcidan kompleks olup, pahali ekipman ve yiksek
maliyet gerektirdiginden yalnizca referans laboratuarlarinin kullanimi icin 6nerilmektedir

(7,24).
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2.7.5.5. immunokromatografik Analiz: Mycobacterium tuberculosis complex suslarina 6zgil
MPT64 proteininin, monoklonal MPT64 antikorlari kullanilarak saptanmasina dayanir. MPT64,
M.tuberculosis, Mycobacterium africanum ve Mycobacterium bovis’i icine alan MTC liyelerine
ait 23 kDa agirlhiginda bir membran protein olup, kiltdr filtratlari ve biyopsi materyallerinde
yiksek dizeyde bulunmaktadir. Yapilan calismalar, TB Ag MPT64 testinin, Mycobacterium
tuberculosis complex ve tiberkiloz disi mikobakteriler (NTM)’in ayiriminda kullanilabilecek
basarili ve hizli bir yontem oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla bu yontem, kiltiirde Gretilen
Mycobacterium tuberculosis complex suslarinin erken tanimlanmasina ve tedavinin
gecikmemesine olanak saglamaktadir (42,43).

2.8. Antitiiberkiiloz ilaglar ve duyarhlik testleri: Tiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar
baslica iki grupta incelenebilir. Primer ilaglar; izoniazid (INH), rifampisin (RIiF), pirazinamid
(PZA), etambutol (EMB), streptomisin (SM)’dir. Rifabutin, rifapentin, sikloserin, etiyonamid,
amikasin, kanamisin, kapreomisin, paraaminosalisilik asit, tiasetazon ve florokinolonlar ise

sekonder ilaclar grubunda yer alir (1,2,7,44,45,46).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) ve WHO tarafindan tiiberkiilozun baslangic
tedavisinde primer ilaglarin kombine kullanimi 6nerilmektedir (4). Bununla birlikte
antitlberkiloz ilag direnci dnemli bir sorun olusturmaktadir. Primer antitliberkiiloz ilaglardan
en azindan INH ve RIF direnci gésteren izolatlar “Cok ilaca Direncli (CiD) — Multidrug Resistant
TB (MDR-TB) ” olarak tanimlanmaktadir. Yaygin ilaca direngli TB ( YID-TB)- Extensively Drug
Resistant TB (XDR-TB) ise birinci se¢enek anti-TB ilaglardan izoniazid ve rifampisine ek olarak
herhangi bir kinolona ve parenteral verilen ikinci secenek anti-TB ilaglardan en az birisine
direng gelismesidir (2,4,44,47). Mikobakterilerin ilag duyarhliklarinin arastiriimasi igin gok
sayida duyarlilik yontemi tanimlanmistir. Bunlardan agar proporsiyon ve BACTEC sistemleri
CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) tarafindan altin standart olarak kabul
edilmistir (48,49).

Mikobakterilerin antitiiberkiiloz ilaglara duyarliligini belirlemek amaciyla uygulanan
deneylerde direkt ve indirekt olmak Uzere iki yontem kullanilir. Direkt yontemde;
preparasyonunda aside direncli bakteri goriulen klinik 6rneklerde, mililitredeki ortalama
bakteri sayisi hesaplanarak, homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon islemleri

sonrasinda ilagli ve ilagsiz besiyerlerine ekim yapilir. indirekt yontemde ise; klinik 6rneklerden
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saf kdltdr halinde aside direncli bakteri izole edilir, uygun inokulum hazirlanarak ilagli ve ilagsiz

besiyerlerine ekim yapilir (7,50,51).

Mutlak Konsantrasyon Yontemi: Antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine, 2x103-1x10* cfu
/ ml mikobakteri iceren inokulum ekilir. inokulum miktari olarak 100.000 basili gegmemelidir.
ilach besiyerinde 20 koloniden fazla olmasi o ilaca bakterinin direncli oldugunu gésterir

(50,51).

Direng Orani Yéntemi: ilacli besiyeri iceren tiiplerin bir sirasina da antitiiberkiiloz ilaglarin
hepsine duyarli oldugu bilinen M. tuberculosis H37Rv ile inokule edilir. Bu yéntemde 10°
cfu/ml’lik inokulum kullanilir. Farkh diliisyonlarda ilag iceren besiyerlerine ekilen bakteriler igin
ilaclarin minimal inhibitér konsantrasyonu (MiK) saptanabilmektedir.Test edilen susun MiK
degeri, M. tuberculosis H37Rv'nin MiK degerinden 8 kat veya daha fazla yiiksekse o ilaca

direngli oldugu kabul edilir. Degerlendirilmesi zordur, hata orani yiiksektir (50,51).

Proporsiyon Yontemi: Belirli ilag konsantrasyonuna direngli olan mikroorganizmalarin
oraninin belirlenmesini saglar. Test edilecek bakteri susu birkac farkli dillisyonda standardize
edilerek, ilag iceren ve icermeyen agar temelli besiyerine ekilmesi seklinde uygulanan ve (g
haftalik inkiibasyon siiresi olan bir yontemdir. Direng orani, ilag iceren besiyerindeki koloni
sayisl ile ilag icermeyen kontrol besiyerindeki koloni sayilari karsilastirilarak belirlenir. Bu oran
%1’e esit veya daha yiiksek ise test edilen sus o ilaca direncli olarak kabul edilir. Proporsiyon

yonteminde siklikla Middlebrook 7H10 ve L-J besiyerleri kullanilmaktadir (7,50,51).
Hizli Duyarhlik Testleri

1- Radyometrik Kiiltiir Sistemi (BACTEC 460- Becton Dickinson): Homojenizasyon ve
dekontaminasyon islemlerinden gecirilen klinik 6rneklerden, zenginlestirilmis 14C isaretli
palmitik asit iceren Middlebrook 7H9 sivi besiyeri bulunan siselere (Middlebrook 7H12) ekim
yapihir. Yag asiti kullanilinca 14 CO, ortaya cikar ve siseler periyodik olarak BACTEC 460
cihazina yerlestirilerek 14 CO, saptanmaya calsilir. Olusan 14 CO, miktari Greme indeksi (Gl)
olarak cihaz tarafindan saptanir. Gl: 500 olunca duyarlilik testi yapilir. Bir antitliberkiloz ilag
besiyerine eklendiginde organizma duyarli ise ireme baski altina alinir. Bu kontrole kiyasla
glinlik Greme indeksinde azalma veya cok kiicik artis seklinde saptanabilir. Organizma

direncliyse cok az veya hi¢ baskilanma goriilmez. Primer antitliberkiloz ilaglarin yani sira bazi
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sekonder antitliberkiloz ilaglarin duyarlilik testleri de yapilabilmektedir. Glinlik is yukd
fazlaligl ve radyoaktivite iceren atiklarinin olmasi dezavantajidir. Geleneksel yontemlerle

ortalama 21 giinde sonug alinirken, bu sistemde sonuglar 5-7 giinde ¢ikmaktadir (50,51).

2- Floresan Kiiltiir Sistemi (BACTEC MGIT 960- Becton Dickinson): Middlebrook 7H9 iceren
dip kismi ruthenium kompleksi bulunan silikon bir tabaka ile kapli tiipler kullanilmaktadir. Tip
icinde bulunan oksijen yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle tlp dibine génderilen UV isinina
karsi floresan 1sima olusmazken, oksijenin mikobakteri veya kontaminan mikroorganizmalar
tarafindan kullanilarak tiketilmesi ve CO2 birikmesi sonrasi tiip dibine gonderilen UV isini
ruthenium kompleksindeki degisiklik nedeniyle floresan vermektedir. Saptanan floresan
miktari ireme indeksi olarak ele alinmakta ve kiltur pozitifligi acisinda degerlendirilmektedir.
Duyarhlik testi icin ilagsiz ve ilagl tliplere esit miktarda bakteri ekimi yapilip bu tiplerdeki
treme karsilastirilir. ilagsiz tiipte Gireme saptandiktan sonra 48 saat icerisinde ilacl bir tiipte
ireme olursa, bakterinin o ilaca direncli oldugu Kabul edilir. Ureme orani ve saptama zamani
BACTEC 460 ile aynidir. Rayoizotop kullanilmamasi avantajidir. Strekli monitdrizasyon ile 960
tipiln ayni anda takibini saglamasi ve bilgisayar verileri vermesi nedeniyle is yliki daha azdir.
Kontaminasyon oranlari yuksektir (50,51).

3- Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi :

MB /BacT /ALERT MB (Organon Teknika): Kolorimetrik olarak besiyerinde olusan CO,
dizeyini 6lcerek mikobakteri Gremesini degerlendirir. Radyoizotop icermez. Tam otomatiktir,
bilgisayar destegi mevcuttur. Duyarhlik testi yapilabilmektedir. Testlerin sonuglanma siresi
BACTEC 460’dan daha uzundur. Etambutol i¢in duyarliigi dustktir (50).

4-Karbondioksit Olusumunu Saptayan Sistem; ESP Culture System II: Mikobakterilerin
olusturdugu gaz ve olusan basinci 6lcerek lireme degerlendirmesi yapan, tam otomatik,
radyoaktif olmayan, bilgisayar destekli bir sistemdir. Primer antitiberkiiloz ilaglar test
edilebilmektedir (50).

5. E Test (AB BIODISK): Mikobakteri tlrliniin ekildigi bir Middlebrook 7H10 plak besiyerine
farkli konsantrasyonda gradient olusturacak sekilde ilag emdirilmis seridin yerlestirilmesi ve
inklibe edilmesi sonrasi olusan elips seklindeki inhibisyon zonunun seridi kestigi noktadaki
sayisal degerin denenen ilag icin susun MiK degerini verdigi bir ydntemdir. E-test ayni zamanda

hizli ireyen mikobakterilerin direnc testleri icin de kullanilabilmektedir. Primer antittiberkiloz

27



ilaglara karsi MiK degerlerini belirlemek icin kolay bir yéntemdir. Acik sistem oldugundan
uygulama ve okunmasi sirasinda dikkatli olunmasi gerekmektedir (50).

2.9. Antimikobakteriyel ilaglara Diren¢ Mekanizmalar: Giiniimiizde Mycobacterium
tuberculosis’in etken oldugu tiiberkiiloz hastaliginin tedavisi birinci segenek ve ikinci secenek
antitiiberkiloz ilaglarla yapilmaktadir. Birinci segenek ilaglar isoniazid, rifampisin, pirazinamid,
streptomisin ve etambutoldur. ikinci secenek grubu ise sikloserin, ethionamid, tiasetazon,
kanamisin, kapreomisin, amikasin, para-aminosalisilik asit, florokinolonlar, rifabutin,
klofazimin gibi ilaglardir (44). M. tuberculosis igin bilinen butlin direng¢ mekanizmalari
kromozomaldir ve bagimsiz bir gende meydana gelen mutasyona bagldir. Genetik calismalar
antitlberkiloz ilaglara direncin; ilacin hedef bolgesini yada aktivasyonunda rol alan enzimleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlarla olustugunu gostermistir.

Primer direng, daha 6nce hig tuberkiiloz ilaci kullanmamis bir hastada gelisen direnctir. Bu
durum kisinin infeksiyonu, ilaglara direngli basillere sahip bir hastadan aldigini gosterir.
Sekonder direng ise hatali tedavi protokollerinin kullanilmasi veya tedaviye uyumsuzluk gibi
nedenlerle tedavi sirasinda gelisen direnctir (1,2,44,45,52,53).

isoniazid: isoniazid, sentetik yapida ve ¢ogalan basiller lizerine bakterisid etkili bir ilactir.
isoniazid bir 6n ilactir, katalaz-peroksidaz enzimiyle aktive olur. Katalaz-peroksidaz enzimini
kodlayan katG genindeki mutasyonlar %60-70 oraninda isoniazide karsi yliksek MiK degerli
direncten sorumludur. M. tuberculosis de aktive olan INH InhA geni tarafindan kodlanan enoil
rediiktaz enzimine baglanir ve rediiktaz aktivitesi inhibe olur. Enoil rediiktazda mikolik asit
sentezinde rol oynayan bir enzimdir. Bu nedenle inhA bdlgesindeki mutasyonlarda INH’a
direngte rol oynarlar. Klinik izolatlarin yaklasik %25’inde inhA geninde mutasyonlar
saptanmistir. KatG katalaz- peroksidaz aktivitesini ortadan kaldiran mutasyonlar INH
aktivasyonunu engellemekte ve bu ilaca direncte major mekanizma olarak gérilmektedir. M.
tuberculosis de alkil hidroperoksidaz rediiktazi kodlayan ahpC geni bulunmusgtur. INH in aktif
ara Urlinuni detoksifiye ettigi distiniimektedir. KatG’nin veya alkilhidroperoksidaz ahpC nin
ekspresyonu basili organik peroksidlerin toksik etkilerine karsi korumaya yeterlidir. infeksiyon
sliresinde yasayabilmek icin INH’a direncli katG mutanlarinin kat G katalazperoksidaz
kayiplarini ikinci bir mutasyonla ahpC nin fazla yapimi ile kompanse ettigi distnilmektedir
(45,52,53).

Rifampisin: Streptomyces mediterranei’nin kiltur filtratlarindan elde edilen rifamisinin

sentetik bir derivesidir. Rifampisin hidrofobik hiicre zarfindan hizla difflize olur. Bakterinin
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DNA’ya bagimli RNA polimerazin potent inhibitoridir. Rifampisin RNA polimerazi rpoB geni
tarafindan kodlanan b alt Ginitesine baglanarak inhibe eder. Direngli suslarda mikobakteri RNA
polimerazinin beta alt Unitesini kodlayan geni rpoB’de 27 amino asidlik bir bélgede anlamsiz
mutasyonlar saptanmistir. Rifampisin direnci isoniazid direnci ile birlikte siklikla
gorilmektedir. Mutasyonlarin biyik bir kisminin 526 ve 531 aminoasid pozisyonlari arasinda
oldugu kabul edilmektedir. Bu mutasyonlar ¢esitli cografik bolgelerden elde edilen izolatlarda
bulunmus fakat direncin derecesi ile iligskisi bulunamamistir (45,52,53).

Streptomisin: Streptomisin diger aminoglikozid grubu antibiyotikler gibi protein yapimini
inhibe ederek bakterilerde etki gosterirler. Bu etkisi bilhassa ribozomal S12 proteini ve
16SrRNA lzerindendir. Diger bakterilerde aminoglikozidlere direng asetilasyon seklinde ilacin
inaktive edilmesi yoluyla olur. M.tuberculosis’de bu diren¢ sekline rastlanmistir.
M.tuberculosis’de streptomisine direncin %80 ninde iki tiir mutasyon saptanmistir.

1. Ribozomal S12 proteinini kodlayan rpsL geninde nokta mutasyonu olmakta bu da tek
amino asid degisimine neden olmaktadir. Aminoasid degisimi 88. kodonda lizinin arjinine, 43.
kodonda ise lizinin arjinin veya treonine degisimi olarak ger¢eklesmektedir.

2. Diger mutasyon ise 16 S RNA yi kodlayan rrs geninde olmaktadir. Burada 530 kivrimi
ve 904 bolgesinde mutasyonlar olmaktadir. Muhtemelen ribozomlardaki bu degisiklik ilacin
bakteriye baglanmasini azaltmaktadir. Geri kalan %20 direngli susta tglincl birmekanizma s6z
konusu olabilir. Bazi direngli suslarda rpsL veya rrs’de mutasyon yoktur. Burada muhtemel
mekanizma ilacin alinmasinda bir engel olugsmasidir, bu da hiicre duvar gegirgenligindeki
degisiklige baglidir. Sonucta disiik veya orta derecede direng olusur. Diger aminoglikozidlerle
(kanamisin, amikasin) veya kapreomisin gibi siklik peptik protein ile capraz direng
gozlenmemistir (45,52).

Etambutol: ilacin hedefi bakteri dis duvaridir. Mikolik asitlerin hiicre duvarina transferi inhibe
edilir. Mikoloik asitler hiicre duvarindaki arabinogalakton polimerinin terminal D arabinoz
artiklarinin 5” hidroksil grublarina spesifik olarak baglanmaktadirlar. Etambutolln etkisi aktif
mikolil grublarinin arabinogalaktona tasinmasini engellemek veya arabinogalakton sentez
asamalarinda inhibisyon yapmaktir. Son zamanlarda etambutoliin hedefinin arabinozil
transferaz veya arabinoz akseptorii sentezi ile ilgili herhangi bir enzim olabilecegi de
distnulmastir. Bir gen bolgesi EmbCAB operonu idendifiye edilmistir. Arabinozil transferazi
kodlamaktadir. Etambutole direngc emb proteinlerinin fazla yapimi ve embB de mutasyonlar
sonucu gelismektedir. Etambutol, duvar sentezini bozmasi yaninda duvarin permeabilitesini

arttirarak diger ilaclarin bakteri icine girmesini kolaylastirir (45,52).
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Pirazinamid: ilag in vivo olarak sterilizan etkisini asidik hiicre ici bélimlerde gdsterir. Makrofaj
fagolizozomlarindaki semidorman M. tuberculosis’e gostermektedir. Mikobakterilerin
pirazinamide duyarlhhg spesifik amidazin varligina baghdir. Bu amidaz pirazinamid ve
nikotinamidi hidrolize eder. Bu nedenlerden dolayi pirazinamidde INH gibi bir 6nci ilagtir.
Mikobakteri hlicre duvarindan diffiize olur ve pirazonoik aside cevrilir. Bu ilagin aktif formudur

(45,52,53).

3.MATERYAL-METOD

3.1. Bakteri izolatlan: Saghk Bakanligi Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon
Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Ocak 2008-Eylil 2013 tarihleri arasinda
Uretilen 61 adet ekstrapulmoner Mycobacterium tuberculosis susunun, MGIT 960 (Becton
Dickinson, USA) yontemi ile primer ilaclara karsi antitliberkiloz duyarlilik testleri yapilmistir.
BACTEC MGIT 960 ve/veya L-J besiyerinde lretilen M. tuberculosis complex izolatlart MGIT 7
ml tiplne pasajlanarak antibiyotik duyarliliklari ¢alsiimistir. Her hasta igin birden fazla
gonderilen klinik 6rnekler arasinda sadece tek ornekten izole edilen sus g¢alismaya dabhil
edilmistir. Hastanemizde Ocak 2008- Mayis 2012 yillari arasinda kiltlr islemi L-J besiyerine
ekilerek, Mayis 2012-Eylil 2013 yillari arasinda da hem BACTEC-MGIT 960 hem L-J besiyerine
ekilerek gergeklestirilmistir.

Kalite kontrol amaci ile primer antimikobakteriyel ilaglarin her birine tamamen hassas H37Rv
referans sus (ATCC 27294) calismaya dahil edilmistir. Calismalarin tim asamalari sinif 1l
biyolojik emniyet kabini igerisinde yapilmistir.

3.2. Homojenizasyon-Dekontaminasyon-Konsantrasyon islemi: Tiberkiiloz sliphesi ile
laboratuvarimiza gonderilen orneklerden steril olmayan mukoid materyaller % 4 NaOH-
Sodyum sitrat — NALC c¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilmis ve 15 dakika oda sicaklhiginda
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda notralizasyon amaci ile tlipin agzina kadar (50 ml) fosfat
tamponu ilave edilip dekontaminasyon islemi durdurulmus ve bakteri yogunlugunu arttirmak
icin 15-20 dakika 3000 xg’de santrifiij edilmistir. Ust sivi dokiiliip sedimentin lzerine 1:1
oraninda fosfat tamponu ilave edilerek, vortex ile iyice ¢alkalanmistir. Steril oldugu disinilen
vicut sivilari, BOS 6rnekleri NaOH ile dekontaminasyon islemine tabi tutulmadan direkt ekim
asamasina gecilmistir. idrar érnekleri ile miktar fazla olan viicut sivilari santrifiij edildikten

sonra dekontaminasyon islemine alinmistir.
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3.3.Aside Direngli Boyama: Laboratuvara kabul edilen materyallerden islem 6ncesi iki adet
direk mikroskobik inceleme icin materyal hazirlandi. Yogun materyaller iki lam arasinda
bastirilarak hazirlandi. Mukoid olmayan diger 6rneklerse vortekslenip 6ze veya pipet
kullanilarak lam Uzerine yayildi. Preparatlar glivenlik kabininde hazirlanip kurutuldu. Kiltir
icin dekontamine edilen 6rnekten de teksif asamasinda mikroskobik inceleme icin her hastaya
2 adet lam hazirlandi ve 0Ornek lam Uzerine 1x2 cm’lik bir alana yayilarak oda sicakliginda
glivenlik kabini icinde kurumaya birakildi. Lamlar alevde fiske edilerek EZN boyama igin
hazirlandi.

EZN boyama: Lam karbolfuksin ile kaplanip alttan yavasca 3-5 dakika boyunca (buharlasma)
duman c¢ikmasi saglanana kadar isitma islemi uygulanmis ve soguduktan sonra su ile
yikanmistir. % 3 asit alkolle renk giderilinceye kadar muamele edilip su ile yikanmigtir. Lam
Uzerine zit boyama igin metilen mavisi kaplanmis ve 1 dakika sonra su ile yikanmigtir. Lam
havada kurutulduktan sonra boyanan preparatlar x1000’lik buytitmede 151k mikroskobunda
incelenmistir. EZN boyama sonuglari kantitatif olarak rapor edilmistir

3.4. Kiiltiir: 2008-2012 yillari arasinda L-J besiyerine ekilip Giremesi olup EZN boyama yapilarak
ARB basiller saptanan ve buzdolabinda saklanan suslardan kontamine olmayan ve yeterli
koloniye sahip olanlar MGIT tlpune ekildi. Ekim i¢in L-J besiyerinden pamuklu swap yardimi
ile birkac¢ koloni alinarak icinde steril 4 ml serum fizyolojik olan tip icerisinde homojen hale
getirildi. Tipun kapagi kapatilarak 2-3 dakika vortekslendi. Vorteks sonrasi tiip icinden 1 ml
sispansiyon alinarak McFarland 0,5-0,6 olacak sekilde ayarlandi. 15 dakika bekletildi.
Numaralandirilan MGIT tiipine 0.8 ml Growth Supplement/MGIT PANTA Antibiyotik karisimi
ilave edildi. Hazirlanilan slispansiyonun tst kismindan yeni MGIT tiiptne 0,1 ml ekim yapilarak
cihaza konuldu.

Mayis 2012 ve Eylil 2013 vyillari arasinda laboratuvara kabul edilen materyaller,
homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon islemleri tamamlandiktan sonra ekimi
MGIT ve L-J besiyerlerine yapilmistir. L-J besiyerine, hazirlanan érnekten 0,5 ml ekilmistir. 37
°C’'de etiivde bir gece boyunca yatik pozisyonda inkiibe edildikten sonra dik pozisyona getirilip
6 hafta slireyle inklibasyona devam edilmistir. L-J besiyerleri haftada bir kez tireme kontroliine
tabi tutulmustur. Ureyen kolonilerin morfolojileri makroskobik olarak ve kolonilerden
hazirlanan preparatlar EZN ile boyanarak mikroskobik olarak incelenmistir. MGIT tlp
besiyerine 0,8 ml MGIT Growth Supplement/PANTA (polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik

asit, trimetoprim, azlosilin) ilave edilmistir. Dekontamine edilmis érnekten 0,5 ml besiyerine
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eklendikten sonra tipiin kapagi kapatilarak karistirilmis ve cihaza konulmustur. Pozitif Greme
saptanan MGIT tiplerinden kanh besiyerine pasaj alinmis ve ayni zamanda aside direngli basil
acisindan EZN boyama yapilmistir. Kanli besiyerinde (ireme olmayan ve EZN boyamada ARB
pozitif basiller goriilen tlpten identifikasyon ve antibiyogram yapildi. Tpler 1-2. glinlerinde
ise direk islemlerde kullanildi. 4-5. glinlerinde ise 1 ml MGIT tupinden alinan materyal, 4 ml
serum fizyolojik ile karistirilarak elde edilen tlip pozitif MGIT tlpi olarak kullanildi. Dokuzuncu
gunl asan pozitif tlpler ise 1/10 oraninda serum fizyolojikle sulandirilip Ustiinden 0,1 ml
alinarak, icine 0,8 ml Growth Supplement/MGIT PANTA Antibiyotik karisimi ilave edilmis yeni
MGIT tlpune ekilip tekrar cihaza konuldu.

3.5.identifikasyon: MGIT ve L-J besiyerlerinde {ireyen aside direngli basillerin tanimlanmasi
amaci ile BD MGIT TBc lIdentification Test ((TBc ID) kullanilmistir. Test Mycobacterium
tuberculosis complex tarafindan salinan MPT64 protein fraksiyonunu saptamaktadir. Pozitif
MGIT tlpl 10 gline kadar test amacli kullanilabilmektedir. Oda sicakliginda bulunan MGIT tiipi
vortekslenip 100 pl pipetle alinip 6érnek kutucugna konuldu. 15 dakika beklenip test okundu.
Test lizerinde bulunan kontrol ve test cizgilerinden her ikisinde de pembe renk olustu ise test
pozitif olarak degerlendirildi ve sus Mycobacterium tuberculosis complex olarak kabul edildi.
Pozitif test resim 3.1’de gorilmektedir. Sadece kontrol kisminda pembe renk olustu ise sus
NTM olarak kabul edidi. Mycobacterium tuberculosis complex suslarina antibiyogram
duyarllik testi yapildi.

3.6.Antimikobakteriyel Duyarliik Deneyleri

MGIT Duyarhihik: M. tuberculosis compleks olarak tanimlanmis mikobakterilere, sivi
besiyerinde pozitif lireme saptanmasi anindan itibaren bes giin icinde duyarlilik deneyi
uygulanmistir. Antibiyotik duyarllik testi, ilk 1-2 glinde yapildiysa pozitif MGIT tiplinden, 3-5.
glinlerde yapildiysa pozitif MGIT tliptinden 1 ml sivi alinip, 4 ml steril serum fizyolojik iceren
tlpe aktarilarak 1/5 oraninda diltie edilerek elde edilen tip pozitif MGIT tlpl kabul edilerek
yapilmistir. Steril bir tiipe 10 cc steril serum fizyolojik konulup, pozitif MGIT tliptinden 100 ul
alinarak sulandirilmistir. Bes adet MGIT tlip besiyeri alinarak birinci tlip kontrol( growth
control-GC), diger tlipler test edilecek antibiyotikler olmak Uzeri isaretlenmistir. Aseptik
sartlarda 0,8 ml MGIT Growth Supplement ¢ozeltisi/MGIT 960 SIRE destegi her tiipe ve her
antibiyotik cozeltisinden 100’er ul ait olduklari tiplere eklenirken, kontrol tliptine hicbir
antibiyotik eklenmemistir. Eklenen ila¢ miktarlari ve MGIT tiplerindeki konsantrasyonlari

tablo 3.1'de gorulmektedir. Hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 0,5 ml kontrol tlipine ilave
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edilmistir. Ayrica organizma iceren slispansiyon kontaminasyon kontroli icin 0,5 ml %5 koyun
kaniiceren TSA (tripticase soy agar)’a ekilmistir. icine antibiyotikler eklenen tiiplere ise pozitif
MGIT tipinden 0,5 ml eklenmis ve kapaklari kapatilmistir. MGIT antibiyotik duyarlilik testi
yapilis teknigi resim 3.2’de gorilmektedir.

Tupler AST Set Carrier’a solda GC tliplu sonrasinda SIRE tlipleri olmak Uzere yerlestirilip
barkodu okunup cihaza konulmustur. Cihaz icine AST Set Carrier ve MGIT tipleri resim 3.3’de
gortlmektedir. Kanli agarda 48 saatte Greme yoksa isleme devam edilmis, (reme varsa AST
atilip tekrar saf kiltirden yeniden yapilmistir. 37 °C’de cihazda inokile olan test, cihaz
tarafindan artan floresan bakimindan surekli izlenmis ve GC tlplyle kiyaslayip, duyarhlik
sonuglarini belirlemistir. Pozitif sinyal veren cihazdan AST seti ¢ikarilip barkodu okutulmus ve
yazicidan duyarhlik testi sonucu basilmistir. Cihazin testle ilgili hata vermesi veya beklenmeyen
direng durumunda islemler ilk basamaktan itibaren yeniden yapilmis, test ikinci kez
tekrarlanmistir. EMB’ye direncli sonuglanmis test 6rnegi resim 3.4’te gortlmektedir. Direng
saptanmayarak sonuclanmis test resim 3.5’te goriulmektedir.

Tablo 3.1: Kritik ila¢g konsantrasyonlari ve MGIT tliplerindeki konsantrasyonlari

Rekonstitiisyondan
sonraki ilag Tiplere eklenen MGIT tiplerindeki son
ilag konsantrasyonu®** | miktar konsantrasyon*
MGIT SM 83 pug/mL 100 pL 1,0 pg/mL
MGIT INH 8,3 ug/mL 100 pL 0,1 pg/mL
MGIT RIF 83 ug/mL 100 pL 1,0 pg/mL
MGIT EMB 415 pg/mL 100 plL 5,0 ug/mL

* CDC'nin 6nerdigi ilag konsantrasyonlarina esdegerdir.

**Bu konsantrasyonlar icin ilaglar 4 ml steril/deiyonize su kullanilarak rekonstittie edilmelidir.
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Resim 3.1: BD MGIT TBc Identification Test ile pozitif sonug

Resim 3.2: MGIT antibiyotik duyarhlik testi uygulama sekli
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Resim 3.3: MGIT cihazi iginde AST Set Carrier ve ¢alisilan antiyogram tipleri
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Resim 3.4: EMB’e direncli sonuglanmis test (Ok: EMB iceren tlpteki

partikilleri gostermektedir)
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Direnc negatif sonuclanmis test (Sadece kontrol tiipte

Resim 3.5

partikiller gortilmektedir)
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4. BULGULAR
Saglhk Bakanligi Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Ocak 2008- Eylul 2013 tarihleri arasinda mikobakteri kilttra
yapilmasi istenen 6018 ornekten 275’inde (%4,6) M. tuberculosis complex Uretildi.
Mycobacterium tuberculosis complex Gremesi olan materyallerin pulmoner, ekstrapulmoner
dagilimi sekil 4.1’de gorilmektedir.  Yillara gére materyal sayisi dagihmi da sekil 4.2’de
goritlmektedir.

Sekil 4.1: izole edilen suslarin pulmoner/ekstrapulmoner sayi ve oranlari

%58 (n:160)

B Ekstrapulmoner
B Pulmoner

%42 (n:115

Sekil 4.2: Mikobakteri kiltir calisiimasi istenen toplam materyal sayisi

4 N\

N\ / ——2008
/ \/ e 2009

2010

2011

2012

2013
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izole edilen 160 ekstapulmoner érnegin 61’ine antitiiberkiiloz duyarlilik bakilmistir. Bu 61

ornegin ait oldugu hastalarin yas dagilimi 10-83 yil, ortalama yas 43,9 olarak tespit edildi. 15

yas alti hasta sayisi 6 ve 15-64 yas arasi hasta sayisi 41 (%67)’di. Hastalarin yas dagihimi sekil

4.3'de gorilmektedir.

Sekil 4.3: Hasta yas dagilimi

-

.

Hasta yas dagihimi

m0-4

m5-14

m15-24

-44

-64

I :

J/

61 ekstrapulmoner materyale ait Mycobacterium tuberculosis complex susunun 37’si erkek,

24’0 kadin hastalara aitti. Cinsiyet dagilimi sekil 4.4’de gortlmektedir.

Sekil 4.4: Orneklerin cinsiyet dagilimi

-

%31
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61 kiltir pozitif ekstrapulmoner 6rnek icinde %21 oran ile en fazla servikal lenfadenopati
materyali bulunup onu %18 ile BOS materyali izlemektedir. Ekstrapulmoner materyallerin

dagihimi sekil 4.5’de gorilmektedir.

Sekil 4.5: 61 ekstrapulmoner érnegin dagilimi

4 ™\

AN J

Diger: Ekstremite abse materyalleri, meme absesi

BACTEC MGIT 960 ile yapilan antibiyotik duyarlilik testleri sonucu 61 Mycobacterium
tuberculosis complex susunun antitliberkiloz ila¢ diren¢ sayl ve oranlari tablo 4.1'de

gorulmektedir.

Tablo 4.1: Suslarin antitliberkiloz direng oranlari

Antimikobakteriyel Duyarh (n) Direncli (n) Oran (%)
Streptomisin (SM) 54 7 11.5
izoniazid (INH) 44 17 27.8
Rifampisin (RIF) 59 2 3.2
Etambutol (EMB) 52 9 14.7

61 susun 2’'sinde (%3.2) INH ve RIF’e birlikte diren¢ olup MDR-TB olarak saptandi. 61 susun
20’si (%32.8) en az bir antibiyotige direncli bulundu. 7 susta (%11.5) iki ilaca direng, 4 susta

(%6,5) 3 ilaca direng saptanmistir.
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Materyallere gore direncg oranlarina bakildiginda plevral sivi, Pott/psoas apsesi ve BOS’ta en

yuksek direng oranlari gorilmustir.

Materyallere gore antibiyotik direng oranlari tablo 4.2’de gorilmektedir. MDR direngli suslarin

saptandigl materyaller plevra sivisi ve Pott absesine aittir.

Tablo 4.2: Materyallere gore antitiberkiiloz direng sayi ve oranlari

Materyal (n) SM INH RIF EMB
Sayi % Sayi % Sayi % Sayi %

(Bnc_)si 1 1 %9 3 %27 0 1 %9
E:YZF))SI 0 1 %25 0 2 %50
Diz sivisi 0 1 %33 0 0
(n: 3)
'(:fa;) 0 1 %20 0 2 %40
Periton 0 1 %33 0 1 %33
(n:3)
(Pr']e‘;r)a 2 %28 2 %28 1 %14 1 %14
:L(‘)):.te/s ﬁ’?f‘;) 3 %37 5 %62 1 %12 2 %25
Servikal LAP 1 %7 ) %15 0 0
(n:13)
Diger 0 1 %14 0 0
(n:7)

Diger: Ekstremite abse materyalleri, meme absesi

Altmis bir érnek, materyallerin cinsine gore ilag direnci olan sus sayisi ve kag ilaca direncli

olduklarina gore degerlendirilmis ve sonuclari yorumlanmistir. Buna gore toplamda 20 susta

herhangi bir veya birden fazla ilaca karsi direng¢ gorilmiustir. Toplamda direncli olunan ilag

sayisl ise 35’tir. En fazla ila¢ direnci Pott/psoas absesinde (%34.3) gorulmustur. BOS

drneklerinde ise ila¢ direnci %11.3 olarak saptanmistir. Ornekler icinde en fazla izole edilen

servikal LAP érneklerinde ilag direnci %7’dir. Orneklere gére direncli sus sayilari ve direngliilac

sayilari tablo 4.3’de goriilmektedir.

Tablo 4.3: Orneklere gére direncli sus sayilari ve direngli ilag sayilari

Materyal (n)

ilag direnci olan sus sayisi (n: 20)

Direngli ilag sayisi

%
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BOS (11) 4 5 11.3
Biyopsi (4) 2 3 1.7
Diz sivisi (3) 1 1 8.3
idrar (5) 2 3 15
Periton (3) 1 2 16.6
Plevra (7) 2 6 21.4
Pott/psoas absesi (8) 5 11 34.3
Servikal LAP (13) 2 3 7
Diger (7) 1 1 3.5
Toplam (61) 20 35

Diger: Ekstremiteabse materyali, meme absesi

BOS suslarina bakildiginda 2 susta toplam 3 ilaca direng saptanmistir. Bir susta sadece INH, bir
susta da SM ve INH direnci mevcuttur. Diger dokuz susta ilag direnci gériilmezken, MDR-TB

saptanmamistir. BOS suslarinin 6zellikler tablo 4.4’de gorilmektedir.

Tablo 4.4: BOS suslarinin 6zellikleri

Suslar Yas Cinsiyet SM INH RIF ETM

14 K S S S S
2 16 K S R S S
3 24 K S S S S
4 25 K S S S S
5 35 E S S S S
6 41 K S S S S
7 57 E R R S S
8 58 E S S S S
9 66 K S S S S
10 74 K S S S S
11 74 K S S S S

S: Sensitif R: Resistant

5.TARTISMA

Tuberkiiloz uzun yillardir tedavi edilebilen bir hastalik olmasina ragmen halen insanhgi
tehdit eden saghk problemleri arasinda 6n siralarda yer almaktadir. Son vyillarda, immin

sistemi baskilayan HIV infeksiyonu ile malignitelerin oranindaki artis ve sosyoekonomik

sorunlarin sonucu olarak tliberkiloz infeksiyonu ile enfekte birey sayisinda artis goériilmektedir
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(4,5). Hem tiliberkiloz insidansinda hem de direncli suslarla enfeksiyonda artis dikkat
¢ekmektedir. Bu ylzden standart tedavi protokoli yerine her hastaya antibiyotik test duyarlilik
sonuclarina gore tedavi baslanmasi onerilmektedir. Testin; klinik gereklilik ve lg¢lincl ayda
tedaviye yanitsizlik durumunda tekrarlanmasi ve CDC'ye gore test sonuglarinin en geg 28-30

ginde bildirilmesi, direngle savasta ve dogru tedavide 6nemlidir (12).

Saghk Bakanhgl Verem Savas Dairesi Bagkanhgi’nin 2011 yili raporunda, Tirkiye’de 2009
yilinda 17.402 vyeni tlberkiloz hastasi bildirilmistir. Hastalarin %63l (10.906) akciger
tutulumu, %340 (5.848) akciger disi organ tutulumu, %3,7’si (648) hem akciger hem de akciger
disi tutulum gostermistir. Genel Turkiye verilerine gére hastalarin %60’1 erkek, %40’1 kadindir.
Erkek/kadin orani 1,5’tir. Diinya genelinde ise oran 1,7’dir (4,5). EPTB olgularinin ise %45’i
erkek, %55’i kadindir. Bizim calismamizda ise vakalarin %69’u erkek %31’i kadin olup EPTB
Turkiye verilerine gore erkek olgu sayisi daha fazladir. 5414 tane pulmoner ve
pulmoner+ekstrapulmoner TB hastasi Gzerinde yapilan bir calismada erkek orani %66 olarak
saptanmistir. Bu ¢alismada sadece PTB+EPTB birlikteligi olan 434 vakaya bakildiginda da %60
erkek, %40 kadin olgu oldugu gorilmustiir (54). Dlinya verilerine gore vakalarin %88’i 15-64
yas arasindadir. 2011 yih Verem Savas Dairesi Baskanligl raporuna gore 15-64 yas arasi vaka
sayisl tiim vakalarda %83, EPTB olgularinda %81 iken ¢alismamizda bu oran %67’dir. Diinya
verilerine gore 15 yas alti cocuk orani %6 civarindadir (4,5). 2009 verilerine gore Tlrkiye’de 15
yas alti ¢ocuk vaka orani tim hastalarda %5.5, EPTB olgularinda 7.1 iken ¢alismamizda

%9.8’dir.

Ulkemizde yapilan calismalarda EPTB goriilme orani plevranin c¢alismalara dahil edilip
edilmemesine gore %3.2 ile %46 arasinda degismektedir (13,14). Saglik Bakanhgi Verem Savas
Dairesi Baskanhgi’'nin 2011 yili raporunda, Tirkiye’de 2009 yilinda tiim olgularda ve yeni
olgularda akciger TB orani %66 iken, EPTB orani %34 olarak bildirilmistir. WHO’nun Global
Tuberculosis Report 2012’e goére ise ekstrapulmoner tiberkiloz orani %14’tir (4,5). Son
yillarda tani ve bildirimde artis nedeniyle EPTB sikliginda artis gorilmektedir. Saglk Bakanligi
Verem Savas Dairesi Baskanligi’nin 2011 yili raporunda akciger disi organ tliberkilozlarinin en
sik plevra (%32,6) ve ekstratorasik lenf bezlerinde (%31,4) gorildigu tespit edilmistir (5). Bizim
¢alismamizda en yiiksek oran servikal LAP materyalinde (%21.3) gorilmis olup onu %18 ile
BOS materyali izlemistir. Sonra sirasiyla Pott/psoas absesi, plevra, ektremitelerdeki abseler,

idrar, diz sivisi ve biyopsi materyalleri izlemektedir. Bizim olgularimizda EPTB oranin yiksek
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olmasi, bolgemiz icin ekstrapulmoner tiiberkilozun 6nemli bir saghk sorunu oldugunu
gostermekte ve ekstrapulmoner tiberkilozun klinik prezantasyonu hakkinda dikkatli
olunmasi, tani ve tedavide hassas davranilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica
hastanemizin 6zellikle spesifik bir Goglis Hastaliklari Hastanesi ile ayni bolgede olmasi ve
Merkezimizin 6zellikle EPTB konusunda yillardir var olan gelenegi nedeniyle daha ¢ok vakaya

hizmet verdigi de unutulmamalidir.

Tuberkiloz hastaliginin kontrol altina alinmasi ve hastalarin etkili bir sekilde tedavi
edilebilmeleri igin, erken tani ve antimikobakteriyel ilaglara duyarlilik énem tasimaktadir.
Standart antitliberkiiloz ilaglara karsi olan mikobakteriyel direng, bir sorun olarak karsimiza
¢ikmaktadir ve tlberkiloz tanisi ve duyarlilik deneyi sonuglarinin gecikmesi tliberkiloz
direncinin gelismesine katkida bulunan 6nemli bir faktoérdir. Bu nedenle izolasyon,
identifikasyon ve duyarlilik deneyi sonuglarinin en kisa sire icerisinde elde edilmesi 6nem
kazanmigtir (11,12).

Tiaberkulozun kesin tanisinda etkenin kultirde Uretilmesi altin standart olarak kabul
edilmektedir (1,2,6,9). Bircok laboratuvarin, kiltir yontemi olarak L-J gibi kati besiyerlerini
kullanmalari nedeniyle, sonuglarin alinmasi 6-8 hafta gibi uzun bir stireyi gerektirmektedir. Sivi
besiyerleri sonuc siiresinin kisalmasina neden olmuslardir (35). Mikobakterilerin ilag
duyarliliklarinin arastirilmasi igin ¢ok sayida duyarllik yontemi tanimlanmakla birlikte agar

proporsiyon ve BACTEC, CLSI tarafindan altin standart olarak kabul edilmistir (48,49).

Calismamizdaki 61 antibiyotik duyarhlik sonucu, MGIT 960 test prosediiri izlenerek elde
edilmistir. Dlnya genelinde yapilmis pek¢ok galismada en sik direncin INH’e karsi oldugu
bildirilmektedir. Tlrkiye’de ise yapilan calismalarda INH ve SM direnci ilk siralarda yer
almaktadir (55). Bu durumun INH ve SM’nin tedavi ve profilakside en fazla kullanilan ilaglar
olmalarina bagli olabilecegi distinilmektedir (56). Tiirkiye’de yapilan bazi calismalarda direng
oranlari INH igin %2.9-24.6 arasinda, RIF igin % 0-15.8, SM igin % 2.1-19.2, EMB igin %2-18.8
arasinda bildiriimektedir. Degisik merkezlerin sonuglari tablo 5.1’de gosterilmektedir. Saghk
Bakanligi Verem Savas Dairesi Baskanhgi’'nin 2011 yili raporuna gére 2009 verilerinde yeni
vakalarda INH direnci %10,2, RIF direnci %3.8, EMB direnci %3,5, SM direnci %2,7 iken tim
hastalardaki direng sirasiyla %13,1, %6,5, %4,7 ve %8,5’dir. Vakalarin %19’unda en az bir ilaca
direnc saptanmistir (4). Bizim calismamizda ise INH %27.8, RIF %3.2, EMB %14.7, SM %11.5

oranlarinda direncli bulunmustur. ilaglardan en az birine direng %32.8 oraninda gériildi.
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MDR-TB, en az izoniazid ve rifampine birlikte direnc¢ goriilmesi durumudur. XDR-TB ise primer

ilaglardan en az izoniazid ve rifampine direng goriilmesi ile birlikte sekonder ilaglardan

florokinolonlar ve ¢ paranteral ilactan (amikasin, kanamisin veya kapreomisin) en az birine

direng gorilmesi durumudur (4,5,47).

Calismamizda MDR-TB %3.2 oraninda saptanmistir.

Tum diinyada yeni vakalarin %3.7’si, 6nceden tedavi alanlarin ise %20’sinin MDR-TB oldugu

tahmin edilmektedir. Saglik Bakanligi Verem Savas Dairesi Baskanligi’'nin 2011 yili raporuna

gore 2009 verilerinde MDR-TB orani %5.1 oraninda bildirilmistir (5). Tirkiye ¢alismalarinda

MDR-TB oranlari tablo 5.1’de gorilmektedir.

Tablo 5.1: Turkiye’deki gesitli calismalarda saptanan direng ylizdeleri (%)

Kaynak il Yéntem Ornek EPTB SM INH RIF ETM | ikili Uglia Dortli | MDR-
sayisi ornek direng direng | direng B
sayisi
Aydin ve ark . | Zonguldak | BACTEC 125 16 19.2 23.2 8 4 8 3.2 3.2 *
(55)
Oz ve ark. | Eskisehir BACTEC+ 284 45 2.1 14.4 7 2.8 3.9 24 0.7 4.6
(56) Mycolor TK
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Saral ve | Trabzon BACTEC 442 69 9.9 24.6 15.8 18.8 * * * 14.7
ark.(57)

Dindar  ve | izmit BACTEC 157 24 4 13 0 3 8 1 0 5
ark. (58)

Tuncer ve | Konya BACTEC 905 * 5.2 11.7 5.7 4.9 5.4 2.6 0.6 4
ark.(59)

Aydin ve | Trabzon BACTEC 212 60 5.2 6.1 0.5 24 8 2.8 0.9 4.8
ark.(60)

Gonllgur ve | Sivas BACTEC 158 20 11.4 17.7 4.4 5.1 7.6 1.2 0.6 3.8
ark. (61)

Karadag ve | Samsun BACTEC 50 16 4 8 4 2 6 2 * 4
ark. (62)

Aligkan  ve | Adana BACTEC 373 80 2.1 29 0.5 3.2 3.5 1.3 0.3 21
ark.(63)

Calismamizda | istanbul BACTEC 61 61 11.5 27.8 3.2 14.7 12 6.5 0 3.2

*belirtilmemis

Hindistan’da 2012 yilinda Maurya ve ark. yaptigi bir calismada MGIT kiltiir yontemi ile izole
edilen 165 ekstrapulmoner M. tuberculosis complex susunda yapilan antibiyotik duyarhlik
testleri sonucu primer direng INH %27.6, RIF %14.6, ETM %14.6, SM %13.8 olarak saptanirken,
sekonder direng INH %38.1, RIF %21.4, ETM %19.1 ve SM %23.8 oraninda saptanmistir. MDR-
TB yeni olgularda %11.4, 6nceden tedavi almislarda %19.1 oraninda saptanmistir (64). Bu

rakamlar bizim bulgularimiza gore yliksektir.

TB menenjit ve direng durumunu goézden gecirecek olursak, sadece bu klinik tablo ile iliskili
veriler kisithdir. Thwaites ve ark.nin 180 Vietnam'li eriskin menenijitli hastadan elde ettikleri
BOS izolatlarini inceledikleri ve en az bir ilaca direnci % 40 olarak saptadiklari galismalarinda
% 5.6 olguda INH ve RIF direnci birlikte bulunmustur. Menenijitli olgularin %22’sinde Anti HIV
testi pozitif olarak tespit edilmistir. MDR-TB olarak saptanan 10 hastanin hepsi ortalama 12
glinde kaybedilmistir. HIV enfeksiyonunun TB menenijitli olgularda 6lim igin risk faktori

oldugu bildirilmistir (65).

Sengoz ve ark. yaptigi bir calismada, L-J besiyerine ekilerek M. tuberculosis complex Uretilen

45 adet BOS izolatl degerlendirilmis ve E-test yontemi ile antitiiberkiiloz duyarlilik sonuglari
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calisiimistir. izolatlardan sadece birinde ¢ok ilaca diren¢ saptanmistir. Ozellikle primer direncin
yuksek oldugu tlkelerde duyarllik testleri sonucu ile tedavi verilmesinin 6nemi vurgulanmistir
(11). Yine ayni grubun 229 M. tuberculosis susunu inceledikleri ¢alismalarinda; konvansiyonel
biyokimyasal yontemlerle M. tuberculosis complex olarak identifiye edilen ve E-test yontemi
ile antitliberkiloz duyarhliklari belirlenen 117 ekstrapulmoner susun 47’si abse, 30’u BOS, 9'u
LAP biyopsi materyallerine aittir. 59 susa E-test yaninda L-J proporsiyon yontemi de
uygulanmistir. Pulmoner 6rneklerde INH ve RIF direnci %7, SM direnci %3 iken EMB direnci
%0’dir. Ekstrapulmoner Orneklerde INH, RIF, SM direnci %1 oraninda saptanirken EMB’e
direng saptanmamistir. inceleme yapilan 30 BOS susunda EMB, INH, RIF ve SM’e birer érnekte
direng saptanmistir. Yapilan ¢alismada ekstrapulmoner 6rneklerde pulmoner 6rneklere gore
direncin duasutkligine dikkat cekilmistir (66). Sadece ekstrapulmoner oOrneklerle yapilan
¢alismalarla karsilastirildiginda direng oranlarinda yillar iginde artis oldugu gorilmektedir.

Ulkemizden ve diinyadan veriler genel olarak akciger TB ya da tiim suslar icin verilmektedir.
Oysa EPTB oranlari tiim diinyada giderek artmaktadir. Bunun nedenleri arasinda yasli niifusun
giderek artmasi ve bu hastalarda yapilan girisimler ve verilen tedaviler sonucu ortaya ¢ikan
immiin yetmezlik sayilabilir. Ayrica ¢ok sayida hastada tedavi amaci ile kullanilan TNF alfa
inhibitorleri gibi immin sistemin belli bélimlerini baskilayan tedaviler de bu duruma katkida
bulunmaktadir. Diinya nufusunun giderek yaslaniyor olmasi kadar HIV/AIDS varligi da hala
biyiik bir tehdit olarak algilanmaktadir. Ozellikle son on yilda gelistirilen HIV/AIDS e yonelik
tedaviler blyik bir umut olustursa da hastalarda Immune Reconstitution Inflammatory
Syndrome’a (IRIS) neden olarak EPTB tablolarinin daha ¢ok ortaya cikisina sebep olmaktadir.
TB ve Diyabetes mellitus birlikteliginin gliniimize yansimasi olan Metabolik Sendrom ve TB

birlikteligi ve toplumun 50 yil iginde ulasacagi nokta endise ile beklenmektedir (1,13,14).

EPTB tanisindaki zorluklar ve tedavisindeki giclikler; menenijit gibi sekellere neden olabilen
ve mortalitesi ylksek tablolari icin son derece 6nemlidir. Hastaligin mortalitesi kadar kalici
sekelleri de topluma olan yikiinin dnemini ortaya koymaktadir. EPTB suslarinda yapilacak
direnc calismalari son derece 6nemlidir. Ve karsilastirmalar bu suslar arasinda yapilmalidir
(11). Dinyadan ya da tlkemizden sadece EPTB Ornekleri ile yapilan ulasilabilen yayin sayisi cok
azdir. Bizim calismamizda 61 EPTB susunun 20’sinde bir ya da daha fazla sayida ilaca direng
saptanmistir.  Ozellikle menenijitli hastalar icin MDR varliginin saptanmasi son derece

onemlidir.
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Sonug olarak, tilkemizde hala nedeni bilinmeyen ates vakalarinda en sik karsilasilan klinik tablo
olan EPTB; her branstan hekimin karsilasabildigi bir klinik tablodur ve tanisinda giigliikler
vardir. Hastaligin disltiniimesi ve tani icin caba harcanmasinin gerekliligi konusunda tim
hekimlerde farkindalik olusturulmahdir. Ayrica EPTB olgularinda amacimiz tani kadar etkenin
eldesi de olmalidir. Etyolojik taniya ulasmak; riskli bir tedavinin uzun sire kullaniminin
onlenmesi kadar etkenin eldesi ile direng testlerinin de yapilabilirligi anlamini tasimaktadir. Bu

nedenle gerekirse 6rneklemeler tekrarlanmali ve etyolojik taniigin gaba harcanmahdir.
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