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1.GIiRIS

Tuberkuloz, bilinen en eski hastaliklardan biri olmasina ragmen ginimuzde
de gerek dinyada ve gerekse Ulkemizde hala énemini koruyan bir saglik
sorunudur. Tuberkulozun yayginlagsmasi ve tuberkuloza bagli olumlerim
artmasi bati toplumlarinda endustri devriminin gerceklestigi 19. yuzyilin ikinci
yarisinda gozlenmistir. Dunyada fakirligin artmasi kotu hijyenik ortamin
bulundugu yasam sartlari ile antitiberkuloz programlarina ara verilmesi, gog
problemleri, insan bagisiklk sistemi yetmezligi, virist (HIV) enfeksiyonu ve
ilaglara kargi direng gelisiminin artmasi sonucu tuberkiloz énemli bir saghk
problemi olarak son yillarda tekrar gindeme gelmigtir. Tuberkllozdan
Olimlerin 2050 yilina kadar yilda 3 milyondan 5 milyona artacagi tahmin
edilmektedir [1]. Gelismis Ulkelerde tuberkilozun yeniden ylkselmesi ve
yapilan ¢alismalarla istenildigi dizeye indirilememesinin en blyuk nedeninin,
gelismis toplumlara, yasam sartlari iyi olmayan toplumlardan goé¢ edilmesi
oldugu goézlenmigtir [2]. Tuberklloz, HIV'a bagl gelisen nedenlerden sonra,
enfeksiyona bagh olumlere neden olan hastaliklar arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Dunyada gorulen tuberkiloz vakalarinin %80'i; Hindistan, Cin,
Endonezya, Banglades, Pakistan, Nijerya, Filipinler ve bazi Afrika’nin

aralarinda bulundugu 22 Ulkede gézlenmektedir [3].

Dinya Saglik Orgiti (DSO)’ niin tahminlerine gore, buglin diinyada yaklasik
20 milyon aktif olgu bulunmakta ve her yil 50-100 milyon kisi enfekte
olmaktadir. Dunya niufusunun 3 de biri yani 2 milyardan fazla insan bugin
tuberkuloz basili ile enfektedir. Hastalik nedeniyle olusan 6lum, yilda yaklasik
3 milyondur ve bunlarin en az %80’i gelismekte olan Ulkelerdedir. Bu
ulkelerde erigkinlerin %30-60’nin  Mycobacterium tuberculosis ile enfekte
oldugu tahmin edilmektedir [4]. Bu Ulkelerdeki kaginilabilir dlimlerin %25'i
tuberkllozdan olusur. Bu vakalarin %75’i Uretici yas grubundadir. M.
tiberculosis diger enfeksiyon ajanlarina gore ¢ok daha oldurtcudur [5].

Ulkemizde 1950’li yillarda baslayan organize kampanyalarla tiiberkiloza

karg! bir savas baslatiimistir. 20-25 yillik zaman dilimi iginde yurt dizeyine



yayllmig verem savas dispanserleri, gogus hastaliklari hastaneleri, bolge
laboratuarlari, mikrofilm taramalar, Baille Calmette-Guerin (BCG) asi
kampanyalari, Universite-bakanlik ve dernekler arasindaki uyumlu isbirligi ve
verem savasina kendini adamis kadrolarla hastalik blydk 6l¢lde
geriletilmigtir. 1950’lerde binde 25 olan hastalik prevalansi, 1975’te binde 1'e
dusurulmagtar. 1975-1980 sonrasinda veremle savas hizi azalmig, birgok
g6gus hastaliklari hastanesi kapatiimig, BCG asi kampanyalari eski gicunu

yitirmig, dispanser galismalari iyi organize edilememigtir [5].

Su anda ulkemizde tuberkulozun durumu degerlendirildiginde, hastalik
insidansi agisindan basarili kontrol programi uygulanmig udlkeler ile, kotu
programlar uygulamis Ulkeler arasinda bir konumumuz oldugu
gorulmektedir. Hastalik insidansi Avrupa ulkelerinin ¢ogunda yuz binde
20’den az iken, ulkemizdeki tiberklloz hastalik insidansi 2000 yilinda Verem
Savas Dispanserlerine (VSD) kayitli hastalara gére hesaplandidinda yiz
binde 27°dir [6].

Direngli tiberkuloz olgularinin artigi nedeniyle tuberkiulozda standart tedavi
yontemleri her toplum igin ayri ayri belirlenmesi zorunlu hale gelmigtir. Bir
ulkedeki tuberkiloz diren¢g oranlarinin bilinmesi, o Ulkede uygulanan
tuberkuloz kontrol programlarinin etkinligi ve basarisinin degerlendirilmesi
acgisindan onemlidir. Bugun artik tuberkuloz hastaligi igin her bir tuberkuloz
hastasini bulup, basar ile tedavi etmek en temel cabadir. DSO’ niin
onerdigi hedef var olan tuberkuloz olgularinin %70’ini bulmak ve basil pozitif
olgularin % 85’ inde tedavi saglamaktir [5]. Veremle savasta baslica hedef
hastaligin bulagsmasini onlemek, hastalanan Kkigilerin tUmuyle iyilesmesini
saglamak, hastaliga yakalananlarin sayisini azaltmaktir. Bunun igin

yapilmasi gereken en 6nemli sey tuberkiloz tanisinin erken konmasidir [7].



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Tuberkuloz tum dinyada insan sagligini tehdit eden ve bilinen en eski
enfeksiyon hastaliklarindan olmasina ragmen gunumuzde Onemini hala
koruyan bir hastaliktir. insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olan tiiberkiiloz
hakkinda ilk bilgiler isa’nin dogumundan (i¢ bin yil énce Nil nehri kiyisinda
simdiki adiyla Dar Abu-El Naga olan bir kasabada yasayan ve kanli balgam
cikararak élen geng bir kiza kadar uzanmaktadir. isa’nin éliimiinden bin yil
once yasamis olan rahip Nesperehan’in mumyasinda pott apsesi bulundugu
saptanmistir. Hipokrat M.O 460’ yillarda eski yunan literatiiriine tiberkilozu
yerlestirmistir GlUnumuzden 2500 yil 6nce Kos adasinda yasamis olan
Hipokrat'in kitabinda tuberkilozun daha c¢ok 18-35 yaslari arasindaki
insanlarda gorildugu yazilidir [8].  Ilk insanla birlikte var oldugu dusiinilen
bu enfeksiyon etkeninin M.O 4000 ila 2400'l{ yillarda eski Misirda Firavunlar
doneminden kalma Thebes bolgesinde bulunan 85 mumyadan alinan organik
materyalde tespiti yapimistir. Yine bu doneme ait kemik kalintilarinda
tuberkuloza ait lezyonlarin gosterilmesi, vazo ve testi gibi eserlerdeki
resimlerde kemik lezyonlu hastalarin tanimlanmasi bu dénemde hastaligin
yayginhigi ile ilgili bizlere édnemli fikirler vermektedir [9]. Tuberklloz ¢ok eski
bir hastallk olmasina ragmen bilimsel olarak taninmasi ve etkili savasim
yontemlerinin geligtirimeye baslanmasi XIX. Yuzyilin sonlarina dogru
gerceklesmistir. XVIII - XIX. YUzyilllarda Avrupa nufusunun %70’i enfekte
eden ve her yedi dlimden birinin sebebi olan tluberkidlozun bulasici bir
hastalik oldugunu ilk olarak Fransiz doktor Villemin 1865'te ortaya ¢ikarmigtir
Tum danyanin dikkatini Uzerine yogunlagtirdigi bu gorusiun kesinlesmesi ve
etkenin gosteriimesi ise 24 Mart 1882 tarihinde Robert Koch tarafindan
gerceklestiriimistir. Bu tarih her yil Dinya Tuberklloz guni olarak 24 Martta
anilmakta ve gesitli etkinlikler gerceklestiriimektedir [10].



Tarih boyunca verem epidemileri ¢esitli dalgalanmalar géstermis: M.O 1500-
750 yillari arasinda Nil vadisinde, 1500-50 yillari arasi Eski Yunan’da; 250-
1500 yillari arasi Amerika’da,1000-2000 arasinda da Avrupa’da epidemiler
yapmistir. Sigir tipi verem basili sonradan DNA’sini degistirerek daha tehlikeli
olan insan turine (Mycobacterium tuberculosis humanus) dénusmus ve bu
degisiklik nedeniyle insanlik buyuk bir kiyim yasamistir [8]. Turkiye ‘de
tuberkuloza ait ilk galismalar 8 Subat 1895’te Sultan Il. Abdulhamit’in emriyle
Cemiyeti Tibbiye-i $ahane’nin  toplanarak Osmanlilarda Tuberkuloz
konusunu tartismasiyla baslamistir. istanbul ve izmirde 1905 yilindaki tiim

olumlerin % 18.2’ sinin tuberkulozdan oldugu saptanmistir [11].

GuUnumuzde hala insanlik igin bir tehdit unsuru olan bu hastaliga tarih
boyunca birgok isim verilmigtir. Yakalanan kisiyi eriterek oldurdugu igin
Tuketim Hastaligi (Consumption), Hastalarin renklerini soldurdugu igin Beyaz
olim veya beyaz veba (White Death ; White plaque), yUz yillarca bir gok
Kisinin 6lumune sebep oldugu igin de 6lumun kaptani (Captain of the Death)
olarak isimlendirilmistir. Romalilar ise bu hastaliga hiriltili nefes alip verme ve
Oksurukle birlikte balgam g¢ikarma anlaminda Phthisis adini vermiglerdir. Bu
yuzden veremle ilgilenen doktorlara da Ftizyolog denmistir. Bizim dilimizde

ince hastalik en fazla kullanilan tanimdir [8].

2.2. Tuberkiiloz Epidemiyolojisi

Tuberklloz epidemiyolojisi, "tUberkuloz basili ile insan ve onun toplum
icerisindeki  cevresi  arasindaki  etkilesimlerin  calismasi"  olarak
tanimlanmaktadir [12]. TUberkiloz insidansi, 2. Dinya Savasi'indan sonra
Ozellikle gelismis Ulkelerde iyi planlanmis asilama programlari, erken tani ve
tedavi, artan hayat kalitesine bagh olarak olduk¢a azalmistir [13]. Bu
baglamda tuberkiloz ile yoksulluk arasindaki baglanti 6n plana ¢ikmaktadir.
Yoksullar guvenli gida tuketiminden, saglik hizmetlerine erisimden yoksun
kalarak tuberkuloz igin ¢ok uygun bir zemin olusturmaktadir. Bu uygun zemin

tuberklloz ile enfekte kigilerde hastaligin gelismesine yol agmakta ve



yoksulluk yuzunden uygun olmayan kosullarda yasamak zorunda kalan
kisiler hastaligi yenmekte zorlanmakta ve bir kisir dongl olusmaktadir.
Tuberklloz sonug olarak zaten az olan yoksullarin yillik gelirlerinde %20-30
azalmaya yol agmakta ve kiresel olarak tiberkuloz nedeniyle yillik ekonomik
kayip 12 milyar Dolar'a erigmektedir. Hastaligin en onemli kaynagi, 6zellikle
solunum yollari ile etrafa ¢ok sayida tuberkiloz basili sagan insanlardir. Aile
ici temaslar ve basillerle ¢ok sik karsilasan saglk calisanlari damlacik
enfeksiyonu ile bulasmayi cok kolaylastirir. Enfeksiyona ugrayan Kkisilerin
ancak kuguk bir boluminde hastalik gorulur.Tuberkliloz daha once hig
kargilasmamis toplumlara girince, 6zellikle tehlikeli olmaktadir [14]. Ancak,
Ozellikle son 20 yilda kuresel bir artig gostermistir. Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) ve Avrupa ulkelerinde o6zellikle tuberkiloz sikligi ylksek olan
ulkelerden gogen insan sayisinin ve evsizler igin barinaklar, hapishaneler gibi
toplu yasam birimlerinin artmasi, AIDS olgularinin ve ilaca direngli tuberkiloz
suslarinin gittikce artan bir hizla c¢ogalmasi, bagisikhgi baskilayan ilag
kullaniminin  yayginlagmasi, tuberkiloz sikligi artisindan  sorumlu
tutulmaktadir [15].

Bu buyuk saglik tehdidine kargi korunma ve tedavi hala sinirlidir. Danya
saglk oérgutunun bildirilerine gore her yil yaklasik olarak 60 milyondan fazla
kisi enfekte olmakta, 8 milyon kiside aktif enfeksiyon gelismekte ve 3 milyon
Kisi tUberklloz sebebi ile hayatini kaybetmektedir. Enfeksiyonun en sik
goruldugu organ akciger olup oksurme ve hapsirma yoluyla diger damlacik
enfeksiyonlari gibi bulasirlar. Her biri ortalama 1-3 basil tasiyan damlaciklar
akciger alveollerine kadar ulasip enfeksiyona yol acgar. Ailede bir kisinin
tuberklloz olmasi durumunda diger fertlerde tuberkuloz gelisme riskinin %30
oldugu da bildirilmektedir. Bundaki buylk etken genetik yatkinlik ve ayni
ortamin paylagimidir [16].

Gelismekte olan Ulkelerde tliberkiloza kargi korunmada BCG canli asisi
kullanilir. Bu agi kuvveti azaltiimis sigir tipi tuberkuloz basillerinden yapilir.

Bu asilamanin amaci, virtlan tuberkuloz basilleri ile meydana gelen ilk



enfeksiyonun yerine, kisilerde tehlikesiz bir enfeksiyon yapmaktir. istatistikler
BCG asisindan sonra, sinirh sireler igin, hastaliga direngte bir artma
meydana geldigini gostermektedir. Ancak BCG asisi kullanimi ile ilgili bazi
cekinceler vardir. Koruyucu etkinligi sadece 15 yil kadar siirer. Onceden
enfekte olmus kisilerde BCG asisi etkili olmaz. Cogu gelismis Ulke kitlesel
BCG asilamasini durdurmustur. Ancak gelismekte olan Ulkelerde asi
dogumdan sonra mumkun olan en erken donemde uygulanmaktadir. Yeni ve
etkili tiberklloz asilari gelistirmek igin yapilan uluslararasi ¢alismalar devam
etmektedir [17].

2.3. Basilin Yapisi ve Ozellikleri

M. tuberculosis sporsuz, intraselliler, endo ve ekzotoksini olmayan,
kapsulsuz, kirpiksiz, ultra viole (UV), sicaklhiga, alkole duyarl, soguga,
kuruluga, asit, alkali ve dezenfektanlara direncli, kimeler halinde veya teker
teker, ikili, Gglt gruplar halinde paralel ya da X, V, L, < seklinde duran 0.4x3
pm buyudkligunde olan uzun veya kisa ¢omakgiklardir. Hucre duvarinda
konak lizozomal etkilerden korunmasini ve asit fast boyanmada kirmizi fuksin
ile boyamayi da saglayan mikolik asitce zengin fosfolipoglikan ve glikolipid
bulunur. Ehrlich- Ziehl-Neelsen (EZN) asit fast boyama ile pozitif boyanma
g6sterir. Lowenstein Jensen (LJ) besi yerinde 6-8 haftada uirer [18]. Uremesi
yavastir. ikiye katlanma siiresi 12-24 saattir. Kiiltir ortaminda 2-8 ay, kuru
balgamda 6-8 ay, toz partikulleri halinde havada asili olarak 8-10 gun canli
kalabilir. Sicakhda, gunes 1sigina, ultraviyole 1s1ga ¢ok duyarlidir. [19].
Mikobakteriler huicre ylUzeyinin hidrofob olusu ve basillerin kimeler halinde
uremeleri nedeniyle kimyasal etkenlere diger bakterilerden daha
direnglidirler. Tuberklloz basilleri kuruluga oldukg¢a direnglidir. Toksinleri
yoktur. Saglikl insanlarin dokularinda yillarca canli kalabilir. Bunlar, virtlan
organizmalarin konakg¢l vicuduna yerlesmesi, ¢ogalmasi ve konakgi ile

karsilikli iligkileri araciligi ile hastalik yaparlar [20].



Bu bakterileri Gretmek igin kullanilan besiyerleri arasindaki en eski yontem LJ
besiyerinde tuzlar, asparagine, gliserin, patates unu, yumurta sarisi ve aki ile
malasit yesili vardir. Burada kolonilerin gorilebilmesi igin 37 °C en az 2-3
hafta bekletiimesi gerekir. Negatif sonug verebilmek igin besiyeri 6 hafta
37 °C inkiibe edilir. Bunun disinda sivi ve kati olmak Uzere baska besiyerleri
de vardir. Kati besi yerinde kenarlari dizensiz olan R koloniler yaparlar.
Bunlarin Uremesi, gliserin bulunusu halinde daha da artabilir. Ureyen
kiltdrden izole edilen tiberkuloz basilinin ilaca duyarliligi incelenmelidir. Basil
bir prokaryottur. Histonu olmayan, ¢iplak, cift sarmalli, tek DNA igeren basiller

sitoplazmik membran ve hlcre duvarindan olusur [20].

2.3.1. Basil membran ve duvar yapisi

Tuberkuloz basilinin pek ¢ok Ozelligini saglayan, en karmagik ve ona temel
islev ve ozelliklerini kazandiran yapisi hicre duvaridir. Son derece yogun
lipofilik 6zellik, bu duvara tlberkiloz basili i¢cin 6zgullik kazandirirken,
karmasik bir kimyasal yapinin da olugsmasina neden olur. Hucre duvari ug
makromolekulden olusur; peptidoglikanlar, arabinogalaktanlar ve mikolik
asitler. Mikolik asitler sadece mikobakterilerde bulunur.

Hucre duvarinin basile sagladidi nitelikleri soyle siralayabiliriz.

- Hucrelerde bir araya toplanma egilimi,

- Koruyucu bagisiklik,

- Konakg! hicreler tarafindan salinan litik enzimlere karsi direnc,
- Aside dayaniklilik,

- Bakterisidal ilaglara kargi direng,

- llaglarin hiicre igine girisine engel olma [21].

Mikroplarin aside direncliligi onlarin hucre yapilarinin ¢ok lipidli olmasina

baglidir. M. tuberculosis en iyi 37°C trer. 37°C lireyen zorunlu aeroptur.



Mikobakteriler enerjilerini birgok basit karbon bilegiklerini oksitleyerek elde
ederler. Fazla karbondioksit bulunugu tremelerini arttirir [22].

Mikobakteriler akcigerlerde, bobreklerde, bagirsaklarda, beyin zarinda, lenf
digumlerinde, kemiklerde ve diger organ ile dokularda yani butin
sistemlerde yerlesebilir. Bu bakimdan, ¢ok cesitli klinik belirtiler yapabilirler.
Hastaligin belli bash belirtileri; istahsizlik, dermansizlik, zayiflama, gece
terlemeleri ve atestir. Akcigerlerin hastalanmasi halinde, suregen tipli bir
OksUrik olur. Daha c¢ok ilerlemis vakalarda kanh balgam gorulebilir.
Hastaligin kesin tanisi, etkenin bu organ ve dokulardan alinan muayene
maddelerinin (balgam, brong alveolar lavaj, idrar, beyin omurilik sivisi, irin,
aclik mide suyu gibi) EZN yontemi ile boyanip mikroskopta gorulmesi ve
besiyerinde Uretilmesi ile olur. Bu maddelerden idrar, BOS gibi diger
bakterilerle  kirlenmemis steril oldugunu dusundugumuiz materyalleri
dogrudan besi yerlerine ekebiliriz. Ancak balgam gibi numuneler NaOH
¢cozeltisi ile dekontamine edilerek ekime hazirlanir. Ekilen kaltur 6 hafta
boyunca 37 °C ayarli etlivde inkiibe edilir. Koloniler 2-3 hafta bekleme
sonucu Urerler. Mikroskopta mavi alanda pembe c¢omakgiklar seklinde
gorilir.insanlarin tiberkiiloz basili ile daha énce karsilasip karsilagsmadigini
tuberkllin deri testi, purifiye protein deriveleri (PPD) ile test edilir. Saf bir
tuberkulin olan PPD' den 5 birim deri i¢ine verilerek 48 saat i¢cinde en az 10
mm c¢apinda bir sisligin gelisip gelismedigine bakilarak karar verilir [23].
Tuberkulloz basili vicudumuzda farkli kimyasal yapiya sahip ortamlarda farkh
metabolik aktivitelerle yagamini surdurdr. Oksijeni bol ortamda surekli
cogalirken oksijensiz ortamda uyku ve yari uyku durumuna gegerek,
¢ogalmasi en aza inmektedir. Basil kavite duvari gibi alkalen ortamlarda hizla
¢ogalirken, hucre ici asit ortamlarda yavas metabolik aktivite gostermektedir
[24].

2.4. Tuberkiilozda Laboratuvar Bulgulari

Onceleri, dogrudan mikroskobi ile basilin gdsterilmesi, klinik bulgular ile uyum

halinde olmasi tanida yeterli gorulmekte iken, 1950'li yillardan itibaren kualtir



yontemleri de onem kazanmaya baglamis, mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinin, hastaligin tani ve tedavisinin yonlendiriimesinde onemli
sorumluluklari oldugu kabul edilmistir. Mikobakteriyoloji laboratuvari;
mikobakterinin mikroskobik olarak gdsterilmesi, izole edilmesi, tlr duzeyinde
tanimlanmasi, antibiyotik duyarllik testinin yapilmasi ile tani ve tedaviye yol
gostermelidir. Butun bu yontemler klasik mikrobiyolojik yontemlerin diginda
sadece tuberkuloz basiline 6zeldir. Dogru olarak c¢alisilip yorumlanmasi;
deneyim, bilgi ve zaman gibi bazi donanimlara sahip olunmasi gerekliligini
ortaya koyar. M. tuberculosis kompleks taniminin en erken sekilde dogru
olarak yapilmasi hastaligin kontrol altina alinmasi, hastanin tedavi surecinin

baglamasi agisindan son derece dnemlidir [25].

Robert Koch (1882) tuberklloz basilini tanimlamis, bakteriyi mikroskobik
olarak gostermis, saf kultur olarak izole etmis, laboratuvar hayvanlarinda
hastaligi olugturmus ve etken - hastalik iligkisini ortaya koymustur. Runyon
(1959) yilinda M. tuberculosis ve Mycobacterium bovis igin isikta ve
karanlikta pigment olusturma, tUreme sulresi ve koloni morfolojisi 6zelliklerini
g0z onune alarak bir sistem icerisinde incelenmesini saglamistir [26]. Dunya
Saghk Orgitii (WHO) ve Uluslararasi Tuberkiloz ve Akciger Hastaliklari
Komitesi (IUATLD) 1990 yilinda mikobakteri laboratuvar hizmetini U¢ seviyeli

olarak yapilmasini dnermigtir.

Buna gore;

Duzey I: Sadece mikroskobik inceleme,

Duzey II: Mikroskobik inceleme + kultlr + M tuberculosis kompleksinin
tanimi,

Duzey llI: Mikroskobik inceleme + kulttr + M tuberculosis kompleksinin
tanimi + tum Mycobacteria spp. tanimlanmasi + Antibiyogram + molekuler

testlerin yapiimasidir.

Laboratuvar kendi kosullarina gore bu U¢ dizeyden birinde galismalarini

yapmalidir [27]. M. tuberculosis basili; beyin omurilik sivisi, plevra, periton
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sivisi gibi steril bosluklara ait sivilar ve balgam, idrar, ciltteki yaralardan
alinan érnekler olarak iki gruptur. Ornekler alindiktan sonra homojenizasyon

ve dekontaminasyon islemi uygulanir.

2.5. Tani Amaciyla Uygulanan iglemler

2.5.1. Dogrudan preparat:

Alinan ornek ya dogrudan dogruya ya da homojenizasyon igleminden sonra
tek kullanimlik temiz lama yayilip boyanarak incelenir. Mikobakterilerin huicre
duvarinda yer alan lipid miktari, diger bakterilere oranla ¢ok fazla oldugu igin,
Gram ve diger laboratuvar boyalari ile boyanmazlar. Pratikte en yaygin
olarak kullanilan boya EZN yontemidir. Boyanin bakteri i¢ine girebilmesi igin
boyama sirasinda hafif isitiimasi gerekir. Bakteri igine aldigi boyayi, asit
alkol ile yapilan igslemde boyanin gitmesine ragmen geri vermez. O nedenle
aside rezistan basil (ARB) olarak isimlendirilir. Boyanin son asamasinda
metilen mavisi ile tUm zemin boyanir bdylece pembeye boyanmis bakteriler
mavi boyayi hucre duvarlarinin lipid yapisindan dolayi i¢lerine almazlar ve
mavi zeminde kirmizi-pembe olarak net bir sekilde mikroskopta gorulebilirler.
Florokrom boya ile; koyu zeminde parlak sari basiller olarak goérulurler. EZN
boyanin 1000x buyutme ile incelenmesine karsin, florokrom boya ile
inceleme 250x veya 450x buyutmede yapildigi igin kisa sUrede genis bir alan
taranabilmektedir. iki boya y®énteminin birlikte kullaniimasi &éneriimekle
birlikte, 6zel mikroskop gereksinimi sebebiyle kullanimi yaygin dedgildir.

immiinfloresan mikroskopta ancak incelenebilir [28] .

Dogrudan mikroskopta bakteriyi gorebilmek icin 6rnegin ml' sinde 5000-
10000 bakteri bulunmasi gerekir. Kultur kadar duyarh bir yontem olmamakla

birlikte, cabuk sonug alinmasi nedeniyle tani dederi yuksektir [29].
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2.5.2. Kiltur

Modern tuberklloz kontrol programlarinda, mikroskobik tani halen dnemini
korumakla beraber, etken mikroorganizmanin spesifik tanisinin yerini
alamamaktadir. Bu nedenle bakteri kultur yontemleri ile saptanmalidir. Kultur
yontemleri ile 10-1000 bakteriyi saptamak mumkuanddr. Dogrudan preparatta
gormek yaninda, kulturde Uretilmis olmasi hastalik tanisini kesinlegtirir. Kultar
igin kullanilan besi yerlerinden biri Lowenstein-Jensen besi yeridir. Bir diger

besi yeri Middlebrook sivi besi yeridir [30].

Mikobakterilerin laboratuvar calismalarinin en gug¢ yonlerinden birisi, geg
Uremeleridir. izolasyondan sonra, tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri
icin gegen suUre de eklendiginde, zaman ¢ok uzamaktadir. Bu nedenle hizli

kultar sistemlerinin kullanimi 6nem kazanmistir.

Son yillarda yaygin olarak kullanilan hizli kdltir sistemleri sayesinde
bakterinin varligi kisa sirede saptanabilmektedir. BACTEC 460 ve MGIT 960
hizli kaltdr sisteminde kullanilan otomatik ve yari otomatik sistem cihazlardir.
Bu sistemlerin diger avantajli yani ise M tuberculosis kompleksini
saptayabilmek ve kisa surede antibiyotik duyarhlik testini uygulayabilmektir.
BACTEC sistemi 6zel cihaz gerektirmesi ve radyoaktif madde ile ¢alisiimasi
nedeniyle yeni arayiglara sebep olmustur. Bu amagla gelistirilen besiyeri
Mycobacteria Growth Indicator Tup (MGIT) leridir. Besiyeri iceren tupun
dibinde silikona goémulud  floresan madde bulunur. Bu madde oksijen
varhginda floresans vermez, ancak bakteri Ureyip oksijeni tukettiginde
floresans olusur. Bu sekilde bakterinin varhgir saptanir. MGIT taplerinin
kullanildigi, BACTEC MGIT 960 (BD) sistemi; otomatik bir cihaz olup M
tuberculosis kompleks ayriminin yapilabildigi p-nitro-alfa-asetil amino-beta-
hidroksipropiofenon (P-PNB) testi ve antibiyotik duyarlihk testide
yapilabilmektedir. Her iki sistemde de ureme sinyali alindiginda mutlaka EZN
boyasi ile boyayip bakteri gorulmelidir. Hizh kaltar sistemleri; 1-4 haftada

sonug alinabilmesi, antibiyotik duyarhlik testinin ve, M tuberculosis kompleks
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ayriminin yapilabilmesi agisindan digerlerine gore avantajlidir [31].

2.6. Tedavi

Tuberklloz tedavisi; hastayi iyilestirmek, aktif tiberkilozun gec¢ etkilerini ve
olumu onlemek, tekrari onlemek, diger insanlara bulagsmasini 6nlemek ve
kazaniimis ila¢ direnci gelismesini Onlemeyi amacg¢ edinmistir. Tedavide
uyulmasi gereken ilkeler vardir ve bunlar yerine getiriimemesi yetersiz ve
yanlis tedavi girigsimleri hastaligin kroniklesmesine ve daha olumsuz bir
sonug olarak direncli hastalik formlarinin ortaya gikmasina neden olmaktadir.
ila¢c tedavisi oldukga etkili olmakla birlikte en 6nemli etkenlerden birisi
basvuru aninda hastaligin evresidir [32]. Semptomlar ates soguk alginhgi ve
Okslruge eslik eden plevra agrisi, kilo kaybi ve yorgunluktur. Semptomlar

akut veya kronik olabilir.

M. tuberculosis yavas bluylyen, cogalmadan uzun sire canh kalabilen, hicre
icinde yerlesme egilimi gosteren, diren¢ gelisimi olabilen bir basildir. Bu
nedenle tuberkuloz tedavisi, diger enfeksiyonlara gore farkli zorluklar
gosteren, uzun sureli ve kombine bir tedaviyi gerektirir. Bu ozelliklere dikkat
edildigi durumda tedavinin basarisi %95’in Ustindedir. Basarisizligin en
onemli nedeni ise hastalarin tedaviye uyum gostermemesi ve yan etkilerdir
[33]. Tedavi igin beslenme ruh ve beden dinlenmesi 6nemlidir. Son 40 yilda
birincil segenek olarak yeni bir ilag bulunamamistir ve yine son yillarda HIV
epidemisi ile yeniden 6nem kazanan tuberkiloz epidemisinde bir diger
sorunda c¢oklu ilag direnci gdsteren suslarin populasyondaki artisidir.
Tuberkuloz basilinde herhangi bir antituberkiloz ilaca karsi direng siklikla
lezyonlardaki bakteri populasyonu buylk oldugunda ve tek ilagla tedavi
uygulandigi zaman olusur [34]. Tuberkuloz kemoterapisinin gelistirildigi 1950
yihndan sonra, BCG asisi ve anti-tUberkuloz ilaglarin kullaniimasi ile
tuberkuloz basilinin eradike edilebilecegi dusunulmus ancak hastaligin birkag
yil kontrol altina alinmasindan sonra, Ozellikle son 20 yilda bir¢cok ulkede

cogul ilaglara direngli (en az isoniazid ve rifampine karsi olusan direng)
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tiberkilozda artma olmustur. DSO, 2000 vyilinda bakteriyolojik olarak
dogrulanmig tuberkuloz olgularinin %10'unun ¢ogul ilaglara direngli suglari ile
enfekte oldugunu aciklamigtir. Ozellikle ¢oklu direnclilik gosteren tiiberkiiloz
basiliyle enfekte hastalarin artmasi, tani ve duyarlilik testlerinin uzun zaman
almasi hastaligin tedavisinde ve kontrolinde sorun olarak kargimiza
cikmaktadir. Tuberkulozun etkin tedavi sekli ancak tedavi dozlarinin, gerekli
sure icerisinde siki disiplin altinda kullanimi ile mumkundur. Uygun tedavi
dozlarinin segimi ise standardize edilmig, hizli ve dogru yorumlama
Ozelliklerine  sahip  duyarliik  ydntemlerine  baglidir.  GUnUimuzde
antitiberkiloz ilaglara karsi meydana gelen direngc mekanizmalari
anlasiimaya baslanmisg, direngten sorumlu genlerin bazilari bulunmustur.
Molekuler yontemlerle direng genindeki mutasyonun varhgi tespit edilip, ilacin

duyarlihk sonucu kisa surede saptanabilmektedir [35].

Tuberkllozun dunyada artmasinin dnemli bir nedeni HIV epidemisidir. HIV ile
iligkili tiberkuloz olgulari, 1980'lerden sonra basta Afrika olmak Uzere birgok
ulkede artmigtir. HIV enfeksiyonundan dolayi bagisiklik sistemi baskilanmig
kisilerde Onceki tuberkiloz enfeksiyonu kolayca reaktive olmaktadir. M.
tuberculosis ile enfekte olan, bagisiklik sistemi baskilanmis kigilerde,
hayatinin herhangi bir doneminde tliberkulozun gelisme riski %10 iken HIV
enfeksiyonlularda bu oran her yil igin %10’dur. DSO'ne goére, 2003 yilinda
HIV ile enfekte hastalarda 674 000 (11/100 000) yeni tuberkiloz olgusu
saptanmigtir [35]. Bunlarin diginda bugun kullanilan en etkili antitiberkuloz
ilaglar, izoniazid, ethambutol, streptomisin, rifampin * dir [36]. Fakat ne yazik
ki, bu ilaglarin her birine kargi hizli direngli tuberkiloz basilleri meydana
¢ikmaktadir. Bunun nedeni uygun olmayan, duzensiz, yarim kalmis
tuberkuloz tedavisidir [37]. En basarih sonuglar bu ilaglarin (6rnegin:
streptomisin+izoniazid; izoniazid + ethambutol;streptomisin+izoniazid gibi)
cesitli kombinasyonlari halinde kullaniimasi ile alinabilir. Bu sekilde yapilan
tedavi ile, direngli sekillerin meydana gelisi geciktirilebilir. Yayma negatif olan
tiberkiloz hastalarinda ise Diinya Saglk Orgitu Gg ilagla tedavi 6nermistir

[38]. Ulkemizde bu hastalar icin dort ilacla tedavi énerilmistir. Bu kararin en
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onemli nedeni ilag direnci oranlarinin yuksek olmasidir [39]. 2 ay
Streptomisin (SM)+ Izoniazid (INH) + Rifampisin (RIF) + Ethambutol (EMB)
ve 7 ay INH+RIF olmak Uzere toplam 9 aylik tedavi uygun goéraimustur [39].
llaglar enfeksiyonun durdurulmasinda etkilidirler ancak basilleri yok
edemezler. Hastaligin kontroliinde, konakgiya ait faktorlerin de blylik énemi
vardir. Tuberkuloz basilleri hucreler igcinde bulunurlar ve streptomisin gibi
ilaglar hucrelerin igine kolayca giremezler, lezyonlardaki peynirlesmis
maddeler, ilaglarin etkisini dnlerler, bazi lezyonlarda fibréz c¢eperler vardir;
bunlarda ilaglarin lezyonlara ulasmasini engeller. iste bu sekilde ki bazi

sebeplerle ilaglara karsi basillerin direng kazandiklari ileri sGralmustar [40].

2.6.1. Tuberkiiloz tedavisinde ila¢ direnci gelisiminin mekanizmasi

M. tuberculosis bakterisinde ilaca kargi gelisen direng, kromozom
mutasyonlari ile olmaktadir [41]. Bir basil toplulugunda ilag kullanimindan
bagimsiz olarak her ilaca karsi direncli basiller bulunmaktadir. Bu basillere
direncli mutant basil denmektedir. Ornegin daha énce ilag ile kargilasmamis
1 milyon basil bulunan bir bakteri toplulugunda INH' a kargi direngli bir
mutantin olmasi halinde, bu basil toplulugu INH ile karsilastiginda 1 tane
direngli mutant basil disindaki tim basiller yok olacak, ancak direngli olan tek
bir basil yasamaya devam edecektir. Cogalmaya devam eden bu direngli
basil, bir stire sonra milyonlar ile ifade edilen sayilara ulasarak lezyona

egemen hale gelecekiir.

Ornegin 1 milyar basil bulunan bir kaviter lezyonda, 1 000 ile 10 000 adet
arasinda tek bir ilaca direncli basil bulunabilmektedir. Oldirilmeyen direngli
mutant basil giderek ¢ogalir ve hakim populasyon halini alir. Burada dnemli
nokta, s6zu edilen direncli basillerin henuz ilag tedavisi baslanmamis bir
hastada, tedavinin baslangicinda bulunmasidir. Bir ilaca karsi kendiliginden
direncli bulunan basil genellikle diger ilaglara duyarhdir ve bu da
tuberkilozda kombine tedavinin yani birden fazla ila¢ tedavisinin temelini

olusturmaktadir [42].
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llacla tedaviye baslandiginda, lezyonlardaki canh basil sayisinin yiiksekligi
de direng olugsma ihtimalini arttirmaktadir. Bu bakimdan en buyuk risk kaviteli
pulmoner lezyonlarda, en az risk ise basil sayisinin ¢ok az oldugu
tiiberkilomlardadir [42]. Cok ilaca direngli (CID) basiller en azindan INH ve
RIF 'e direngli olan basillerdir. Bu iki ilag¢ antitiiberkiiloz tedavinin ana ilaglari
oldugu icin CiD bu giin bakteriyel direncin en siddetli seklidir. CID tiiberkiiloz,
hastaligin kontroll agisindan 6nemli bir sorundur (6). Tuberkllozda daha
énce ilag almis olmak direng riskini belirgin olarak arttirir [43]. ilag direncinin
daha onceki tedavinin uzunlugu ile orantili olarak arttigi da ispatlanmistir
[44].

2.6.2. ilaca direncin ortaya ¢ikmasinin nedenleri

a- Multibasiller pulmoner tuberkuloz vakalarinda yetersiz kemoterapi
receteleri (INH'e baslangi¢ direngli bir yeni ARB(+) hastada tedavinin
baslangi¢ fazinda 2-3 ilag verilmesi)

b- Tedavi basarisizliklarinda bir bagka ilag eklenmesi.

c- hastanin yeterli bilgiye sahip olmamasi.

d- Tedavinin dogrudan gozlem altinda olmamasi.

e- Ekonomik olarak ila¢ teminindeki zorluk.

f- ilaclarin kullaniminin uzun siirmesi.

g- Kullanilan ilaglarin ayarlanmalarinin iyi yapilmamasi [6].

2.7 . Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan ilaglar

2.7.1. izoniazid (INH)

izoniazid 1951 yilinda gelistirilmis ve tedavi kombinasyonlarina girmesiyle
tuberkiloz tedavi edilebilen bir hastalik haline gelmistir. Sadece M.
tuberculosis Uzerine etkili olup tim tdberklloz tedavi rejimlerinde diger
ilaglarla kombine sekilde kullanilir. Uyuyan basiller Gzerine bakteryostatik,

hizli Greyen basillere de bakterisit etki yapan bu ilacin etki mekanizmasi
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kesin bilinmemektedir. Diger ilaglara gore daha yavas direng gelisimi s6z
konusu oldugundan korunma amaglh tek basina kullanilabilir. Karacigerde
metabolize edilen ila¢ beyin omurilik sivisina ve anne sitine geger. Yan

etkileri ciltte dokuntd, ates, sarilik, kasinti, basagrisi ve uykusuzluktur.

2.7.2. Streptomisin (SM)

DuslUk dozlarda bakteriyostatik, ylksek dozlarda bakterisit etki gdsterir.
Tuberkuloz odaklari Uzerinde baskilayici etkisi vardir. Bakteri hucresinin
ribozomu ile birlegerek protein sentezini engeller. Yan etkileri basagrisi, bas

doénmesi, kizariklk, kasinti, kusmadir.

2.7.3. Etambutol (EMB)

Tuberkllostatik bir ilagtir. Codalma dénemindeki mikobakteriler Uzerine
etkilidir. Uyuyan mikobakteriler Gzerine etkisi yoktur. Antitiberkuloz etkinligi
INH ve RF gore daha dusuktir ancak direng gelisimini Onlemek igin
kombinasyona eklenir. Etkisini mikolik asitin hucre duvarina baglanmasini
inhibe edip hicre duvar sentezini bozarak gostermektedir. Tek basina
kullanilirsa diger antituberkiloz ilaglarda oldugu gibi etambutole de direng
gelisir ancak bu direng INH 'a gbére daha ge¢ ortaya c¢ikar. Beraberinde
kullanilan ilaglara direng gelisimini azaltmasi ilacin degerini arttirir ve
antituberkuloz tedaviye direng gelismesini Oonlemek ve geciktirmek igin
eklenir. Yan etkileri azdir. Basagdrisi, eklem agrisi ve ciltte alerjik dokuntuler

gOrulebilir.

2.7.4. Rifampisin (RF)

Rifampisin tlberkulloz tedavisinde INH ' den sonra ikinci dnemli ilagtir. 1966 '
da kesfedilmistir. Etki spektrumu dardir. Stafilokoklar, anaerobik gram negatif
bakteriler ve mikobakteri enfeksiyonlarinda kullanilir. M. tuberculosis 'in RNA

sentezini inhibe ederek bakterisid etki gosterir. Uyuyan ve hizla ¢ogalan
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mikobakteriler Uzerine etkilidir. Diger antitUberkuloz ilaglara oranla direng
gelisimi daha yavagtir. Rifampisin anne siitiine geger. Idrar, ter, gdzyasi
balgam gibi vucut sivilarini turuncu-pembe boyar. Gebelere ilk G¢ ayda
verilmemelidir. Yan etkileri seyrektir. Bulanti, kusma, karin agrisi, bas agrisi,

uyusukluk ve kirginlik gibi etkileri gorulebilir [45] .

Bagisiklik yetmezligi olan kisilerin Ozellikle tuberkuloz gibi tedavisi zor ve
bulasiciligi fazla olan enfeksiyonlara yatkinhidi fazladir. Bu nedenle HIV ile
enfekte olan kisilerde tiiberkiiloz gériilme riski de artmistir. DSO, HIV ve
tuberkulozun beraber gorulme oraninin yuksekligi nedeniyle bu tabloyu "iki
hastalik bir hasta" olarak tanimlamig, korunma yontemleri ve tedavi
prensiplerinde iki hastaligin beraberligini géz dntinde bulundurmustur. Ayrica,
karaciger transplantasyonu ve kemik iligi nakli yapilan kigilerde de
immunsuprasif ilaglar  kullanildigr  igin  tuberkiloz  gelisimine  yol
acabilmektedir.[46].

Damlacik enfeksiyonu ile bulasan tiberktlozda her bir damlacik partikilinde
1 ila 3 arasinda basil bulunur. Solunum yoluyla alveollere ulagan basiller
alveollerde makrofajlar tarafindan fagozite edilir. Basilin fagozite edilmesinin
ardindan ortama sitokinler ve kemokinler salinir, boylece ortamda notrofil,
monosit, ve lenfosit artmasina yol acar. Monositler bakteriyi elimine
edemezler, lenfokinlerin etkisiyle monositler epiteloid hcrelere ve c¢ok
nakleuslu dev hucrelere donuserek basili gevreleyip, alveollerde hapsedip,
lokal yayilmasini dnleyen bir duvar olustururlar. Bazi vakalarda, baglangigta
bakteriyi fagosite etmis olan monositler lenfatik dolasim ve sistemik
sirklasyon yoluyla farkli organlara ulasabilir. Bagisiklik sistemi saglikli olan
kisilerde bakterileri igeren hucreler, epiteloid hucreler ve T-hUcreleri ile

cevrelenmis olarak sessiz formda bulunur [47].

Ozellikle ¢ok ilaca direncli tiiberkiiloz basiliyle enfekte hastalarin artmasi, tani
ve duyarhlik testlerinin ¢ok zaman almasi hastaligin tedavisinde ve

kontrolunde sorun olmaktadir. Tuberkulozun etkin tedavisi uygun tedavi
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disiplinine gerektigi gibi uyulmakla saglanabilir. Tedavi disiplinini saglamak
icin her hastanin duzenli olarak takip edilmesi ve kontrolunin saglanmasi

gerekir. Ancak bu sekilde etkili bir tedavi saglanmis olur [48].

2.8. Korunma

BCG asisinin tuberkiloz enfeksiyonundan koruyucu etkisi yoktur, basilin kan
ve lenf sistemi yoluyla yayillimini engeller. Bu nedenle asinin tuberkiloz
basilinin diger komplikasyonlarini azalttigi tGzerinde durulmaktadir. Ornegin
cesitli vaka kontrolli c¢alismalarda BCG asisinin  menenjit tuberkulozu
onlemedeki etkisinin yaklagsik %75-85 oldugu, asisiz ¢ocuklarda menenjit
tuberkiloz gelisme olasiliginin 5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir.
Turkiye'de BCG'nin tim yas gruplarinda koruyuculugu 1981-82 yillarinda
yapilan prevalans galismasinin verilerine gore %72.7 bulunmustur; ozellikle
de 0-6 yas grubunda %85 olarak hesaplanmistir [49]. TuberkUloz dnlenebilir
ve tedavi edilebilir bir hastalik olmasina ragmen, yasam kalitesini bozan ve
olum orani ylksek olan hastaliklardan birisidir. Ulkemizde tliberkiloz
orani, 2000 yilinda Verem Savas Dispanserine kayith hastalara gore
hesaplandiginda yuz binde 27'dir. 2003 yilinda Verem Savas Daire
Bagkanhg tarafindan DSO'ne bildirilen yeni hasta sayisi 18 555 'dir [50].

Tum tlberkiloz vakalarinin %80-90'Inda hastalik akcigerde ortaya cikar,
%15-20 vakada ise akciger digi organlarda tuberkuloz gorular. Akciger digi
tuberkuloz vakalarinin bir gogu akcigerdeki tiberkuloz enfeksiyonunu takiben
ortaya c¢ikar. Tuberklloz, M. tuberculosis’' in primer olarak sindirim veya
solunum yoluyla vicuda girmesiyle gecer. Daha sonra lenfojen, hematojen
veya komsuluk yoluyla diger doku ve organlara yayilir. Lenfatik sistem,
plevra, periton, santral sinir sistemi, genitouriner sistem, kemikler, eklemler

ve gastrointestinal sistem sik tuberklloza tutulan organlardir [51].

Primer enfeksiyon sonrasi akcigerlerden bircok organa yayilan ve aktiflikleri

vucut tarafindan durdurularak uyku donemi haline getirilen tuberkuloz
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basillerinin  aktivite = kazanmasi sonucu meydana gelen organ
tuberkllozlarinin tumu erigkin tipi tuberklloz olarak adlandirilir.Hayatinin
herhangi bir doneminde tuberkuloz basili ile enfekte olmus kKigilerin %10’
unda hayatlarinin belli dénemlerinde tuberklloz hastaligi gelisme riski
vardir.Bu oran ilk iki yil icinde %5, geri kalan yillar icinde %5' tir. Hastaligin
geligimi icin tuberklloz basilinin bagisiklik sisteminin savunmasini yenmesi

ve ¢cogalmasi gerekmektedir [52].

ilac direnci gelisen tiiberkiiloz vakalari su anda diinya da en 6nemli
problemlerdendir. iki veya daha fazla ilaca karsi direng gelisimi siktir.
Ozellikle izoniazid ve rifampine karsi direng gelisimi oraninin %44 lere kadar
ciktigi bildirilmektedir [53]. Hastaligin gelisimini artiran durumlar Cizelge 2.
1'de verilmigtir [54].
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Cizelge 2.1. Enfekte kiside tuberklloz hastaliginin gelisimini arttiran durumlar

Ozgiin bagisikligin azalmasi

Lokal direng¢ azalmasi

Enfeksiyonun Yeni Gelismis Olmasi

(2 yildan az)

Uzun Sireli Kortikosteroid Kullanimi,
Bagisikhgi Baskilayan Tedaviler,
Losemi,

Lenfoma,

HIV Enfeksiyonu
Bas boyun kanserleri,

Diger Sistem Kanserleri

Yetersiz tedavi

Diger Nedenler:

Sigara Bagimlihgi,

Vicut Agirhginin ideal Agirhiga Gore
%5'ten, dislk olmasi.

Uyusturucu Kullanimi,

Kronik Bébrek Yetmezligi,

Hemodiyaliz uygulanmasi.

Canli VirUs Asisi,
Transplantasyon,

Sarkoidozis,

Hormonel Etkiye Bagl Direng
Azalmasi

Gebelik,

Diabetes Mellitus,

Lohusalik

2.9. Fosfazenler

-P=N-
atomlarinin her birinde iki substitient bulunduran diz zincirli [(R)HN=PXs,
XoP(Y)N=PX3(R:alkil; X: halojen, alkil, aril, alkoksi, amino; Y: O,S )], halkal
[((NPX2), (F, CI, Br: n=3-12)] ve polimerik [Xz2P(Y)-(N=PXz),-N=PX3 (R=alkil,
alkil, Y=0,9)] Ozellikle

hekzaklorosiklotrifofazenin trimer) substitisyon reaksiyonlari

Fosfazenler, kimyasal vyapilari birimlerinden olugsan ve fosfor

aril, alkoksi,
(N3P3Cle,

gecmisten bu yana ilgi ¢eken bir konu olmustur. Trimerin iki digli ligandlarla

X=halojen, amino; bilesiklerdir.

(dioller, diaminler, poliaminler) olan reaksiyonlari sonucunda spiro-, ansa- ve
bino- fosfazen turevleri olugsmaktadir. Olusan bu tlurevlerin de spiro-spiro,

spiro-bino-spiro, spiro-ansa-spiro vd. bilesikleri verebilecekleri ve bu
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bilesiklerin de bir karigim halinde olacagi agiktir.

ik fosfazen bilesigi,1834 yilinda Wohler ve Rose’nin fosforpentaklorir ile
amonyumklorurin reaksiyonlarindan elde edilmistir [55]. Takip eden ilk 50
yilda ¢cok fazla bir calisma yapilmamistir. Daha sonra Gerhardt, Laurent,
Gladstone ve Wichelhaus, bu bilegiklerden trimeri, (NPCI,)s izole ederek
yapisini acgiklamiglardir.  Amerikali kimyaci Stokes, 1895 -1898 yillar
arasinda yaptigi ¢alismalarda, (NPCI,), yapisindaki bu bilesiklerden n=4, 5, 6
ve 7 olan bilesikleri izole etmis ve bu bilegiklerin isitildiklari zaman

elostomerik yapida polimere donustuklerini belirtmigtir.

Fosfazen kimyasinda 1950’li yillarin ortalarinda, sentez tekniklerinin ve
enstrumental tekniklerin gelismesi ile birlikte substitiUsyon reaksiyonlari, yapi
tayinleri vb. galismalar hiz kazanmistir. Ozellikle, diz zincirli yapidaki
poli(diklorofosfazen) bilesiginin Allcock ve Kugel tarafindan 1965 yilinda
sentezlenmesinden sonra bu bilesiklerin polimerleri konusunda ¢ok hizli bir
gelisme kaydedilmistir[56]. 1960’ yillarin basindan beri bir taraftan alkoliz,
aminoliz, organometalik vb. bilesiklerle substitUsyon reaksiyonlari, diger
taraftan polimerlerinin sentezi ve bu bilegiklerin kullanim alanlari konusundaki

calismalar artan bir hizla devam etmektedir.

Fosfazenler, endustriyel ve tibbi alanlarda da énemli bir yer tutarlar. Fosfazen
turevleri ve fosfazen polimerlerinin kullanim alanlari yari iletkenler, sivi kristal
materyaller, non lineer optik ve yuksek kirilma indeksine sahip camlar,
biyolojik uyumlu materyaller, yanmaz fiberler, filmler olarak verilebilir.
Polifosfazenlerin baglanan yan gruplarin 6zelligine gére yanmaya,
radyasyona, sicaklik, indirgen ve yukseltgenlere karsi dayanikli olmalari ve
elektrokimyasal islemlerde kullanilabilmeleri bu maddelere buyuk 6nem
kazandirmistir.Ayrica aminofosfazenlerin tetrapirolidin tlrevlerinin anti-

bakteriyel [57] ve HIV virUsune [58] karsi aktiviteye sahip maddeler olduklari
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belirlenmigtir. Yapilan son c¢alismalarda bu bilegiklerin dusuk toksiditeye
sahip olmalarindan dolay1 kemoterapik uygulamalarda o6nemli avantajlar
sagladigi belirtilmistir [59]. TUmOor dnleyici etkisi nedeniyle halkali etilendiamin
bilesigi olan aziridin ve pirolidin slbstitGentleri iceren siklofosfazen turevleri
Ozellikle dbnem kazanmaktadir. Bu bilesiklerin, diger aziridinil grubu iceren
hicresel aktif bilesikler gibi kemik iliklerinde birikerek zehir etkisi gostermesi
ve hucresel nukleofillerle olan tesadufi rekasiyonlar gibi dezavantajlari vardir.
Bu istenmeyen durumlari ortadan kaldirmak ve aziridinilsiklofosfazen
tirevlerinin tedavi edici etkisini artirmak amaciyla calismalar devam
etmektedir. Labarre ve grubu poliaminlerden elde edilen dogrudan tumor
uzerinde etkili bilesikler ile seciciligi artirmayr hedeflemektedir. van de
Grampel ve calisma arkadaslari hlcresel aktivitenin R substitientlerinin
elektron verme gucu ile orantili oldugunu belirlemiglerdir. Aromatik oksi ve
amino gruplar azridinilfosfazenlerin hlcresel 0Ozelliklerini substituentler
arasindaki molekul ici elektronik etkilesimler yolu ile degistirmektedir. Ayni
zamanda 1-aziridinil gruplarinin DNA ile etkilesme yapabilen karbokatyonlara
donusumlerini kolaylastirmaktadir. Karbokatyon olugsumu aziridinil iceren
ilacglarin hdcresel aktifliklerini daha ¢ok artirmaktadir [58]. Ayrica fosfazen
turevlerine supramolekuler bilesikler olusturabilecek potansiyel bir kaynak
olarak da bakilmaktadir [60]. Fosfazenlerin ana iskeletini olusturan P=N
baglari, ¢ok kuvvetli baglardir, bu nedenle sicaklik, radyasyon, indirgen ve
yukseltgenlere karsi dayaniklidir. Fosfor atomu Uzerindeki stbstitlientlere
bagll olarak halkali fosfazenler ve acgik zincirli polifosfazenlerin fiziksel ve

kimyasal o6zellikleri degismektedir.
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3.1. Materyal

3.1.1. Fosfazenler
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Aragtirmada materyal olarak kullanilan Fosfazenler Ankara universitesi

Ogretim Uyesi Prof. Dr. Zeynel

Kilic ve Nuran Asmafiliz tarafindan

sentezlenmistir. 7 farkli fosfozen bilesigi NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve
E3 maddeleri ve ¢ozucu olarakta dioksan kullaniimigtir. Calismada kullanilan

maddelerin kimyasal yapisi asagida verilmistir:
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3.1.2. Mikroorganizmalar

Bu calismada Kocaeli Universitesi Tip Fakiltesi tUberkiloz laboratuarina
gelen orneklerden; M. tiberculosis kultur pozitifligi ve ¢ok ilaca direngliligi
saptanan alti sus ve butin antitiberkuloz ilaglara duyarli oldugu bilinen
kontrol susu M. Tuberculosis ATCC H37rv ve ayrica E.coli ATCC 25922, E.
feacalis ATCC 292112, E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923, B.
cereus NRRL-B-3711, B. subtilis ATCC 6633, P. vulgaris ATCC 8427. C.
albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 13803, P. Aeruginosa ATCC

27853 mikroorganizmalari kullaniimistir.
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3.1.3. Biyolojik aktivite galismalar i¢in kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

e Stok Tris ¢ozeltisi: 500 mM Tris ( pH: 8.0)

e Stok EDTA tamponu: 500 mM EDTA ( Etilendiamin-tetra asetik
disodyum tuzu), 5M NaOH ( pH: 8.0)

e TE tamponu: 10 mM Tris (pH:8), TmM EDTA (pH:8)

e Agaroz: % 0,8 ve % 2 (w/v) agaroz TAE tamponunda c¢ozulerek
hazilanir.

e Tris asetat (TAE) tamponu: 242g Tris base, 57,1 ml Glasial asetik asit,
100 ml 0,5M EDTA ( pH:8), saf su

e Yikleme tamponu: % 40 sukroz, % 0,025 bromfenol mavisi, % 0,25
ksilen siyanol

e Etidyum bromur: 10mg/ml derisimde hazirlanir. Koyu renkli siselerde
muhafaza edilir.

e Muller Hinton Broth
Et ekstresi........ccoeeeeune... 2,0qgr
Kazein hidrolizati......... 17,5 gr
Nigsasta.......ccccoeeveeerennnnn. 1,5 gr
Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmistir.
121 °C basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 10’ar ml
steril tuplere dagitilmigtir.

e Muller Hinton agar
Et ekstresi......cccceuveenn... 50qr

Nisasta..........cooevvveennnnn. 1,5gr
Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmistir
121 °C basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 15’er mi
90 mm capindaki steril petrilere dagitiimistir.
e Sabouraud Dextrose Agar
Bacto pepton.............. 10,0 gr
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Bacto Dekstroz........... 40,0 gr
Bacto Agar.................. 15,0 gr
Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmistir

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir

e TTC Tuzu
2,3,5- Triphenytetrazolium chlorid....... 250 mg
Etanol (%96).......cccovvvvveeeeeiiiiiiiiiiii, 100 ml

Madde tartilarak etanol de iyice ¢6zulmuUs ve sprey 6zellikli cam sise

icinde buzdolabinda saklanmigtir.
e Mc Farland No: 0,5 bulaniklik standardi

BaCl, ve H,SOq4 karigtirilarak 15 ml'lik kapakli tiplere dagitilir. Kapagi

parafilm ile kapatilan tap, karanlikta oda sicakliginda saklanir.

BACTEC MGIT 960 Calismada Becton Dickinson Diagnostic Instrument
(BACTEC) metodu ve MGIT 960 cihazi kullaniimistir. MGIT 960 sistemi,
floresans veren bir indikatorin bulundugu tuplerde bakterilerin Uretilmesi
esasina dayanmaktadir. Mikobakteriler Uredikge tlUpteki oksijenin
tiketilmesine badli olarak indikator serbest kalmakta ve floresans acgiga
cikmaktadir. Aciga c¢ikan floresans cihaz tarafindan otomatik olarak

Olclilmekte ve sonuclar verilmektedir [61].

3.2. YOontem

3.2.1. Agaroz jel elektroforezi

% 2 (w/v) agaroz, TAE tamponu iginde kaynatilarak ¢ozuldikten sonra 1 pl
etiyum bromur ¢ozeltisi eklenmis ve jel tabagina dokulmustar [Maniatis ve
ark. 1989]. Jel polimerlestikten sonra 15 pl PZR Grdna ile yukleme tamponu

karigtirilarak jelde olusan kuyucuklara yuklenmis ve 40-90 V arasinda
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serbest akimda yurutalmastar. Jellerin goruntilenmesi BioDoc Analyze
(Biometra) goruntileme cihazinda yapilmig ve bilgisayar ortaminda
fotograflari alinmistir.

3.2.2. Antimikrobiyal aktivite

Disk diflizyon yontemi

Once 120 mm cgapindaki steril cam petrilere steril edilmis 25 ml Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) dokulmus ve petri diz bir zemin Uzerinde donmaya
birakilmistir. Besiyeri'nin katilagsmasindan sonra onceden hazirlanmis spor
cozeltisi (107 spor/ml) 500 pl besiyeri yiizeyine aktarilarak drigalski spatili ile
sporlarin besiyerine yayllmasi saglanmigtir. Daha sonra steril kabin iginde
kapagi yari acik halde kurumaya birakilmistir. Yuzeyi kurumug olan
besiyerine onceden hazirlanmis olan, stok c¢ozeltilerden 5ul emdirilmis
yaklasik 6mm c¢apindaki steril kagit diskler yerlestirilmistir. Standart antifungal

olan ketokonazol pozitif kontrol olarak kullaniimistir [Demirci ve ark. 2002].

Cizelge3.1.Biyolojik aktivite igin kullanilan mikroorganizmalar ve kaynaklari

Mikroorganizma* Sus No Ortam Sicakhk
1 Eschericia coli ATCC 35218 MHA 37°C Patojen
2 Staphylococcus aureus ATCC 25923 MHA 37°C Patojen
3 Pseudomonas aureginosa ATCC 27853 MHA 37 °C Patojen
4 Enterococcus feacalis ATCC 292112 MHA 37°C Patojen
5 Proteus vulgaris ATCC 8427 MHA 37°C Patojen
6 Candida tropicalis ATCC 13803 SGA 37°C Patojen
7 Bacillus cereus NRRL B-3711 MHA 37 °C Patojen
8 Candida albicans ATCC 10231 MHA 37°C Patojen
9 Eschericia coli ATCC 25922 SGA 37°C Patojen
10 Bacillus subtilis ATCC 6633 MHA 37 °C Patojen

MHA: Mueller Hinton Agar, SGA: Sabouroud Dextrose Agar
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3.2.3.Dekontaminasyon ve homojenizasyon

Ornekler icinde Sodyum Hidroksit - Sodyum Sitrat ¢dzeltisinin oldugu tiipe
aktarilir. Vorteks ile ¢alkalanarak 6rnegin homojenize olmasi saglanarak 15
dakika oda sicakhginda bekletilir. Ornegin Uzerine 50 ml kadar fosfat
tamponu doldurup 15 dakika 4000 rpm’ de santriiflj edilir. Ust sivi dokulir alt
kKisim alinarak Uzerine 5 ml fosfat tamponu ilave edilerek homojen hale

getirilir

3.2.4. MGIT 960 calisma akisi

MGIT 7 ml tapane 0,8 ml Growth Supplement /MGIT PANTA Antibiyotik
Karisimi ilave edilir. Dekontaminasyon yapilmis materyalden (0,8 ml Growth
Supplement /MGIT PANTA Antibiyotik karisimi eklenmis) MGIT tupune 0,5
ml ilave edilir. TUpUn kapag! sikica kapatilip bir defa alt Ust edilir ve cihaza
yerlestirilir. Ureme saptandiktan sonraki 1-2 giinde antimikrobiyal aktivite icin
tipler hazirlanir. Fosfozen bilesikleri dioxan ¢oéztcusu ile 10 000, 5 000,

2 500, 1 000 uM olacak sekilde seyreltilir. MGIT tuplerine kayitlari yapilir.

3.2.5. Tip tayini ve M. tuberculosis uretilmesi

Pozitif MGIT tUpunden 1 ml 6rnek alinarak steril bir tlp igerisinde 4 ml steril
distile su ile sulandirihr. GC kontrol ve NAP (P-nitro-alfa-acetyl-amino-beta-
hydroxypropionate, kloramfenikol) (TB kompleksine ait mikobakterileri inhibe
eder.) testi igin 2 yeni MGIT tlpUne hasta kaydi yapilir. GC kontroli ve NAP
tupleri icersine Growth Supplemant / MGIT PANTA Antibiyotigi (¢6ztlmus)
karisimindan 0,5’ er ml eklenir. NAP isaretlenmis sise icerisine 0,1 ml p-NBA
reaktifi eklenir. Pozitif MGIT tUpunden %2 oraninda steril distile su ile
sulandirilip hazirlanmig stispansiyondan her iki tipe 0,5 ml eklenir ve cihaza
yerlestirilir. Cihaz kontrol(GC) MGIT Tupunin GU (lUreme Unitesi) 400’e
ulaginca cihaz pozitif sinyali verir. NAP test tUpunin GU< 10 ise hassastir.

Mycobacterium tuberculosis olarak degerlendirilir. Ureme saptandiktan sonra
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tupteki bulanikligin 0,5 McFarland’t gecip gegmedigi kontrol edilir ve distile su
ile ayari yapilir. Antimikrobiyal etki testimiz igin bu tip tayini yapiimis sus

kullantlir.

3.2.6. BACTEC MGIT sistemi ile duyarlhlik testi ve madde ile etkilegsimi

BACTEC MGIT 960 duyarlilik testi, 4-13 guinde sonlanan kalitatif bir testtir.
Test Tuberculosis izolatlarinin ilaglh ve ilagsiz tlplerdeki Uremelerinin
kargilastirimasi esasina dayanir. MGIT 960 cihazi tuplerdeki floresans
artisini surekli izler. Cihaz yardimiyla ilagh ve ilagsiz tuplerdeki floresans
analizleri surekli kargilastirilarak duyarlilhik sonuglari belirlenir. BACTEC MGIT
960 cihazi otomatik olarak bu sonuclari yorumlar ve duyarli ya da direngli
olarak bildirir [62].

Oncelikle 7 farkh fosfazen bilesigi NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3
maddeleri dioksan ¢ozlcustinde ¢ozulerek 10 000 mikromolar stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra 5 000, 2 500, 1 250 ve 1 000 mikromolar olacak
sekilde seri seyreltmeleri yapilmistir. Her bir bakteri susuna; 7 farkh fosfazen
bilesiginin 5 farkli seyreltmesi igin toplam 35, dioksan bilesiginin 5 farkl
seyreltme i¢in 5 ve kontrol icin 1 olmak Uzere, toplam 41 tlp hazirlanmistir.
Batun taplere Growth Supplemant karisimindan 0,8' er ml eklenmistir. Farkl
seyreltmelerdeki fosfazen ve dioksan maddeleri etiketlenmis tlplere 0,1'er ml
eklendikten sonra kontrol tupune 1/100 luk, diger tuplere ise 1/5 lik bakteri
suspansiyonundan 0,5 ml eklenmistir. Son olarak tum tupler sikica kapatilip
3-4 kez hafifce alt Ust edilerek karistirildi ve MGIT 960 Cihazina kayitlari
yapilip yerlestiriimistir.Cihaza yerlestirilen kontrol tapunin pozitif sinyal
vermesi ile birlikte testin suresi dolar (4-13 gun). Seyreltiimis fosfazen ve
dioksan bilesiklerinin oldugu tuplerdeki floresans, kontrol tUpundekinden
daha az oldugunda, cihaz sonuglari duyarh olarak yorumlar. Seyreltiimis
fosfozen ve dioksan bilesiklerinin oldugu tuplerdeki floresans kontrol
tupundekine esit ve daha fazla oldugunda ise sonuglar direngli olarak cihaz

tarafindan sonuglandirilir. MGIT 960 cihazinin yorumu esas alinarak sonug
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"duyarli" veya "direncli" olarak rapor edilir.

3.2.7. Sonuglarin yorumlanmasi

MGIT 960 Sistemindeki duyarlilik testinden 4 ilag tek kritik konsantrasyonda
degerlendiriimekte iken, calismamizda 7 fosfazen bilesigi icin 5 seyreltme
MIK Yoéntemi ile sonuglar degerlendiriimeye galisilmistir. Cihaza yerlestirilen
kontrol tUpundn pozitif sinyal vermesi ile birlikte test (4-13 gin) MIK
YONTEMI; Minimal inhibisyon konsantrasyonu eldeki bir antimikrobik
preparatinin etkinliginin élgiilmesi amaciyla kullanilir. inhibisyonun (liremenin
saptanmadigi ilk konsantrasyon) saptandigi ilk seyreltme MIK degeri olarak
bildirilir [63].

Antimikrobiyal preparatin hassas veya direngli yorumu yapilmasini saglayan
hassas bir yontemdir. Burada calismadaki degerlendirme kriterimiz tGreme

kontrolimuzin Uredigi gin yani 9. gunddr.

Preparatin

10 000'de ureme var ise MIK >10 000 ise R, (diger tim konsantrasyonlarda
ureme tespit edilmeli)

1 000, 1 250, 2 500, 5 000'de Ureme var ise MIK >10 000

1 000, 1 250 ve 2 500'de Greme var ise MIK =5 000

1 000, 1 250'de ureme var ise MIK=2 500

1 000'de Ureme var ise MIK = 1 250

Higbirinde Greme yok ise MIK <=1 000

Antimikrobiyal aktivite sonugclari incelendiginde maddelerin bakteri ve

mayalar uzerinde etkili oldugu gozlenmistir.
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NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddeleri dioksan c¢ozlcusunde

cozllerek 10 000 mikromolar stok cozeltileri hazirlandi. Daha sonra 5 000,

2 500, 1 250 ve 1 000 mikromolar olacak sekilde seri seyreltmeleri yapildi.

Bu maddeler igin disk difuzyon kullanilarak antimikrobiyal

aktiviteleri

belirlendi. Bu yontem ile yapilan antimikrobiyal aktivite sonugclari (Cizelge 4.1

ve 4.2) de verilmigtir.

Cizelge 4.1. NA7, 8, 9 ve 12 nin antimikrobiyal aktivite sonuglari
(Antibiotikler,Amp= Ampicilin and C= Kloramfenikol, antifungal

Ketoconozol)

Disk difizyon inhibisyon zon ¢aplari (mm)
Maddeler Antibiyotik Anti
fungal
Bakteriler NA7 NAS NA9 | NA12 | Dioksan | Amp* | C** | Keto#

E. feacalis 16,6 10,3 14,6 11,6 - 30,0 | 29,0 NS
ATCC 292112 1,5 [#1,5 10,5 0,5 10,0 1,0
E.coli 11,0 - 11,0 15,0 11,0 20,3 | 26,6 NS
ATCC 25922 10,5 1,0 1,0 10,0 0,5 | #1,1
E.coli 10,6 10,5 13,3 14,3 10,6 R 10,5 NS
ATCC 35218 10,5 10,7 10,5 0,5 10,5 0,7
S. aureus 18,9 18,6 19,5 12,3 10,0 35,0 | 29,6 NS
ATCC 25923 10,5 10,5 31,2 10,5 +0,0 +0,0 | #0,5
P. aeruginosa 12 12,5 17,0 20,0 10,3 R R NS
ATCC 27853 10,0 10,7 2,0 10,0 +0,5
B. cereus 16,6 13,0 25,6 10,0 - 10,0 | 23,4 NS
NRRL-B-3711 10,5 10,0 1,1 10,0 £1,0 | #0,7
B. subtilis 18,0 16,0 22,0 13,0 10,1 30,3 | 31,0 NS
ATCC 6633 $1,0 $1,0 10,0 1,0 +0,7 0,5 | #1,0
P. vulgaris 10,3 12,0 13,3 14,6 11,0 R 30,3 NS
ATCC 8427 10,5 $1,0 +1,1 | £0,5b 1,0 10,5
C. albicans 11,0 18,0 15,5 10,5 10,0 NS NS 30,0
ATCC 10231 +0,0 10,0 1,2 1,2 10,0 10,0
C. tropicalis 12,0 19,0 23,6 10,0 10,5 NS NS 29,0
ATCC 13803 +0,0 +0,0 +1,0 10,8 10,5 10,5
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Cizelge 4.2. E1, E2 ve E3 maddelerinin antimikrobiyal aktivite sonuclari

Disk difizyon inhibisyon zon gaplari (mm)

Bakteriler Maddeler Antibiyotik Anti
fungal
E1 E2 E3 Dioxan Amp* Cc** Keto#

E. feacalis 247 23,0 22,2 - 30,0 29,0 NS
ATCC 92112 10,9 10,0 10,5 10,0 1,0
E.coli 10,0 - 9,3 11,0 20,3 26,6 NS
ATCC 25922 10,0 10,4 10,0 10,5 11,1
E.coli 10,0 10,0 - 10,6 R 10,5 NS
ATCC 35218 10,0 10,0 10,5 10,7
S. aureus 19,5 24,7 16,5 10,0 35,0 29,6 NS
ATCC 25923 11,2 10,5 10,8 10,0 10,0 10,5
P.aeruginosa 10,2 11,0 10,0 10,3 R R NS
ATCC 27853 10,5 10,0 10,0 10,5
B. cereus 16,7 15,6 12,2 - 10,0 23,4 NS
NRRL-B- 10,2 10,5 +1,0 10,7
3711 10,2
B. subtilis 18,0 15,0 15,2 10,1 30,3 31,0 NS
ATCC 6633 10,0 10,0 10,5 10,7 10,5 11,0
P. vulgaris 10,0 9,7 - 11,0 R 30,3 NS
ATTC 8427 10,0 10,2 11,0 10,5
C. albicans 12,8 19,4 19,5 10,1 NS NS 30,0
ATCC 10231 10,2 10,5 10,5 10,7 10,0
C. tropicalis 21,7 23,9 23,0 10,3 NS NS 29,0
ATCC 13803 10,3 10,6 10,0 10,8 10,5
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(@)
B
(c)
B
(e) (f)

Sekil 4.1. Bazi maddelerin antimikrobiyel aktivite sonuclari (a-l)
(a) E.fecalis NA12 etkilesimi, (b) C.albicans NA7 etkilesimi, (c) P.bulgaris
NAS8 etkilesimi, (d) E.coli NA12 etkilesimi, (e) S.aureus NA12 etkilesimi,
(f) B.cereus NAS8 etkilesimi
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[=] [=]
(9) (h)
[=] [=]
(1) (i)
[=] [=]
(k) )

Sekil 4.1 (Devam). Bazi maddelerin antimikrobiyal aktivite sonuclari (a-I)
(g) C.tropicalis NA9 etkilesimi, (h) B.subtilis NA12 etkilesimi, (1) B.cereus
E2 etkilesimi, (i) B.cereus NA12 etkilesimi (k) B.subtilis NA12 etkilesimi,
(I) P.aeruginosa E3 etkilesimi
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4.2. Fosfazenlerin Antitiiberkiiloz Aktivitesi

NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddelerinin antitiberklloz aktivitesi
icin Reference sus M. tuberculosis H37Rv ve ¢oklu direnglilige sahip 6 klinik
sus kullanilmigtir. Bu suslarin antitiberkiloz ilaglara karsi etkinligi (Cizelge

4.3). de gosterilmistir.

Calismada 6 klinik susun ve kontrol susun duyarlilik testi sonucunda 2,4 ve 5
numarall suslar sadece isoniazid, rifampisine, 1 ve 6 numarali suslar
isoniazid, rifampisin ve etambutole, 3 numarali susun ise tum ilaglara direngli
oldugu belirlendi. Suslarin hepsi ¢oklu antibiyotik direngliligi gostermistir.
isoniazid ve rifampisinin ikisine birden direnglilik coklu antibiyotik direncliligini
ifade eder. Kontrol susu (M.tuberculosis H37rv) ise bitlin ilaglara karsi
duyarhlik gostermigtir. MGIT 960 Sistemindeki duyarlilik testinden 4 ilag tek
kritik ~ konsantrasyonde degerlendiriimekte iken, calismada 7 fosfazen
bilesigi icin 5 seyreltmede MIK Yontemi ile sonuglar degerlendiriimeye
cahsiimistir. Cihaza yerlestirilen kontrol tipUnun pozitif sinyal vermesi ile
birlikte test antimikrobiyal preparatin hassas veya direngli yorumu
yapillmasini saglayan hassas bir yontemdir. Burada c¢alismadaki

degerlendirme kriteri ireme kontrolinun uredigi gun yani 9. gindur.

Kullanilan tim suslarin dioksan bilesigine ve E1, E2, E3 fosfazen bilesiklerine
kargl direngli oldugu goéruldia. Calismamizda kullanilan NA7 fosfazen
bilesigine kars1 ; 1, 2, 3, 4 ve 5 nolu suslar ilk 3 seyreltmede duyarli daha
sonraki 2 seyreltmede ise direngli,. 6 nolu sugsumuz ilk 2 seyreltmede duyarli,
son 3 seyreltmede direngli, kontrol susumuz (M.tuberculosis H37Rv) ise ilk 4
seyreltmede duyarli iken son seyreltmede direngli sonuglandi. NA8 fosfazen
bilesigine kargi ; 2, 5, ve 6 nolu suglar ilk 3 seyreltmede duyarli daha
sonraki 2 seyreltmede direngli, 1, 3, 4, nolu suglar ilk 2 seyreltmede duyarl
diger 3 seyreltmede direngli, kontrol susumuz ise ilk 4 seyreltmede duyarli,

son seyreltmede direngli sonuglandi. NA9 fosfazen bilesigine karsi ; 1, 2, 3



37

nolu suglar ve kontrol susunun ilk seyreltmeye duyarl diger butin suglarinda
seyreltmeleri dahil olmak Uzere hepsi direngli sonuglandi. NA12 fosfazen
bilesigine karsi ise ; 1 ve 5 nolu susun ilk 2 seyreltmeyi duyarl diger 3
seyreltme direngli, 2, 6, ve kontrol susu ilk seyreltmede duyarli, digerlerinde
direncli, 3 ve 4 nolu susda ise ilk 3 seyreltmede duyarli son 2 seyreltmede
direngli sonuglandi (Cizelge 4.4- 4.10). Klinik suslar Uzerine etkilesimde en

etkili maddenin NA7 oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.3. Referans sus ve ¢oklu ilag direngli klinik suslarin antibiogrami

Referans sus ve Streptomisin | Isoniazid | Rifampin | Etambutol
klinik izolatlar

H37Rv S S S S
klinik M. S R R R
tuberculosis izolat 1

klinik M. S R R S
tuberculosis izolat 2

klinik M. R R R R
tuberculosis izolat 3

klinik M. S R R S
tuberculosis izolat 4

klinik M. S R R S
tuberculosis izolat 5

klinik M. S R R R
tuberculosis izolat 6

Cizelge 4.4. NA7, NA8, NA9, NA 12, E1, E2 ve E3 maddelerinin M.
tuberkulosis H37Rv susuna karsi antitiberkuloz aktiviteleri

Bilesik 10 000puM | 5 000uM | 2 500uM
NA7
NA8
NA9
NA12
E1

E2

E3
DIOXAN

250uM 1000uM

A0 DD0NON®
il i A
il A
A0 000000~
pUp PPy




Cizelge 4.5. NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddelerinin M.
tuberkulosis ¢oklu antibiyotik direngli klinik sus 1 susuna karsi

antitiberkuloz aktiviteleri
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Bilesik Adi
/derisim

10 000uM

5 000pM

2 500pM

1 250pM

1.000pM

NA7

NA8

NA9

NA12

E1

E2

E3

DIOXAN

A 000NN OV

A 0D 0N DN WV

A| 0|0 0| 00|00

pupsipiipypvlplpipy

pupsipiipypelplpipy

Cizelge 4.6. NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddelerinin
Micobacterium tuberkulosis ¢oklu antibiyotik direngli klinik sus 2

susuna karsl antitUberkuloz aktiviteleri

Bilesik Adi
/derisim

10 000uM

5 000uM

2 500pM

1 250pM

1.000pM

NA7

NA8

NA9

NA12

E1

E2

E3

DIOXAN

A 0D 0NN WV

A 0| 00|00 00

A 000|000 W

pupsipipipvlpeipipy

pupsipiippvlplpipy

Cizelge 4.7. NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddelerinin M.
tuberkulosis ¢oklu antibiyotik direngli klinik sus 3 susuna karsi

antitiberkuloz aktiviteleri

Bilesik Adi
/derisim

10 000uM

5 000uM

2 500pM

1250pM

1 000pM

NA7

NA8

NA9

NA12

E1

E2

E3

A A A A O OOOK

A A O A O JOO®

DIOXAN

Al A O O W OAW®

A A O A A 0|00

A A O O O OO
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Cizelge 4.8. NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddelerinin M.
tuberkulosis ¢oklu antibiyotik direngli klinik sus 4 susuna karsi
antituberkuloz aktiviteleri.

Bilesik
/derisim

Adi

10 000uM

5 000pM

2 500pM

1 250pM

1 000pM

NA7

NA8

NA9

NA12

E1

E2

E3

DIOXAN

A0 000N AT 0NN

0|00 NI NN

pelpsipslp 2l

pu vl vipvlpelpy

pu vl lpelpe

Cizelge 4.9. NA7, NA8, NA9,

NA12, E1,

E2 ve E3 maddelerinin M.

tuberkulosis ¢oklu antibiyotik direngli klinik sus 5 susuna karsi
antituberkuloz aktiviteleri

Bilesik Adi
/derisim

10 000uM

5 000uM

2 500pM

1 250pM

1 000pM

NA7

NA8

NA9

NA12

E1

E2

E3

DIOXAN

A0 A0 010NN

A0 000N A1 0NN

pulpsipslpslpslp i i

plpslpslpslpelpelpelpy)

pu Pl iplpelpe

Cizelge 4.10. NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddelerinin

M. tuberkulosis ¢oklu antibiyotik direngli klinik sus 6 susuna
kargi antituberkuloz aktiviteleri

Bilesik
/derisim

Adi

10 000pM

5 000pM

2 500pM

1 250pM

1 000pM

NA7

NA8

NA9

NA12

E1

E2

E3

DIOXAN

A N AN WK

pulpsipslpslpslpe i)

pulpsipslpslpslpsiiolpe)

pulpsipslpsipslpslpelpy)

pulpvipvipeipvipvipelpe
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4.3. Madde DNA Etkilegimi

NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddeleri 10 000, 5 000, 2 500, 1 250
ve 1 000 mikromolar ¢ozeltileri dioksan icinde hazirlanmistir. Bu maddeler ve
DNA +37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra %1 lik agoroz
jel elektroforezde yurutulerek DNA Uzerine maddelerin etkisi belirlenmeye
cahsilimigtir (Sekil 4.2.).

6 7 8§ O 10 11 12 13 14 15

Form II

Form I

(b) (c)

123 4 5 67 8 9 10 11 1213 14 15 16 171819 20 21 22 23 24 25 26

L&

o b i o R R
d - L S aiieh

"-_-"-'_--.-_w--"-'—-'- s

—

.-:---.-‘Ii'--".'iviv ™

(d)

Sekil 4.2. DNA ve NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve E3 maddelerinin
etkilesimi (a). NA7 ve NA8, (b). NA12, (c). NA9, (d). E1,E2, E3
Sekil 4.2 a da NA7 ve NA8 in DNA Uzerine etkisi gorilmektedir. NA7 DNA'nin
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hareketliligini cok az azaltmistir. NA8, de iki yuksek konsantrasyonda form |
DNA kaybolmustur, hareketlilik ise c¢ok az etkilenmistir. En yuksek
konsantrasyonda form Il de kaybolmustur. Sekil 4.2 b de NA12 maddesininn
DNA Uzerine etkisi gorulmektedir. Yiksek 3 konsantrasyonda hem form |
hem de form |l de DNA tamamen parcalanmis ve sekilde
gozlenememektedir. Diger konsantrasyonlarda da form | DNA
g6zlenmemigtir. DNA hareketliligi degismistir. Sekil 4.2 ¢ de NA9 un DNA
uzerine etkisi gorulmektedir. Yuksek iki konsantrasyonda form | etkilenirken
diger konsantrasyonlarda form II'nin yogunlugunun azaldigi gdézlenmistir.
Sekil 4.2 d de E1, E2, ve E3 maddelerinin DNA uzerine etkisi gorulmektedir
her 3 maddenin de DNA’ nin hareketliliine ve yogunluguna etkisi oldugu
g6zlenmistir. DNA Uzerine etkilesimde en etkili maddenin NA12 oldugu

gozlenmistir.
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5. TARTISMA

Enfeksiyon hastaliklari ve 6zellikle bakteriyel enfeksiyonlar insanlar igin en
onemli sorunlardan biridir. Hemen her gun yeni bir antibiyotik gelistirimesine
ragmen bu sorun gindemden dismemektedir. ClnkU bakteriler her gecen
gun yapi degistirerek degisik suglar meydana gelmekte veya antibiyotiklere
kargl diren¢ kazanmakta ve mevcut antibiyotik tedavileri zaman zaman

yetersiz kalmaktadir.

Tuberkuloz da ulkemizde ve tum Dunyada en onemli bulasici hastaliklar
arasinda hala yerini korumakta ve her yil milyonlarca insanin hayatini
kaybetmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte tlUberkuloz tedavisinde
kullanilan ilaglar konusunda ne yazik ki ciddi bir gelisme gorulmemektedir.
Hastaligin tedavisinde kullanilan bes ana ilag olan; isoniazid, rifampisin,
pirazinamid, etambutol ve streptomisin’e bir yenisi eklenememektedir.
Tuberklloz basilinin direng gelistirme 6zelligi nedeniyle, bu direng geligimini
onlemek amaciyla tlkemiz gibi tuberkuloz prevelansinin ve direng geligiminin
yuksek oldugu ulkelerde yeni tuberkuloz olgularinda bu bes major ilagtan,
dordu birden hastaya verilmeye baslanmakta ve tedavinin ikinci ayindan
itibaren ikili tedaviye gecilmektedir [45]. Butun bu ¢abalara ragmen Dunyada
ve Ulkemizde tlberklloz direnci hizla artmakta ve vyeni ilagta
gelistiriimemesinden dolayi bu direngli olgularin tedavisi 6nemli bir toplumsal
saglik problemi olusturmaktadir. Bu nedenle tuberkuloz hastalarinda ve
Ozellikle de direngli tuberkuloz olgularinda kullaniimak Uzere yeni ve etkili
ilaclarin gelistiriimesine gereksinim vardir. Yeni ilag geligtiriimesinde ilk
basamagi, s6z konusu mikroorganizmaya karsi etkili bir maddenin gelistirilip
etkinliginin invitro ortamda gosterilmesi olusturmaktadir. Direngli tuberkuloz
vakalarinin artisi ile tuberkulozda standart tedavi protokollerinin her toplum
icin ayri ayri belirlenmesi zorunlu hale gelmistir. Bir Ulkedeki tuberkiloz
diren¢g oranlarinin bilinmesi, o Uulkede uygulanan tuberkiloz kontrol
programinin basarisi agisindan onemlidir. Epidemiyolojik arastirmalar bu

sorunun buyudklagini ve niteligini anlamamiza ve standart tedavilerin
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belirlenmesine yardimci olmaktadir. Bir Ulkede baglangi¢c direng oranlarinin
yuksek olmasi gegmigte uygulanmis olan tuberkiloz kontrol programlarinin
basarisizligini, kazanilmis direng oranlarinin yuksekligi ise uygulanmakta
olan tlberklloz kontrol programlarinin basarisizhigini  gdstermektedir.
Tuberkuloz hastaligi bulagicihgr nedeniyle bir toplum saghgi sorunu
oldugundan ulkemiz igin hazirlanmig olan standart, cagdas, Ulke ozellikleri ve
deneyimlerini esas alan tuberklloz kontrol programina verem savasginda
goérev alan herkesin uymasi gereklidir. TUberkuloz ile gergekten savasmak
istiyorsak her bir tiberkuloz hastasini bulup tedavi etmeliyiz. Ancak o zaman

bu yuksek direng oranlarini gelismis Ulkeler dizeyine indirebiliriz.

Calismamizda bazi fozfazen bilesiklerinin (NA7, NA8, NA9, NA12, E1, E2 ve
E3) ; insan patojeni bakteriler olan, Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Proteus vulgaris (ATCC 8427), Bacillus cereus (NRRL B-3711),
Candida albicans (ATCC 10231) ve Candida tropicalis (ATCC 13803)
mayasi, M. tuberculosis ATCC H37 Rv referans susu ve coklu antibiyotik
direnci gosteren 6 farkh klinik M. tuberculosis sugu Uzerindeki biyolojik
aktiviteleri arastirlimistir. Buna ek olarak, bilegiklerin, DNA Uzerine etkileri de
arastinlmistir. Bulgular kisminda da ayrintili olarak gosterildigi gibi bu
maddelerin bazilarinin, patojen bakteriler Uzerinde etkili, tiberklloz referans

susa ve klinik suglara da oldukga etkili oldugu saptanmistir.

Literatlr incelendiginde, fosfazen bilesiklerinin antimikrobial 6zelliklerinin
arastinldigi c¢alismalarin oldukga sinirli sayida oldugu goériimektedir. Bu
c¢alismalrdan biri olan, Konar ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada bazi
monofosfazen bilesiklerinin (SM, BOMPHOS, and PHOMPHOS) bakteriler ve
bazi mantarlar Uzerine antimikrobial ve biyolojik etkileri arastirnimis ve
etkinlikleri gosterilmistir [57]. Bu c¢alismada SM bilesiginin antimikrobial
etkinligi  yapisindaki  klor atomlarinin  antiseptik etkisi  Uzerinden

gerceklestirdigi, BOMPHOS un ise yapisindaki benzen halkasi sayesinde bu
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etkiyi gosterdigi bildirilmigtir. Allock ve arkadaslari da, suda ¢dzunen bazi
fosfazen bilesiklerinin bazi bakteriler Uzerine antibakteriyel etki gosterdigini
saptamiglardir. Ancak bu etkinin ylksek konsantrasyonlarda ortaya ¢ikarken
disuk konsantrasyonlarda bu etkiyi godstermedigini bildirmislerdir [64].
Brandt ve arkadaslarinin galismasinda da bazi fosfazen bilesiklerinin HIV

virusu uzerine etkili oldugu gosterilmistir [58].

Durmaz ve arkadaslarnin, cesitli fosfazen bilesiklerinin antimikrobial
Ozelliklerini arastirdiklar bir baska calismada; S.aureus, MRSA, MRCNS,
S.pneumoniae, E.faecalis, B.cereus, VRE, E.coli, E.aerogenes,
S.typhimurium, P.aeruginosa, K.pneumoniae, C.albicans gibi birgok
mikroorganizmalar kullaniimis ve bu bilesiklerin antibiyotik direnci yuksek
olanlar da dahil, kullanilan tim gram pozitif suslar Uzerinde kuvvetli
inhibisyon etkisi gosterilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan patojen bir maya

olan C.albicans’in da bu bilesiklere hassas oldugu gosterilmistir [65].

Az sayida da olsa yapilan calismalarda bazi fosfazen bilesiklerinin ¢ok
sayidaki mikroorganizmaya duyarlilik sonuglarinin olumlu alinmasi ile bu
bilesiklerin daha ileriki ¢aligmalar igin arastirilabilecegi nitelikte oldugunu
ortaya koymustur ve ozellikle de tliberkiloz basili Uzerine olan etkinligi, bu
bilesiklerden yeni bir ilag gelistiriimesi konusunda umutlu olunabilecegini
gOstermektedir. Bu nedenle, fosfazen bilesikleri ile ¢cok daha fazla sayida
invitro ¢calisma yapilmasi ve ilerleyen asamalarda hayvan deneyleri ile invivo
sartlarda etkinlik ve guvenlilik g¢aligmalarinin  yapilmasi gerektigini

disunmekteyiz.
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