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OZET

M. tuberculosis Etkenine Kars1 Birinci Kusak Antibiyotik Izoniyazid
(INH)'in Antibakteriyel Etkisi Uzerine NAD, H,0, ve Zayif Manyetik Alan
Etkisinin incelenmesi

Amag: Diinya niifusunun yaklasik {licte biri Mycobacterium tuberculosis basili
ile enfektedir. Her yil yaklasik 2 milyon insan hastalik sebebi ile hayatini
kaybetmektedir. Izoniyazid, tedavide en yaygmn ve etkin kullamlan ila¢ olmasimna
ragmen etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir. Ote yandan elektromanyetik
alan kaynaklar1 saglk iizerine olumlu olumsuz pek ¢ok etkiye sahiptir. DSO diisiik
frekansh elektromanyetik alanlar1 "2B sinifi olasi kanserojen etken" olarak kabul
etmistir. Calismamizda zayif manyetik alan uygulamasi ile NAD ve H,O; ilavesinin

izoniyazidin etki mekanizmasi iizerine etkilerini arastirmay1 amagladik.

Materyal ve Metod: Bu calismada farkli gruplara tek tek ve birlikte, degisen
konsantrasyonlarda NAD ile H,O, ilave edilerek ilacin etki mekanizmasi iizerinde
yaptig1 degisim degerlendirildi. Bir deney grubu giinliik 4,5 saat (10 gilinde toplam 45
saat) 5 mT , 50 Hz manyetik alana maruz birakildi. Sonuglart degerlendirmek iizere agar

proporsiyon yontemi kullanildi. PZR-RFLP metoduyla direngli suslar gosterildi.

Bulgular: Manyetik alan uygulamasi deney sonunda kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda hem duyarli hem direncli suslarin koloni sayilarinda herhangi bir
degisiklige neden olmamustir (p>0,05) . 10'ar uM NAD ve H,O;'nin tek tek ve birlikte
izoniyazid iceren besiyerlerine 10 giin boyunca ilavesi bu maddelerin birlikte ilave
edildigi grupta ilacin etkinligini artirarak koloni sayilarini azaltmistir (p<0,05). Bundan
hareketle degisen konsantrasyonlarda NAD ve H,O; 'nin beraber ilave edildigi gruplarda
en ¢ok etki 100'er uM eklenen grupta olgiilmiistiir.

Sonug: Ozellikle 100'er uM NAD ve H,O; 'nin birlikte ilavesinin izoniyazidin
etkinligini bir miktar artirdigit ancak zayif manyetik alan uygulamasinin ilacin

etkinligini degistirmedigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Etki mekanizmasi, ilag direnci, izoniyazid, manyetik alan,

Mycobacterium tuberculosis.
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ABSTRACT
The Investigation of the Effect of NAD, H,O; and Weak Magnetic Field on
the Antibacterial Mechanism of Isoniazid (INH) That First Line Antibiotic Against
M. tuberculosis Agent

Aim: Nearly one-third of the world's population is infected with Mycobacterium
tuberculosis bacilli. Each year around 2 million people in the world have died because
of that disease. Although isoniazid is used as the most common and effective drug in
therapy, mechanism of action of isoniazid is not fully elucidated. Moreover,
electromagnetic field sources have a lot of positive and negative effects on health.
WHO has accepted low frequency electromagnetic fields as a "Class 2B possible
carcinogenic effects". In our study, we aimed to investigate the effects of isoniazid

mechanisms with added NAD and H,O, with a weak magnetic field application.

Material and Method: In this study, at varying concentrations of NAD and
H,0, were added to different groups individually and in combination, and changes
made on the mechanism of drug evaluated. An experiment group were exposed to 5 mT,
50 Hz magnetic fields daily 4.5 hours (total 45 hours for 10 days). Agar proportion
method was used to evaluate the results. Resistant strains was demostrated by PCR-

RFLP method.

Results: At the end of the experiment, magnetic field application did not cause
any change on the number of colonies both sensitive and resistant strains in comparation
to control group (p>0,05). Combined addition of 10 uM NAD and H,O, to media
containing isoniazid for 10 days dramatically reduced the number of colonies in the
group (p<0,05) and increase the effectiveness of the drug. From this point, the most
effects were measured in the group of 100 uM added by adding varying concentrations

of NAD and H,0..

Conclusion: Especially with the addition of 100 uM NAD and 100 uM H,0,
together was found to increase isoniazid activity as dramatically, also it was determined

that weak magnetic field application does not change the efficacy of the drug.

Key Words: Drug resistance, isoniazid, magnetic field, mechanism of action,

Mycobacterium tuberculosis.
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1. GIRIS

Tiiberkiiloz hastaligi, Mycobacterium tuberculosis kompleks olarak adlandirilan
basillerle olusan, cok degisik klinik goriinlimlere sahip kronik, nekrotizan bir
enfeksiyon olup hastaligin olusumundan % 97-99 oraninda M. tuberculosis sorumludur.
Tedavi edilebilir bir hastalik olmasina ragmen, halen tim diinyada en oldiiriici
enfeksiyon hastalig1r olma 6zelligine sahiptir. Diinyanin her yerinde erkek kadin, geng
yaslt herkes bu oldiiriicii enfeksiyonun riskini tagimaktadir (1, 2).

Tiiberkiilozun taginmasinin tek yolu basil ile enfekte kisidir. Basilin viicuttaki
hedefi Oncelikle akcigerlerdir. Neredeyse tiim organ sistemlerini tutabildigi de
goriilmiistiir. Bedenin tiiberkiiloza kars1 birincil savunma yolu olan makrofajlar, ayni
zamanda basilin birincil yerlesim yerleridir (2).

Kiir saglayan cok ilagl tedavilerin uzun siire kullaniliyor olmasi hastalarin
toleransini ve tedavi maliyetlerini artirmaktir. Diizenli kullanilmayan ilaglar ve yetersiz
tedavi programlar1 diinyanin her yerinde antitiiberkiiloz ilaglara kars1 diren¢ gelisimine
yol agmustir. HIV'in ortaya ¢ikmasinin hastaligin seyrini kotiilestiren en zararli ve yikici
unsur oldugu diisliniilmektedir. HIV ile enfekte kisiler latent tiiberkiiloz enfeksiyonunun
endojen reaktivasyonu riskine sahip olmakla birlikte daha fazla yeni enfeksiyon olma
tehlikesi de tagirlar (2, 3).

Tiiberkiilloz kemoterapisinin ii¢ hedefi; tipik olarak hastalanmis konak¢inin
dokularinda ¢ogalmakta olan (vejetatif) cok fazla sayidaki basili hizla 6ldiirmek, dogru
ve etkin tedavi yontemleri ile ilaca direngli suslarin ortaya ¢ikmalarini engellemek ve
hastalik bolgelerini etkili bir sekilde sterilize etmektir (2).

Bir 6n ila¢ olan izoniyazid tiiberkiiloz tedavisinde en yaygin kullanilan ve en
etkili ilagtir. Tiiberkiiloz basiline pasif difiizyonla alinan ila¢ basil katalaz-peroksidaz
enzimi olan katG tarafindan aktif hale getirilir. NAD ve H,O,; ilacin aktivasyonu igin
ortamda bulunmalidir. Ilag, basil hiicre duvarmm 6nemli bir bilesigi olan mikolik asit
sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki gosterir (3).

Bu c¢alismada amacimiz izoniyazidin etki ~mekanizmasinda degisen
konsantrasyonlarda ortama ilave edilen NAD ve H»O;'nin rollerini gostermek ve ayni
zamanda daha Once tiiberkiiloz basili ile hi¢ ¢alisilmamis olan zayif manyetik alan

uygulamasinin ilacin etkinligini artirip artirmadigini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiiberkiiloz

2.1.1. Tiiberkiilozun Tarihgesi

Tiiberkiiloz hastaliginin tarihi neredeyse insanlik tarihi kadar eskiye
dayanmaktadir. Zengin, fakir, koyli, kentli ayrim1 yapmaksizin toplumun her kesimini
etkileyen bir hastaliktir. Tarihsel siirecte degisik toplumlarda farkli isimlerle anilmistir:
Oliim Kaptani, Beyaz Veba, Beyaz Oliim, Ince Hastalik, Verem, Teverriim, Zaafiyet,
Duman. Bu kelimelerin tamami erime, zayif diisme, tiikkenme anlamlarina gelir (3).

Verem hakkinda ilk bilgiler milattan ii¢ bin yil énce Nil nehri kenarindaki Dra
Abu-El Naga isimli kasabada yasayan ve kanli balgam c¢ikararak 6len geng bir kizdan
edinilmistir. M.O. bin yilinda yasanmus olan rahip Nesperehan’in mumyasinda Pott
apsesi denilen vertebra tiiberkiilozu goriildiigii ortaya ¢ikmistir (4).

[k senatoryumun 1854 yilinda Almanya'da acilmasiyla tiiberkiiloz tedavisinde
farkli bir yaklasim baglamis, hastalar dag yamaclarina kurulan senatoryumlarda yatak
istirahati, zengin diyet, hafif egzersiz, temiz dag havasi ile tedavi edilmeye ¢alisilmis ve
ozellikle enfeksiyon kaynagi olan hastalarin toplumdan izole edilmesiyle toplumun
hastaliktan korunmasi hedeflenmistir (5).

Tiiberkiiloz basili Alman mikrobiyolog Robert Koch tarafindan bulunmustur. Bu
bulus tliberkiiloz hastaligi ve hastalar1 icin bir devrim niteligindedir. Bacterium
tuberculosis adi ile anilan bakteri, koloni morfolojisi ve yavas tireme 6zelligi sebebi ile
mantara benzetildiginden Lehman ve Neuman tarafindan 1886 yilinda Mycobacterium
tuberculosis olarak isimlendirilmistir. Koch aragtirma sonuglarin1 24 Mart 1882 giinii
Berlin Fizyoloji Dernegi'ne sunarak tiim diinyaya ilan etmis ve bu bulusu kendisine
1905 yilinda Nobel Odiilii kazandirmistir (2).

Koch’un tiiberkiiloz basilini bulmasi bir¢ok arastirmaciyr hastalifa karst asi
gelistirmek i¢in ¢calismaya yonlendirmistir. Bakteriyolog Leon Charles Albert Calmette
ve veteriner hekim Jean Marie Camille Guerin isimli iki Fransiz bilim adami 20 yil
boyunca tam 230 kiiltiir yaparak yagamini siirdiiren ancak hastalik yapma 6zelligini
yitiren bir bakteri elde ettiler. Bilim c¢evreleri, bagisiklik yapma o6zelligi olan bu
bakteriye “Bacille Calmette-Guerin” (BCG) adin1 verdiler. BCG 1921 yilinda oral
olarak kullanima sunulmustur. 1925°de Heinbeck asinin deri alt1 uygulamasini gelistir-

migtir (3).



1939 yilinda Florence Seibert ve Glenn, old tiiberkiilini saflastirmis ve elde
edilen saflagtirllmig protein tiirevi (PPD) ile tiiberkiiloz enfeksiyonunun varlig
saptanmaya baslanmistir (6).

Tedavide yarar gosteren ilk ilag olan streptomisinin 20 Kasim 1944 tarihinde
Selman Abraham Waksman tarafindan kesfi tiiberkiilozda antibiyoterapi dénemini
baslatmistir. Tek antibiyotik uygulamasi nedeniyle kisa silirede direng gelismistir.
1946°da Isveg’te para-aminosalisilik asit (PAS)’in basile etkisi gdsterilmis, 1952 yilinda
Gerhard Domagk tarafindan izoniyazid bulunarak, 18-24 ay siireyle Uglii tedavi
uygulanmistir. Kombine tedavinin uygulanmasiyla tiiberkiiloz basari ile tedavi edilebilir
bir hastalik haline gelmistir (2, 7).

1954 yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda ethambutol (EMB) ve 1966
yilinda rifampisin (RIF) bulunmustur. Boylece kisa siireli tedaviye ge¢ilmis toplam
tedavi siiresi 18-24 aydan 6 aya kadar inmis, tedavinin etkinligi artmis bu da hastaligin

kontroliinii kolaylastirmistir (8).

2.1.2. Siniflandirma

Mycobacterium  cinsi,  Prokaryot  aleminin, Firmicutes  bolimiiniin,
Actinobacteria smifinin, Actinomycetales takiminin, Mycobacteriaceae ailesine dahil
olup bu ailedeki tek cinstir. Actinomycetales takimmin diger lyeleri Rhodococcus,
Corynebacteria ve Nocardia’dir (3).

Mycobacterium, Yunanca fungus (myces) ve kiigiik c¢ubuk (bakterion)
kelimelerinden tiiretilmistir. Ismin fungus kismi, bu mikroorganizmanin s1v1 besiyerinde
tireme Ozelliklerinin kiiflere benzemesinden kaynaklanmaktadir (2).

Insanda en sik hastalik olusturan mikobakteri tiirii, tiiberkiiloz hastaliginin etkeni
olan M. tuberculosis’tir. Bu kompleks i¢cinde (MTBC) M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. microti, M. canettii, M. ulcerans ve M. bovis BCG bulunmaktadir. Insan
M. tuberculosis ic¢in tek kaynaktir ve bu mikroorganizma insanlar arasinda hastalik
yapar (9).

M. tuberculosis kompleks disinda kalan mikobakteriler (TDM) ise,
pseudotiiberkiiloz basili, atipik mikobakteriler (ATM), nontiiberkiiloz mikobakteriler
(NTM), tiiberkiiloz basili disindaki mikobakteriler (mycobacteria other than tubercle
bacilli: MOTT) gibi isimler alirlar (10).



2.1.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

M. tuberculosis aerobik, hareketsiz, spor olusturmayan, in vitro kiiltiirde
iretildiginde ise bir¢ok bakteriyel patojenden daha kiiciik olup, 0,2-0,6 um c¢apinda
1-10 um uzunlukta hafif egri veya diiz ¢cubuk seklinde bir basildir (2).

Genomik yapisindaki yiiksek guanin ve sitozin (G+C) orant (% 61-71) ve tiim
bakteriler arasinda hiicre duvarinda en yiiksek lipit icerigine sahip oluslar ile
essizdirler. Konak bagimlidir ve ¢cevrede ¢ogalamazlar (5).

Hiicre duvarlarinin lipit igerigi bakimindan zengin oluslar1 nedeniyle alkol, asit,
alkali ve kuru ortama kars1 direng gosterirler. Boylece geleneksel bakteri boyalari ile
boyanmazlar. Ancak Ziehl ve Neelsen tarafindan gelistirilen, ve Ehrlich tarafindan
modifiye edilen karbolfuksin (fenollu bazik fuksin), asit-alkol ve metilen mavisinden
olusan Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama (EZN) yontemiyle etkili bir sekilde boyanirlar.
Boyandiklarinda aldiklar1 boya asitle ve alkolle dekolorize edilemez. Bundan dolay1
aside ve alkole direngli bakteriler (AARB) olarak isimlendirilirler. Mikobakterilerin
lipit kompleksleri agisindan zengin hiicre duvarina baglanarak, goriiniir hale gelmesini

saglayan floresan boyalar da kullanilmaktadir (6, 11).
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Sekil 2.1. Mikobakteriyel hiicre duvari (6)
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Mikobakterilerin zarfi; sitoplazmik membran, hiicre duvari ve dis kapsiil benzeri
tabakadan olugsmaktadir. Membran da ise peptidoglikan, arabinogalaktan ve mikolik asit
makromolekiilleri bulunmaktadir. Hiicre duvari igerigindeki bakterinin yapisal
biitiinliiglinden sorumlu olan peptidoglikan (miirein) tabaka % 70-80 oraninda g¢apraz

bag bulunmasiyla benzersizdir. Arabinogalaktan, peptidoglikan tabakaya kovalent bagla



baglanmis bir polisakkarittir. Uglarinda 60-90 karbon atomu igeren yiiksek molekiil
agirlikli yag asiti olan mikolik asit bulunur. Mikolik asit tiire 6zgii olup hidrofobik bir
tabaka olusturarak hidrofilik maddeler ve antibiyotiklerin hiicreye girisininin
engellenmesinden ve bakterinin boyanma 6zelliginden sorumludur (2, 5, 12).

Mikobakteriler hiicre duvarlarinin diisiik permeabilite ve hidrofobisite 6zellikte
olmasindan dolayr baz1 yararli metabolitleri kullanmada zorlanirlar. Ayrica RNA
zincirinin uzama hizinin oldukga diisiik olmasi sonucu yavag lireme hizina sahip olan
mikobakteriler, 18-24 saatte ikiye boliiniirler. Hiicre duvart kimyasal toksik ajanlar ve
hiicresel toksinlere, asit ve alkali ortama ve alanin boyalara karsi intrinsik (dogal)
dirence sahiptir. Bu 6zellikleri mikobakterileri hiicre i¢i ve hiicre dis1 zararhilara karsi
korurken, hiicre duvarlarinda tasidiklar1 bazi yapi elemanlari ile konagin immiin
cevabin1 da etkileyerek tedaviye cevap vermeyen yiiksek mortalite ile seyreden
enfeksiyonlara neden olabilirler (3).

Basilin 6zel ¢evre kosullarina adaptasyon yetenegi fazladir. Bakteri aerobik
sartlarda agirlikli olarak karbonhidrat, mikroaerofilik sartlarda ise lipid kullanmaktadir.
Aerobik solunumda son elektron alicist olarak oksijeni kullandiklar i¢in akcigerler,
ozellikle de iist loplar, tliberkiiloz basilinin iireyebilmesi i¢in elveriglidir. Bilylime hiz1
bliyiik ol¢iide oksijen basincina baglidir. Oksijen basincinin yiiksek oldugu kavitelerde
hizli iiremesine ragmen oksijenin az oldugu kaze6z ortamda ¢ok az iirer ya da hig
tiremez (13).

Ureme i¢in karbondioksit gerekli olup ozellikle kiiltiir ortaminda % 5-10
oraninda bulundugunda daha iyi tireme saglamir. Optimal iireme 1silart 35-37 °C'dir.
Kat1 besiyerinde 15-20 giinde gozle goriiniir koloni olusturular (5, 9).

Magnezyum ve demir yasam i¢in zorunludur. Demiri toplamak i¢in cevreye
saliman hidrofilik peptidlere eksoselin denir. Mikobaktinler ise demiri sitoplazmaya
sunan, hiicre duvarinda bulunan hidrofobik yapilardir. Konak¢inin demiri depolayan ve
tagityan proteinleri olan ferritin ve transferrin ile yarisa girerek demiri baglar, boylece
konagin antimikrobiyal aktivitesini de kisitlamig olurlar (5, 6).

Mikolik asit, trehaloz 6,6’-dimikolata baglanarak Onemli bir viriilans faktori
olan ve fagositlerin gociinii engelleyerek graniillom olusumunu saglayan kord faktor
olusturabilir. Bakteri tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak da kullanilabilir. Ayrica
hiicre membranlar1 ve membranz organellerin yap1 ve islevlerinde de rol oynar. Basilin

endotoksini ve ekzotoksini yoktur. Lipomannan (LM) ve lipoarabinomannan (LAM)



..gibi glikolipitler plazma membranina tutunup hiicre duvarmin digina uzanarak zarfi
gecerler. LAM tiire 6zgiidiir (5).

Genel olarak taze viriilan basil kat1 besiyerinde R tipi, siv1 besiyerinde yilan kavi
bir gorlinlim; virlilan olmayan basil ise kati besiyerinde S tipi, sivi besiyerinde ise
ayrilmis parcalar halinde koloniler olusturur ve yaymada dagmik gevsek kiimeler
halinde dagilirlar (5).

M. tuberculosis 90'dan fazla antijene ve degisik viriilans faktoriine sahiptir. Is1
sok proteinleri (HSP), piirifiye protein deriverleri (PPD), kord faktor (trehalose—6,6'-
dimikolat), siiperoksit dismutaz (SOD), katG (katalaz peroksidaz), ESAT-6 (erken
salinan antijen), wax D, antijen 60 (A60), antijen 85, siilfolipidler, LAM bunlardan
bazilaridir (3, 6, 12, 13).

2.1.3.1. Mikobakteriyel Efluks Sistemi

Bakteriler, detoksifikasyon enzimleri iireterek, enzimatik modifikasyonlar ve
mutasyonlarla hiicresel hedefte degisiklik olusturarak, zararh bilesik ve ilaglarin giris
yollarin1 kapatarak ya da disa atim pompalarini (efluks) kullanarak toksik bilesikler ve

ilaglara kars1 kendilerini korurlar (14).
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Sekil 2.2. M. tuberculosis 'de disa atim pompalar1 (17)



Mikobakterilerde dogal direng, pek cok bilesige karsi bariyer olan mikolik
asitten olusan hiicre duvar1 ile aktif efluks pompalar1 arasindaki sinerji ile
gerceklesmektedir. Proton itici giic (PMF) ve hiicre i¢i ATP konsantrasyonlart efluks
mekanizmasini etkiler (15-17).

MEFS (the major facilitator superfamily), SMR (small multidrug resistance
family), RND (resistance/nodulation/cell division family), ATP bagimli ABC (ABC-
type superfamily of transporters) ve MATE (the multidrug and toxic compound
extrusion family) M.tuberculosis'deki disa atim pompalarindandir. Bu pompalardan
bazilar1 mikobakterilerin izoniyazid, tetrasiklin, florokinolonlar ve aminoglikozitler gibi
antibiyotiklere kars1 duyarlhiligin1 azaltmaktadir. ATP baglayici kaset (ABC) tipi ¢coklu
ilag tastyicilar, ilaclar hiicre disina pompalamak icin ATP kullanirlar. ABC tipi disa
atim pompalarin1 kodlayan genler, M. tuberculosis genomunun % 2,5’ini olustururlar
(17, 18) .

Efluks pompalar1 izoniyazid kullanimi sonrasi ilaca karst diren¢ olusturan
mutasyonlar gergeklesinceye kadar basilin hayatta kalmasina katki saglar. Efluks
pompalarint sentezleyen genlerde gergeklesen mutasyonlarin efluks aktivitesini ve
antibiyotik direncliligini artirdigi bilinmektedir. Efluks pompasi ile antibiyotiklerin
hiicre ici seviyeleri ilaglar disa atilarak diisiiriiliir boylece letal dozun altinda kalan
antibiyotik seviyelerine karst mikobakteri yasam miicadelesi verebilir (17-19). Artan
efluks sistem aktivitesinin izoniyazide kars1 diisiik seviyede diren¢ olusumundan
sorumlu oldugu gosterilmistir. Yiiksek seviyede direng olusumu ise bu antibiyotiklerin

birincil hedeflerini kodlayan gen mutasyonlar1 sebebiyledir (19).

2.1.3.2. Mikobakteriyel Solunum

Mikobakteriler enerjilerini oksidatif fosforilasyon ve substrat diizeyinde
fosforilasyon yoluyla elde ederler. Zorunlu aerob olmalarina ragmen oksijen
yoklugunda solunum komplekslerinin down regiilasyonu yolu ile metabolizmalarini
stirdiiriirler (20).

Rediiktazlar, hidrogenazlar ve ferrodoksinler oksijen yoklugunda bakteriye
anaerobik tip metabolizmaya adaptasyon kabiliyeti saglar. Membrana bagl F,F,-ATP
sentaz enzimi c¢ogalan ya da c¢ogalmayan mikobakterilerde ATP sentezini
gerceklestirmektedir ve hipoksik kosullardan aerobik kosullara kadar ¢ok ¢esitli proton
itici gii¢ (PMF) diizeylerinde fonksiyon gorebilmektedir (17-19).



Hipoksik durumlarda bakteri ¢ogalamazken endojen ve eksojen enerji
kaynaklarin1 metabolize ederek fonksiyonlarini siirdiirmektedir. Katabolik ve anabolik
reaksiyonlart  diizenleyerek ve metabolizmasin1 ayarlayarak enerji  kullanir.
Mikobakteriyel elektron transportu ¢esitli dehidrogenazlarin aktivitesi {izerinden
baslatilir. Elektronlar oksijen varligina bagl olarak cesitli sitokrom oksidazlara gecer.
ETZ ortamdaki oksijen miktarina adapte olur. Aerobik kosullarda en son elektron
transfer basamaginda oksijen, anaerobik ortamda ise nitrat ya da fumarat kullanilabilir
(17, 19).

FiFo-ATP sentaz protonlarin elektrokimyasal gradiyentini kullanarak diisiik
hiicre i¢ci ATP ve yiksek PMF varliginda ADP ve inorganik fosfattan ATP
tiretmektedir. Ayrica enzim diisik PMF ve hiicre i¢i yiiksek ATP diizeylerine
ulasildiginda ATPaz gibi ¢calisma yetenegine de sahiptir (20).
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Sekil 2.3. Mikobakteriyel solunum zinciri (20)

2.1.4. Tiiberkiiloz Immiinopatogenezi

Enfeksiyondan sonra hastalik esas olarak {i¢ olasi mekanizmadan biri ile
gelismektedir. Bunlardan birincisi primer enfeksiyonun ilerlemesi, digeri endojen
reaktivasyon, son mekanizma ise eksojen olarak yeniden enfekte olmaya (reenfeksiyon)
bagl hastalik gelismesidir. Bunlardan reenfeksiyon yoluyla hastalanma 6nemli oranda

gerceklesmektedir (21).



Tiberkiiloz basiline kars1 organizmada hiicresel immiin yanit ve gecikmis tip
asirt duyarlilik olmak iizere iki onemli immiin yanit olusur. Bu immiin yanitlar
olusuncaya kadar tiiberkiiloz basilinin kendisi konakg¢i dokularinda hicbir hasar
olusturamaz. Basil ¢ogalmasi ile konagin olusturdugu immiinolojik yanitlar arasindaki
etkilesim hastaligin hem ilerlemesini veya gerilemesini hem de gelisecek olan hastaligin
tipini belirler (6).

Tiiberkiiloz immiinopatogenezini 4 evrede inceleyebiliriz.

Evre 1: Bulasma- Baslangi¢ Evresi (1. hafta)

Tiiberkiiloz basilinin inhalasyonu ile baslamaktadir. Nonimmiin savunma
mekanizmalar1 (mukosiliyer aktivite gibi) devreye girer. Ancak yeterli olmayabilir.
Alveollere ulasan basil yiiklii damlaciklar burada alveoler makrofajlarca fagosite edilir
ve basillerin % 90" tahrip olur. Zaten zorunlu hiicre i¢i parazit durumunda olan basilin
yasamini siirdiirmek ve ¢ogalmak i¢in makrofaj sitoplazmasina ihtiyact vardir. Basilin
virlilans Ozelliklerine ve alveoler makrofajlarin mikrobisidal giiciine bagl olarak basil
ya canli kalir ya da makrofaj i¢inde kismen antijenik parcalara ayrilir (2, 6, 22, 23).

Evre 2: Enfeksiyon, ¢cogalma ve yayilma (2-3 hafta)

Makrofaj tarafindan fagosite edilen ve sindirilemeyen basiller c¢ogalarak
makrofaj biitiinliigiinii bozar ve alveoler boslugu gegerler. Basilin alveoler makrofajlarla
karsilagmasiyla mikobakteriyel komponentler makrofaj ylizeyindeki bazi reseptorler
(mannoz reseptOrii, ¢Opgii reseptdrler, kompleman reseptorleri, TLR’ler gibi) ile
etkileserek bu hiicrelerden enflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-15, IL-
18 ve IFN-y) ve kemokinlerin (IL-8, MCP-1 vb.) salgilanmasina yol agarlar. Boylece
diger makrofajlar, monositler, T lenfositler ve NK (natural killer) hiicreler lezyon
bolgesine toplanir. Alveoler bosluga gecen basilleri yeni makrofajlar ve monositler
yutsalar da heniiz aktive edilmedikleri ve hiicresel immiin yanit gelismedigi igin
basillerin ¢ogalmalarina engel olamazlar. Bolgeye go¢ eden monosit ve lenfositler
zamanla epiteloid histiyositlere dontliserek Langerhans dev hiicrelerini olustururlar.
Bunlarin olusturdugu odagin lenfositler tarafindan cevrelenmesiyle “tiiberkiil” veya
“graniilom” olarak tanimlanan ilk tiiberkiiloz lezyonu olusur.

Graniilomlar makrofajlarin ve T lenfositlerin yani1 sira B lenfositleri, dendritik
hiicreleri, endotel hiicreleri, fibroblastlar1 ve muhtemelen stromal hiicreleri de igerir.
Graniilomlar eliminasyon mekanizmalarindan kacabilen bazi basiller i¢in essizdir.
Enfeksiyonu kontrol altinda tutan graniilomlar igerisinde sinirli sayidaki basil yasamini

stirdiirerek latent tiiberkiiloz enfeksiyonuna (LTBI) sebep olur (24).
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Sekil 2.4. Tiiberkiiloz graniilomu (18)

Bu evrede konak ve basil tam bir ortak yasam sergiler, her ikisi de birbirine zarar
vermezler. Primer odakta ¢ogalan basiller bolgesel lenf bezlerinde lenfadenit olusturur.
Boylece lenf bezlerinde graniilomatéz doku gelisir. Primer odak ve bolgesel lenfadenit
"Gohn Kompleksi" (Primer Kompleks) olarak tanimlanir. Basil tasiyan inaktif
makrofajlar lenfo-hematojen yolla tiim viicuda yayilarak yeni yerlestikleri odaklarda
graniilomlar olustururlar. Bu yayilimla en ¢ok akcigerlerin apeksine (Simon Odag),
bobrek parankimine, uzun kemiklerin epifizine ve vertebralara yerlesirler. Saglikli
bireylerde viicuda dagilan basillerin olusturdugu kiiciik kaze6z odaklar makrofajlar
tarafindan temizlenmektedir. Biiylik kazedz odaklar ise fibroz bir kapsiile hapsedilerek
(tiiberkiilom) izole edilir (6).

Primer enfeksiyonun ilerlemesi sonucu olusan hastalik g¢ocuklarda goriilen
tilberkiilozun en sik sekli olup siklikla enfeksiyonu takip eden ilk iki yil iginde
gerceklesmektedir. Yeni dogan ve erken ¢ocukluk ¢aginda (6zellikle 1-4 yas) gecirilen
enfeksiyonlar takip eden aylar iginde immiinitenin zay1f diismesiyle miliyer tiiberkiiloz
ve menenjit tiiberkiiloz gibi agir tiiberkiiloz sekilleri ortaya c¢ikabilir. Hastalik bu
durumda % 50 kadar oldiiriicii olabilmektedir. Ozellikle menenjit tiiberkiiloza
yakalanan olgularda sekel olasilig1 % 75'lere kadar ¢ikabilmektedir (25).

Evre 3: Konakta immiin yanit gelisimi

Basillerin inhalasyonu sonrasinda 2-8 hafta i¢inde artik hem hiicresel immiinite,
hem de gecikmis tip asir1 duyarlilik gelisir. M. tuberculosis’e karst olusturulan immiin
yanitta T hiicreleri (CD4 ve CDS), sitokinler (IFN-y, IL-12, TNF-a ve IL-6) ve
makrofajlar gibi bir¢ok faktor rol oynamaktadir.

Basil yiikli makrofaj TNF-a ve sitokinler (IL-1,6,8,12,15) salar. TNF-a
makrofaja otokrin aktivasyon kazandirir. Makrofajlarin otoindiiksiyonu ile nitrik oksit

sentetaz enzimi aktive edilir. Antimikobakteriyel etkinlik gosteren nitrik oksit ve diger
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reaktif nitrojen metabolitleri agiga cikar. Basil iceren makrofajlar basilleri 6ldiirmede
cogunlukla yetersiz kalirlar. Viriilan basiller makrofajlarin bakterisidal etkisinden
korunup canliliklarin siirdiirebilmek i¢in fagozom olgunlagsmasi veya asidifikasyonunu
engelleme ve fagolizozomal fiizyonu bozma; katalaz peroksidaz, fenolik glikolipidler ve
LAM ile serbest radikalleri etkisiz hale getirmek gibi mekanizmalara bagvururlar (24).

Ortama salman IL-1 ve IL-12 ise CD4, CD8 ve y/d T-lenfositleri olay yerine
ceker. Makrofaj i¢inde peptit antijenlerine parcalanan mikobakteri proteinleri hiicre
zarma tagmarak MHC-I (major histokompatibilite kompleksi) ile CD8 (cluster of
differentiation), MHC-II ile CD4 T-lenfositlere sunulur. Mikobakteri peptitlerini
tantyan CD4 T-lenfositlerinin olusumu yaklasik iki hafta siirer. Antijen sunumdan
sonra, T-lenfositlerden IL-2 serbestlesmesiyle T-lenfosit hem kendisini otokrin uyarir
hem de diger T lenfositlerin olay yerine birikmesi, cogalmasi ve aktivasyonunu saglar.
CD4 hiicreler T helper tip-1'e (Thl), CDS ise sitotoksik T-lenfositlere (Tc) farklilasir.
Thl, IL-2 salarak hem kendini hem Tc'yi; IFN-y salarak da makrofaji aktive eder.
Aktive olan Tc hem basil yiiklii aktive olmamis makrofajlarin yikimindan (perforin,
granzimB ve FasL) hem de kaze6z nekroz olusumundan sorumludur.

I[FN-y makrofajlarin TNF-o salinimint saglar, fagositoz kapasitelerini ve
bakterisidal aktivitelerini artirir, basilin hiicre ig¢inde daha etkin bir sekilde yok
edilmesini saglar ve NK hiicreleri uyarir. Ayrica makrofajlardaki 1-o hidroksilaz
enzimini uyararak aktif D3 vitaminin yapimini arttirir. D3 vitamini basillerin makrofaj
ici ¢ogalmasini Onlemeye yardimcidir ve bu hiicrelerden TNF-a gibi sitokinlerin
salimimini artirir. TNF-a ise graniilom olusumu ve enfeksiyonun yayilmasinin kontrol
altina alinmas1 saglar.

Gecikmis tip asir1 duyarlilik, aktif makrofajlardan salman IL-12 ile Tc
hiicrelerinin stimiilasyonu ile gerceklesir. Tc hiicrelerinin basil yiiklii makrofajlar
oldiirmesi ile ortama dokiilen basiller, solid kazedz dokuya gecerler ve burada nekroz
olustururlar. Olusan kaze6z nekroz ortaminda, basiller canliliklarini stirdiirmekle
beraber anoksik kosullar, diisiik pH, toksik yag asitlerinin varhigi nedeniyle
cogalamazlar. Basillerin bir kismi1 6liir, bir kismi ise yillarca dormant halde kalirlar.
Dormant basiller ¢ok diisiik diizeyde metabolik aktiviteye sahiptirler (6).

Immiin sistemi yeterli kisilerde basillerin yok edilmesi ile siire¢ durdurulursa
primer enfeksiyon evresi tamamlanmis olur. LTBI evresi diye de adlandirilan 6-8
haftada gelisen bu evrede konakg¢inin deri testi de pozitiflesir, balgam yayma/kiiltiir

negatiftir, semptomsuz gelisir, birey bulastiric1 degildir. Immiin sistemi baskilanmis
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kisilerde ise genisleyen kazedz nekrozlar akcigerde doku hasarina neden olur ve klinik
olarak primer tiiberkiiloz gelisir (1, 3, 6, 22).

Evre 4: Likefaksiyon ve Hizh Basil Cogalmasi, Yeniden Bulagsma

Enfekte kisilerin % 90’inda tiiberkiiloz asemptomatik primer enfeksiyon olarak
latent halde kalirken, % 10'unda yasamlarimin herhangi bir doneminde ilk lezyon
yerinde ya da basillerin lenfo-hematojen yolla yayildiklar1 herhangi bir odakta olusan
erime ve onu takip eden aktivasyonla olusan hastalik ise postprimer tiiberkiiloz ya da
reaktivasyon tiiberkiilozu olarak tanimlanmaktadir (6). Hastaligin aktif oldugu bu
donemde balgam yayma/kiiltiir ve akciger grafisi pozitif olup birey bulastiricidir (1, 6).

Primer tiiberkiilozun ilerlemesi, makrofajlardan salinan hidrolitik enzimlerin
protein ve lipitleri hidrolize etmesi ile graniillom ortasindaki kazeumun erimesi,
likefaksiyon ve kavitasyon ile sonuglanir. Bu materyal basillerin hiicre disinda hizli
cogalmasi i¢in uygun besiyeri olusturur. Hiicresel immiinite yetersizligi durumlarinda
basillerin kontrolsiiz ¢cogalmasiyla lezyon alanmi biiyiir ve komsu bronsa agilir. Boylece
kavite olusur ve basiller bronsiyal yolla hem diger akciger alanlarina hem de akciger
dis1 alanlara yayilir. Kavite olusumu hastaligin akcigere yayilmasina ve bulastirict
nitelik kazanmasina neden olur. Kavite i¢ine oksijenin girmesiyle basiller daha hizl
cogalir.

Hiicresel immiinitesi yeterli olanlarda ise kaze6z odakta bulunan aktif
makrofajlardan salinan hidrolitik enzimler ile graniilom sinirlandirilir. Cap1 0.1-1.3 mm
olan kazedz odaklar makrofajlarca temizlenirken 2-8 mm capinda olanlar hidrolitik
enzimlerle eritilir ve geride fibr6z doku olusur. Cap1 5-20 mm olanlar ise fibroz
kapsiille ¢evrilerek izole edilir (tiiberkiiloma). Bu lezyonlarin iyilesme siirecinde
kalsifikasyon da gelisebilir. Bu fibrotik odakta tiiberkiilloz basili dormant veya
metabolizmas1 durmus olarak émiir boyu canliligini siirdiirebilmekte ve konagin direnci
diiserse, aktif hale gecebilmektedir. Sonugta primer enfeksiyon adi verilen bu siire¢
durdurulmakta ve geride tiiberkiilin deri testinin pozitiflesmesi disinda higbir kanit

kalmamaktadir (6).

2.1.5. Bulasma

Tiiberkiiloz esas olarak insandan insana solunum yolu ile yayilir. En bulastirict
tiiberkiiloz sekilleri balgam mikroskopisinde ARB pozitif olan tedavi gérmemis aktif
akciger ve larinks tiiberkiilozlulardir. Tiberkiilozla miicadelenin asil amaci bulasi

engellemektir (21).
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Cesitli solunum fonksiyonlarinin aerosol olusturma potansiyeli farklidir.
Konusma sirasinda 0-210, oksiirme ile 0-3.500 ve hapsirma ile 4.500-1.000.000 partikiil
olusur. Iginde 1-3 canli tiiberkiiloz basili bulunan ve birkac saat havada asili halde
kalabilen, 1-5 p biiytikliigiindeki damlacik ¢ekirdekleri 6nemlidir. Ortamda bulunan kisi
solunum yolu ile damlacigi alir. Basil ya elimine edilir ya da solunum yolu savunma
mekanizmalarindan kurtulabilenler alveollere kadar gelir ve latent enfeksiyonu
baslatirlar. Kisi bulastirici degildir. Tiiberkiiloz basiliyle enfekte olan kisilerden % 5'i
1-2 yil igerisinde aktif tiiberkiiloz hastasi olur. % 5'1 ise ilk 2 yildan sonra hayatinin
herhangi bir zamaninda aktif tiiberkiiloz hastas1 olabilir. Boylece yasam boyu hastalik
gelisme riski % 10'dur (6, 22, 26).

Standart 1s1 ve nemde aerosol tiiberkiiloz basillerinin % 60-71'1 {i¢ saat, %
48-66's1 alt1 saat, % 28-32's1 ise dokuz saat canli kalabilmektedir.Tiiberkiiloz basillerini
oldiirmede en etkin iki faktér havalandirma ve ultraviyole (UV) 1sinlaridir. Tedavi
olmayan direng¢li bir hasta da direngli mikroplar1 bulastirir. Bulagsma ag¢isindan en
yiiksek risk altinda olanlar hasta ile uzun siire ve yakin temasta olan aile bireyleri,
akrabalar1 ve yakin ¢aligsma arkadaglaridir (3, 6).

HIV/AIDS, diyabet, kanser, alkolizm, ilag bagimliligi, tiitiin kullanimi, kronik
bobrek yetmezligi, uzun silire kortikosteroid kullanimi, diisiik viicut agirligr (ideal
kilodan % 10'dan fazla zayif olunmasi) enfekte kisilerin aktif tiiberkiiloz hastas1 olma
olasiligin1 artiran risk faktorlerindendir. Dogru ve etkili tedavi baslandiktan sonra,
hastanin bulastiricilig1 2-3 haftada sona erer.

HIV, tiiberkiiloz hastalifinin gelismesine yol acan bilinen en giiclii etken olup
hastaligin epidemiyolojisinde ii¢ farkl degisiklige yol acabilmektedir. HIV ile enfekte
kisilerde daha 6nceden var olan latent tiiberkiiloz enfeksiyonunun reaktivasyon riski,
yeni enfeksiyonun hastalia doniisme riski ve HIV nedeniyle tiiberkiiloz gelismis
kisilerden topluma tiiberkiiloz bulagsma riski artmaktadir. HIV enfeksiyonu CD4 T
lenfosit sayisi ve fonksiyonlarin1 azaltir. Hastanin immiin sistemi tiiberkiiloz basilinin
iireme ve yayilmasini engelleyemez. Ilerlemis HIV’de immiinitenin zayiflamasiyla,
akciger dis1 tiiberkiiloz ve miliyer tiiberkiiloz olasilig1 artmaktadir (3, 21, 26).

Hastanin balgamindaki basil sayisi, basilin canliligi ve viriilans1 bulagmay1
etkiler. Hedef kisinin hastalia veya basile direngliligi, basil kaynagi ile birlikte
gecirilen siire, hastalanmay1 artiran durum ve hastaliklar tiiberkiiloz basilinin

bulagmasini etkileyen faktorler arasindadir (6).
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2.2. Tiiberkiilozun Tanis1

Mikobakteri tiirleri farkli viriilans ve antibiyotik duyarhilik profili
gosterdiklerinden, MTBC ve TDM igerisinde yer alan tiirlerin dogru ve hizli bigimde
tanimlanmas1 hastaligin kontrolii ve tedavinin basarist agisindan son derece 6nemlidir.
Tam testleri hizli, duyarl, 6zgiil, tekrarlanabilir, glivenilir, basit, prediktif degeri
yiiksek, maliyeti ucuz ve yaygin kullanilabilmesi i¢in tan1 degeri yliksek olmali ve kolay
uygulanabilirlik 6zelliklerini tasimalidir (3, 28).

Hastanin degerlendirilmesi kapsamli bir siire¢ gerektirir. Hastanin anamnezi,
fizik bulgulari, akciger filmi ile eger tiiberkiillozdan siiphelenilirse gerekli
bakteriyolojik, histolojik incelemeler yapilir. Akciger tiiberkiilozunun kesin tanisi
bakteriyolojik olup en gecerli tan1 yontemi balgam yaymasidir (29).

iki hafta ya da daha uzun siiren oksiiriik, balgam, kanl balgam, gogiis veya sirt
agrisi, nefes darligi, ses kisikligi, halsizlik, cabuk yorulma, istahsizlik, kilo kaybi, ates,
gece terlemesi bulgularindan bir ya da birkagt bulunan kisilerde akciger
tiiberkiilozundan siiphelenilmelidir. Hasta verem savasi dispanseri (VSD) ya da gogiis
hastaliklar1 poliklinigine sevk edilmelidir. Ulkemizde hastaligin tanisi, tedavisi, ilaglar
ve takip ticretsizdir (1).

Tiberkiilozdan siiphelenilen hastanin HIV enfeksiyonu, silikozis, diabetes
mellitus, kronik bobrek yetmezligi, 16semi gibi tliberkiiloz hastalik riskini artiran bir
saglik sorununun olup olmadig1 da sorgulanmalidir (29).

Bir enfeksiyon hastalig1 olan tiiberkiilozun tanis1 bakteriyolojiktir. Tiiberkiiloz
stipheli hastalardan usuliine uygun {i¢ balgam 6rnegi alinir. Akciger, plevra, larinks ve
miliyer tiiberkiiloz olgularinda 3 balgam tetkiki (yayma ve kiiltiir) yapilmasi 6nerilir. En

uygun balgam 6rnegi ii¢ giin iist liste sabah alinan ilk balgam 6rnegidir (29).

2.2.1. Mikroskopi

Hastaligin tanisinda ve tedavi alan hastalarin izleminde tiim diinyada yaygin
olarak kullanilan hizli, ucuz ve kolay bir yontemdir. Yontemin ozgiilliigii yiiksek
olmasina karsin (>% 90) duyarliligi; 6rnegin tiirii ve kalitesine, igerdigi bakteri
miktarina (mililitrede 5.000-10.000 bakteri), uygulanan teknige, uygulama ve
degerlendirme yapan personelin deneyimine bagl olarak (% 20-85) degismektedir. Bu
duyarlilik, cocuklarda % 15-20 oranlarindadir. Tiberkiiloz siiphesi ile gelen tiim

orneklere, mikroskopinin duyarhiliginin diisiik olmasi1 ve ilag duyarlilik testi
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yapilabilmesi i¢in mutlaka kiiltiir islemi uygulanmalidir. Bu nedenle tanida altin
standart, kiiltlir ve klinik tan1 birlikteligidir (6, 30, 31).

ARB boyanma 0&zelligi mikolik asit yapisinin hasarlanmasi ile degisiklik
gostermektedir. Basilin asit sabitligi; hiicrenin travma veya otolize ugramasi, 6zgiil
mikobakteriyofajlar ile enfekte olmak veya izoniyazid gibi hiicre duvari sentezine
yonelik antibiyotikler ile tedavi sonucu zarar goriir. Farkl kiiltlir kosullarinda yapilan
boyamalardaki farkliliklar, basilin asit sabitliginin besin maddeleri ve oksijen basinci ile
iliskili oldugu izlenimi vermektedir. Dormant basil hiicre duvar yapisindaki
degisiklikler nedeniyle EZN ile saptanamayabilir (5).

Mikobakterilerin mikroskobik tanisinda karbol fuksin (EZN, kinyoun) ve
floresan (auramin O, auramin-rhodamin) boyama yontemleri kullanilir. Aside direngli
organizmalar karbol fuksin boyalarla mavi zeminde kirmizi, florokrom boyalarla ise
sari-portakal renkte floresan verir sekilde goriiliir (3, 30).

EZN boyama yontemi ile M. tuberculosis ve TDM, canli/6li ve duyarli/direncli
basil ayirimlar yapilamaz. Negatif sonu¢ hastanin tliberkiiloz olmadigin1 gostermez.
Florokrom boyama yontemi i¢in floresan mikroskop gereklidir. Boyamada kullanilan
florokrom boyalar kanserojen Ozelliktedir ve boya soldugu i¢in kisa siirede
degerlendirilmelidir. Hazirlanisi sirasinda solunmamali, boyama sirasinda cilde temas
etmemelidir. Florokrom boyama ile duyarlilik artmakta ve tarama i¢in gerekli zaman
daha kisalmaktadir. Pozitif yayma sonuglart (ARB pozitif) derecelendirilerek
raporlanmali ve en ge¢ 24 saat iginde Il Halk Sagligi Miidiirliiklerine bildirilmelidir.
Florokrom yontemi ile saptanan pozitiflikler yalanci pozitif olasilii yiiziinden EZN
yontemi ile teyit edilmelidir. Yayma pozitif hastalar toplum ve yakin gevreleri igin

onemli enfeksiyon kaynaklaridir (3, 6, 30).

2.2.2. Kiiltiir

Tiiberkiilozun tanisinda altin standart olan kiiltlir yontemleri; tiiberkiiloz
basillerinin {iremesine, tanimlanmasina, ila¢ duyarlilik testleri ve epidemiyolojik
calismalarin yapilmasina olanak saglar. Duyarliligi % 80-85, o6zgiilliigii yaklasik % 98
olan konvansiyonel bir yontemdir. Hasta oOrneklerinin mililitresinde 10-100 canli
basilin olmas1 lireme i¢in gereklidir. M. tuberculosis’in boliinme siiresi 18-24 saate
kadar siirdigii i¢in kiiltiirde iremenin degerlendirmesi 2-8 haftaya kadar
uzayabilmektedir. M. tuberculosis genel {iretim besiyerlerinde iiretilemez; 06zgiin

besiyerlerine ihtiya¢ duyulur (30, 31).
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= Lowenstein Jensen = Middlebrook 7H10 = Middlebrook 7H9

Tablo 2.1. MTBC Kkiiltiiri i¢in kullanilan besiyerleri (30)

Kiiltiir besiyerleri

A~
_/""___ - I ____""'-\
Kati Besiyerleri Sivi Besiyerleri
I A
_./"-_— —_-""\I I/"'-_— o -"‘\I
Yumurta Temelli Agar Temelli Manuel Sivi Otomatize Sivi
Besiyerleri Besiyerleri Besiyerleri Sistemler

l l l l

= Bact/Alert 3D
= MGIT 960

= Ogawa = Middlebrook 7H11 = MGIT Manuel + VersaTREC

Kiiltiir yontemlerinin duyarliligit mikroskopiden ytiksektir ancak sonuglar geg

2.2.3. Tiir Tayini

MTBC'nin tanimlanmas: ile uygun tedavi belirlenir. Kiiltlirde liremis izolatlarin

kullanilmaya baslanmistir.

MTBC-TDM ayrimu i¢in kullanilmakta olan yontemler:
-Fenotipik Yontemler

e Ureme Ozellikleri

e Biyokimyasal testler

e HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
- Genotipik yontemler

e PZR restriksiyon enzim analizi (PZR-RFLP)

e Ters hibridizasyon testleri

-Immiinokromatografik yontemler

cikmaktadir. Mikobakterilerin koloni morfolojileri ve pigmentasyonu sadece kati
besiyerlerinde goriilebilir. S1v1 besiyerleri kat1 besiyerlerine gére kontaminasyona daha
aciktir. Mikobakteri izolasyon oranlarmi artrmak amaci ile Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) en az bir s1v1, bir de kat1 besiyerinin birlikte kullanilmasimi dnermektedir. Sivi
besiyerlerine iiretme 06zelligi kazandirmak i¢in oleik asit albiimin dekstroz katalaz

(OADC) ilave edilmelidir (3, 30).

MTBC-TDM olarak ayriminda iireme 6zellikleri ve biyokimyasal testler kullaniimakla

birlikte, son yillarda hizli ve giivenilir genotipik ve immiinokromatografik yontemler de
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Fenotipik yontemler zahmetli ve zaman alicidir, taze kiiltiir ve pasaj gerekir,
ozellikle TDM ayriminda kesin sonu¢ vermeyebilir ve biyolojik risk diizeyi yliksektir.
Genotipik yontemler ise hizli ve giivenilir olmasina ragmen maliyetlidir, ekipman ve
deneyimli personel gerektirir (3, 30).

Niasin testi, nitrat rediiksiyon testi, katalaz testi ve pirazinamidaz testi
biyokimyasal testlerdendir. Test 1s1ya stabil ve semikantitatif katalaz testi olmak iizere
iki sekilde yapilmaktadir (3).

Istya stabil katalaz testi

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirir. Oksijen olusumu ile
hava kabarciklar1 ortaya ¢ikar. Katalaz enziminin bazi formlar1 68 °C’de 20 dakika 1s1
uygulanmasiyla inaktive olur. Cok az kabarcik olusmasi bile pozitif olarak yorumlanir.
Test baz1 mikobakteri tiirlerinin ayriminda degerli bir tan1 yontemi olarak gecerliligini
stirdirmektedir (32, 33).

Semikantitatif katalaz testi

Olusan kabarciklarin yiiksekligine gore degerlendirme yapilir. M. kansasii, hizl
tireyen mikobakteriler ve siklikla izole edilen sitokromojenler 45 mm'den yiiksek
kabarcik olusturarak giiclii katalaz reaksiyonu verirler. 45 mm altinda M. tuberculosis
ve MAC zayif katalaz reaksiyonu verir. Kabarcik olusmamasi ise negatif olarak
degerlendirilir (32, 33).

Klinik ve radyolojik taniy1 desteklemek amaciyla tiiberkiiloz silipheli hasta
orneklerinde MTBC varligiin hizli saptanmasinda niikleik asit amplifikasyon testleri
(NAAT) de kullanilabilmektedir. Ornekteki basilin homojen dagilmamasi, niikleik asit
yetersizligi veya 6rnegin kontamine olmasi gibi ortamda ¢ogalmay1 engelleyen faktorler

yalanci negatiflige neden olarak testin duyarliligini diistirmektedir (30).

2.2.4. Molekiiler Tan1

Mikobakterilerin klinik 6rnekten tanisinda, tiir diizeyinde tanimlanmasinda, ilag
direncinin belirlenmesinde ve epidemiyolojik arastirmalarda molekiiler yontemlerin
kullanimi son yillarda artmistir. Ancak NAAT mutlaka altin standart olan kiiltiir
yontemleri ile birlikte kullanilmali ve sonuglari dogrulanmalidir (3).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR; bakteri, viriis, mantar, parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait
genomik DNA’daki 6zgiil bolgelerin spesifik komplementer oligoniikleotitler ve 1siya

dayanikli polimeraz enzimleri kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan basit
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ama oldukea 0zgiin, basarili ve giivenilir molekiiler biyolojik bir tekniktir. Hizl1 sonug
vermesi, konvansiyonel yontemlerle saptanmasi zor ya da imkansiz mikroorganizmalari
saptayabilmesi, tekrarlanabilir ve giivenilir olmasi, yiiksek duyarlilig1 nedeniyle dnemli
bir tanisal yontemdir. Kisa siire igerisinde ¢ok kii¢iik bir miktar DNA baz dizisinden
milyonlarca defa DNA parg¢acigi ¢cogaltmak miimkiindiir (34).

PZR yontemi birkag farkli 1s1 ve bir termostabil DNA polimeraz enzimi
kullanilarak gerceklestirilir. Niikleik asidi DNA olan mikroorganizmanin niikleik asit
ekstraksiyonunu miiteakip dogrudan PZR uygulanabilir. RNA olanlar i¢in once ters
transkripsiyon basamagiyla komplementer zincirli DNA (cDNA) sentezi gerekir. Her
bir PZR dongiisii sonrasinda DNA kopyalar ikiye katlanir; teorik olarak “n” sayida
dongii ile reaksiyon baglangicinda mevcut olan DNA molekiillerinin her birinin 2"
sayida kopyasi sentezlenir. Ger¢ekte 30-45 dongili sonra hedefin milyarlarca kopyast
elde edilir, reaksiyon doygunluga ulasir ve bir plato ¢izer (34).

Escherichia coli’ den DNA polimeraz enziminin kullanilmasinin dezavantaji,
PZR reaksiyonunda kullanilan yiiksek 1silarda denatiire olmasi ve bu sebeple her PZR
siklusu sonucunda taze enzimin yeniden ilave edilmesi zorunluluguydu. Bu problem
termofilik bir bakteri olan, 1siya kars1 ¢cok dayanikli Thermus aquaticus’ tan enzimin
eldesiyle ortadan kalkmistir. Bu enzimin gelistirilmesi ayn1 zamanda otomatik 1s1 ve
zaman ayarlt PZR cihazinin gelistirilmesine de imkan tanimistir. Enzimin 9000 bp’ de 1
baz hata pay1 vardir. En iyi aktiviteyi 75-80 °C de gosterir ve diisiik sicakliklarda
aktivitesi azalir. Taq DNA polimerazin 5> —» 3’ ekzoniikleaz aktivitesi ¢ikarilmistir (3,
34).

PZR i¢in hedef bolgeyi iceren DNA, sicaklifa dayaniklt DNA polimeraz, dort
farkli ANTP, tampon ve MgCl, (primer baglanmast), iki tane tek zincirli DNA molekiilii
gereklidir, li¢ asamada gercgeklesir (34).

DNA zincirinin a¢ilmasi (denatiirasyon)

Kalipp DNA (template DNA), 92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal
yapidaki DNA iplik¢ikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. In vivo DNA replikasyonundaki
helikaz gibi is yapar. DNA zincirini ayirmak ic¢in, bazi durumlarda 5-10 dakika 6n
1sitma yapmak gerekebilir. PZR basamaklari i¢in kullanilan bu dereceler ve siireler
cesitli faktorlere bagli olarak degisebilir. Hedef DNA’nin Guanin ve Sitozin
bakimindan zengin oldugu durumlarda denatiirasyon i¢in 95 °C’den daha yiiksek bir 1s1

uygulanabilir.
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Baglanma (annealing)

Reaksiyon sicakligmm, 52-60 °C’ye diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin
acillan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi
islemidir. Hidrojen baglarimin yardimiyla olur. Islem, iiretilecek baz uzunluguna bagh
olarak 30-60 saniyede ger¢eklesmektedir.

Uzama (extension)

DNA zincirleri iizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA
polimeraz) vasitasiyla uzatilmasidir. Biitin DNA molekiilleri reaksiyonun sonunda ¢ift
sarmalli olarak bulunur. Tag DNA polimeraz 72 °C sicaklikta daha iyi calistig icin
genel olarak tim ¢ogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir. 3’ yoniine dNTP
ekleyerek hedef DNA zincirinden DNA polimeraz ile yeni zincir liretilir, boylece hedef
DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir.

PZR ile amplifiye edilmis {irlinlerin saptanmasinda en yaygin kullanilan metot,
bu iiriinlerin uygun molekiiler agirlikta bir marker ile birlikte etidyum bromdiir ile boyali
agaroz jel iizerine yliklenerek elektroforez islemine tabi tutmak ve neticede ayrilan
bandlar1 UV transimiilator ile goriintiillemektir. DNA negatif yiikliidiir, anoda dogru
hareket eder, ylikleme katod tarafina yapilmalidir.

Molekiiler biyoloji ve biyomedikal arastirmalarda, bakteriyel, viral, fungal ve
protozoal hastalik etkenlerinin  teshisinde, su ve yiyeceklerde bulunan
mikroorganizmalarin tanisinda, genetik bozukluklar ve kanser taramalarinda, kalitsal
hastaliklarin dogum Oncesi tanisinda ve cinsiyet belirlenmesinde, adli tipta suglu

teshisinde ve daha pek ¢ok alanda PZR kullanilmaktadir (3, 33-35).

2.2.5. ila¢c Duyarhlik Testleri (IDT)

Tiiberkiilozda etkenin kisa siirede taninmasi ve ila¢ direncinin belirlenmesi ve
ilaglarin uygun dozlarda kullanilmas1 6nem kazanmistir. Antitiiberkiiloz ilaglara karsi
diren¢ gelisimini saptamak i¢in M. tuberculosis kokenlerinin antitiiberkiiloz ilaglara
duyarhliklarinin belirlenmesinde DSO tarafindan s1vi (7H12 besiyeri kullanilan ticari
sistemler) ve kat1 (proporsiyon yontemi) bazli yontemler dnerilmektedir (36).

Agar proporsiyon yontemi

Proporsiyon yontemi belli bir ila¢ konsantrasyonunda (kritik konsantrasyon)
direngli olan organizmalarin oraninin belirlenmesine yol agar. Test edilecek bakteri susu
ilach ve ilagsiz kati besiyerlerine inkiibe edilir. Ilagh ve ilagsiz besiyerlerindeki

kolonilerin sayis1 karsilagtirilir. Belli bir ilaca direngli basillerin oran1 hesaplanip, test
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edilen populasyona yiizdesi olarak belirtilir. Bu oran %1’e (Kritik Proporsiyon) esit ya
da yiiksek ise test edilen sus o ilaca kars1 direngli, az ise duyarli olarak degerlendirilir.
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute), kati besiyeri olarak MD7H10
besiyerinin kullanildigi agar proporsiyon yontemini referans yontem olarak kabul
etmektedir.

Agar proporsiyon yonteminin en biiyiikk avantaji farkli konsantrasyonlarda ve
mindr ilaglar i¢in uygulanabilir olmasi ayrica ticari sistemlere gére ucuzlugudur. Coklu
ila¢ direnci gozlenen suslarda yiiksek konsantrasyonlarda duyarliligin belirlenebilmesi,
hastaya alternatif tedavi sans1 saglamaktadir. Ancak ticari sistemlere gore daha uzun
siirede sonu¢ alinmasi, ilag konsantrasyonlarinin besiyeri hazirlanmasi sirasinda
degisebilmesi ve inkiibasyonun uzunlugundan ila¢ aktivitesinin etkilenmesi gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (30, 32, 33).

Kiiltirde M. tuberculosis izolatimn TDM ile karisik olmasi yanlis direngli
sonuglarin ¢ikmasina yol agabilir. Daha hizli sonu¢ vermesine ragmen, kontaminasyon
riskinin yiliksek olmasindan dolay1 kiiltiire dayali testlerin direkt klinik 6rnekten
calisilmasi (direkt test) onerilmez (30).

Yeni CID-TB olgularinin &niine gegilebilmesi icin tiiberkiiloz ve direncli
tiiberkiiloz olgularinin erken ve dogru tanist son derece dnemlidir. Ancak, geleneksel
yontemler hastaligin tanisinda kose tasi olarak kalmalidir. Mevcut durumda molekiiler

testler, mikroskobiyi takiben kullanilacak testler olarak kullanilmalidir (37).

2.3. Tiiberkiilozun Tedavisi ve Diren¢ Sorunu

Tiiberkiiloz tedavi edilebilir ve Onlenebilir bir enfeksiyon hastaligidir. Coklu
ilaca direngli suslarin giderek artmasi ve yayginlagmasi, HIV ile ko-infeksiyon gibi
faktorlere ilave olarak; tiiberkiilozun uzun siireli, kombine, kompleks, pahali bir tedavi
rejimini gerektirmesi ve bu tedaviye yeterli hasta uyumunun saglanamamasi hastaligin
kontroliinii giderek zorlagtirmaktadir (33).

M. tuberculosis’de ila¢ direnci her antibiyotik icin farkli siklikta olmak iizere
spontan kromozomal mutasyonlar sonucunda gergeklesir ve bagimsiz bir gende
meydana gelen mutasyonlara baghdir. Genetik c¢alismalar antitiiberkiiloz ilaglara
direncin; ilacin hedef bdlgesini ya da aktivasyonunda rol alan enzimleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlarla ortaya ¢iktigini gostermistir (38).

Primer direng¢ basilin alindig1 kaynaga ait olan direnctir. Tiiberkiiloz kontrol

programlarinin etkin uygulandig: iilkelerde antitiiberkiiloz ilaglara primer direng orani
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% 5’in altinda, etkin bir kontrol programinin bulunmadig: iilkelerde ise % 15 ve
tizerindedir (3, 38).

Baglangigta duyarli olan basillerle enfekte olan tiiberkiiloz hastasinda koti
tedavi, koti tiiberkiiloz programi ya da tedaviye uyumsuzluga bagli olarak direngli
mutantlarin artmasi sonucunda duyarli mikroorganizmalar baskilanmakta ve ilaca
direncli kokenler segilerek bakteri toplulugu iginde baskin duruma ge¢cmektedirler.
Tedavi sirasinda gelisen bu dirence “kazanilmis direng” ya da “sekonder ila¢ direnci”
denmektedir. Yani, tliberkiilozda ila¢ direnci sorunu insan {rliniidiir. Direncli
tiiberkiiloz hastalarinda daha uzun siireli, daha ¢ok yan etkisi olan ve daha pahali bir
tedaviye gerek duyulmaktadir. Diren¢li hastada diizensiz ve kotii tedavi sonucunda
“tedavi edilemez" hastalar ortaya cikmaktadir. Toplumda kendi basillerini yaymayi
stirdliirmeleri nedeniyle toplum i¢in biiyiik bir tehdit olustururlar (39, 40).

Tiiberkiiloz tedavisinin baglica hedefleri balgam kiiltiirlerini en kisa siirede
negatiflestirmek, hasta bireylerde kiir saglamak ve niiksleri onlemek, M. tuberculosis
basilinin saglikli bireylere yayilimini diisiirebilmek, ilaca direngli olgularin ortaya
¢ikmasina engel olmak ve dliimleri 6nlemektir (6).

Standart tiiberkiiloz tedavisinin {igiincli ayinda ARB yayma pozitifligi devam
edenler, tedaviye ragmen hastaligi klinik ve radyolojik olarak progresyon gosterenler,
direncli tiiberkiiloz hastalar1 ile temas Oykiisii olanlar, relaps gelisen ve tedaviyi
tamamlamayan olgular, hastane personeli, HIV pozitif olgular, CID-TB oranlar1 yiiksek
olan toplumlarda yasayanlar ve malabsorbsiyon gibi ko-morbid hastaliklar1 olan olgular
cok ilaca direngli olma yoniinden yliksek risk tasimaktadirlar. Kaynaklar1 simirli olan
iilkelerde duyarlhilik testlerinin ancak CID-TB riski yiiksek olan hastalarda yapilmasi
Onerilmektedir (41).

Bir tiiberkiiloz basil toplulugunda ila¢ kullanimindan bagimsiz olarak her ilaca
karst direngli mutant basiller bulunmaktadir. Boyle bir basil topluluguna tek ilacla
tedavi uygulandiginda ¢ogunlugu olusturan duyarh basilleri 6lecek, ancak sayica az
olan direngli mutant basiller, yasamaya ve ¢ogalmaya devam edecek ve ortama egemen
olacaklardir. Akciger tiiberkiilozunda monoterapi uygulanmasi ile verilen ilaca hassas
bakteriler yok olurken, diren¢li olanlarin egemen oldugu bir siirecle ilag direncinin
ortaya ¢ikmasina ‘‘Diisiis Yiikselis Fenomeni’’ denir. Diren¢li mutant basillerin varligi,
diisiis yiikselis olaymin gelismesine ve tedavi basarisizligi aninda diren¢ olusmasina

neden olacaktir. Tiiberkiiloz tedavisi kombine olmak zorundadir (42).
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Tedavi ve Direnc ile ilgili Kavramlar

Vahsi tip koken: Hicbir antibakteriyel ilagla karsilasmamis M. tuberculosis
kokeninidir.

Tlaca direncli olgu: En az bir tiiberkiiloz ilacina direngli basille hastalanmis olgu
demektir.

Yeni olgularda ila¢ direnci (primer ilag direnci): Yeni olguda, yani daha 6nce
tiiberkiiloz ilac1 kullanmamis ya da bir aydan daha kisa siire kullanmis hastada goriilen
direngtir.

Tedavi almis olgularda ila¢ direnci (edinsel yada sekonder ilag direnci):
Hastanin daha once bir aydan uzun siire kullanmis oldugu ilaca kars1 saptanan direngtir.
Tedaviden once duyarlilik testi yapilmamis ise, bu ila¢ direncinin en bastan mi1 var
oldugu, yoksa tedavi sirasinda m1 gelistigi bilinemez.

Cok ilaca diren¢ (CID) (multi drug resistance: MDR): Hem izoniyazid hem de
rifampisin direnci olmasidir. Birlikte baska ila¢ direnci de olabilir.

Yaygn ilac¢ direnci (YID) (extensive drug resistance: XDR): CiD’e ek olarak,
bir kinolona ve bir parenteral ilaca (kapreomisin, kanamisin, amikasin) diren¢ olmasidir.
Birlikte baska ilag¢ direnci de olabilir.

Kiir: Baslangigta balgam yaymasi pozitif hastada, klinik ve radyolojik
iyilesmeyle birlikte birisi tedavinin idame doneminde digeri tedavinin tamamlandig:
sirada olmak tizere en az iki kez balgam yaymasi negatifliginin gosterilmesidir. Kiir
tanimi1 sadece yayma pozitif hastalar i¢in kullanilir.

Tedaviyi tamamlama: Ongoriilen tedaviyi siiresi i¢inde tamamlayan olguda
tedavinin idame donemi ya da sonunda balgam incelemesi yapilamadigi durumlarda,
klinik ve radyolojik bulgular ile basarili kabul edilerek tedavinin sonlandirilmasidir.
Akciger disi tiiberkiiloz olgularinda tedavi sonucu basarili ise bu gruba eklenir.

Tedavi basarisi: Kiir ve tedaviyi tamamlamanin toplamidir.

Tedavi basarisizhigr: Tedavisinin 5. ay1 ve sonrasinda hastanin balgam yayma
pozitifliginin saptanmasidir. Pozitiflik ya tedavi siiresince devam edebilir ya da
negatiflesir ve yeniden pozitiflesebilir.

Tedaviyi terk: Tedavisi sirasinda tliberkiiloz hastasinin iki ay ya da daha uzun
stire ile ilaglarini almamasidir (26, 29).

Tiiberkiiloz tedavisi i¢in kisa siireli standart tedavi rejimlerinin seg¢ilmesi,

ilaclarin dogrudan gozetimli tedavi ile diizenli ve yeterli stire kullanimi tiiberkiilozun
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tedavi ilkeleridir. Tedavi baglangicinda basil sayis1 en iist diizeyde oldugundan direncli
mutant suslarin ortaya ¢ikma olasilig1 en yiiksektir.

Anti tiiberkiiloz ilaglar iki gruba ayrilir.

Birinci secenek (major) antitiiberkiiloz ilaglar: Izoniyazid (INH/H),

rifampisin (RMP/R), etambutol (EMB/E), pirazinamid (PZA/Z), streptomisin (SM/S)

Ikinci secenek (minér) antitiiberkiiloz ilaclar: Kanamisin, amikasin,
kapreomisin, fluorokinolonlar (ofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin), etiyonamid,
protiyonamid, sikloserin, terizidon, p-aminosalisilik asit (PAS), sodyum PAS,
tiyoasetazon, klofazimin, linezolid, amoksisilin/klavulonat, tiyoasetazon,

imipenem/cilastatin, yliksek doz izoniyazid, klaritromisin.

Tablo 2.2. TB olgu tanimlarina gore eriskin hastalar i¢in 6nerilen tedavi semasi (29)

OLGU TANIMI BASLANGIC DONEMI IDAME DONEMI
Yeni olgu 2 ay HRZE 4 ay HR

Tedaviyi terkten donen olgu, | 2 ay HRZES 5 ay HRE

Niiks olgu 1 ay HRZE

Tedavisi basarisiz olgu, Direngli tiiberkiiloz tedavisi yapan bir merkezde ikinci
Kronik olgu secenek ilaclarla tedavi edilir

Tedavi rejimleri baslangic ve idame donemi olmak iizere iki donemlidir.
Baslangi¢ donemi hizli ¢ogalan basillerin temizlendigi donem olup dort ilag (niiks ve
tedaviyi terkten donenlerde 5 ilag) kullanilir. Bakterisidal aktivite ve direng gelisimini
Onleyici aktivite vardir. Genellikle yeni olgularda 2 ay, niiks ve terkten donen olgularda
3 ay siirer. Bu donemde tedavi birakilirsa, tedavi basarisizligi olabilir ve ila¢ direnci
gelisme olasilig1 yiiksektir.

idame doneminde ise sterilizasyon gerceklestirilir. Yani, zaman zaman
aktivasyon gosteren, aralikli ¢ogalan basiller ortadan kaldirilir. Yeni olgularda
genellikle 4 ay siirer. Niiks ve terkten donen olgularda ise 5 ay siirer. Bu donemde

tedavi terkedilirse, niiks goriilebilir ve genellikle basil ilaglara duyarhidir (26, 29).
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2.3.1. Izoniyazid (INH/H)

Izoniyazid, izonikotinik asitin hidrazididir. En yaygin olarak kullamlan, en giiclii
antitiiberkiiloz ilactir. Meyer ve Mally tarafindan 1912 sentezlenmis olmasina ragmen
antitiiberkiiloz etkinligi ancak bundan 40 yil sonra (1952) ispatlanabilmistir. O
zamandan beri de tiiberkiillozun Onlenmesi ve tedavisinde etkili olan tiim tedavi
rejimlerinin temel ilacidir (3, 6).

Makrofajlar ve kazedz lezyonlar icine girebilmesi, iyi absorbe edilmesi,
toksisitesinin diisiik biyoyaralaniminin yiiksek olmasi ve ucuz olmasi bu ilaci en 6nemli
antitiiberkiiloz ila¢ yapar. izoniyazid, Mycobacterium tuberculosis’ten baska bakteriler
lizerinde antibakteriyel etki yapmaz. Bu nedenle ¢ok dar spektrumlu bir ilactir. (3, 43,
44)

Klinik dozlarla olugan konsantrasyonlarda basiller lizerinde bakteriyostatik etki
yapar. Izoniyazid mikobakterilerde yiiksek derecede morfolojik degisiklikler olusumuna
yol acar. Basil izoniyazide yiiksek duyarlilik gosterir ve aktif ¢ogalan basiller lizerine
cok etkili iken duragan fazdaki bakterilere bin kat daha az etkilidir, minimum

inhibisyon konsantrasyonu (MiK) 0,02-0,2 mg/l (7H9/7H10)' dir (3, 43, 45, 46).

2.3.1.1. Etki Mekanizmasi

[zoniyazid, bir piridin halkasi ve hidrazid grubundan olusan basit kimyasal
yapisina ragmen olduk¢a karmasik bir etki mekanizmasina sahiptir. izoniyazid bir én
ilag olup aktif hale gelmesi i¢in M. tuberculosis KatG geni gereklidir, pasif difiizyonla
basile giren izoniyazidin aktivasyonu ile ¢oklu hedeflere saldiran bir dizi yiiksek reaktif
tirler olusur. Bunlar reaktif oksijen ara tiirlerinden (ROT) olan siiperoksit, peroksit,
hidroksil radikali ile nitrit oksit ve izonikotinik asit radikali veya anyonu gibi reaktif
organik ara triinlerdir. Bu radikaller ile basta mikolik asit olmak iizere DNA,
karbonhidratlar, lipitler ve DNA metabolizmasi hedeflenir (43-50).

Serbest radikaller, orbitallerinde paylagilmamis elektron bulunan oldukc¢a reaktif
ve toksik bilesiklerdir. Diger molekiillerle birleserek dis yoriingelerindeki elektron
sayisini eslestirmeye boylece kararli hale donlismeye calisirlar. Katalaz enzimi hidrojen
peroksitin hi¢bir konsantrasyonu ile doygunluga ulastirilamayan tek enzimdir.
Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ile olusan H,O,’nin biiyiik bir kismi katG
tarafindan H,O, ve O;’ye doniistiiriiliir. Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) hidrojen
peroksit disindaki peroksitleri de detoksifiye edebilir. Oksidatif stres, ROT ile
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antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi ile gelisir. Siddetli olmasi
hiicre hasarlarina ve dliimlere bile yol agabilmektedir (51).

izoniyazidin oksidasyon ve aktivasyonunda peroksidatik proseslerin énemli rolii
vardir.izoniyazid, NADH ve katG varliginda peroksidatik reaksiyonlarin aktivasyonu
icin ortama diisiik seviyede ve yavas akili hidrojen peroksit ilavesi ile NADH'n
molekiiler oksijeni siiperoksite indirgedigi gOsterilmistir. Siiperoksit olusumu
reaksiyonun hiz kisitlayic1 basamaginda olmayip INH-NAD bilesiginin sentezi igin
gereklidir. Siiperoksitin peroksidatik siirecin baglamasi ve doyurulmasinda izoniyazidin
izonikotinoil anyonuna bdliinmesini hizlandirict ve son {rtin olan IN-NAD+

rediiksiyonuna neden olan iki ana rolii bulunmaktadir (48).

::C:).'H H:éj::(:_’_:}.'H OH
Hydroxyl ion Hydrogen Peroxide Hydroxyl radical
OH"~ H,0, . OH
Oxygen Peroxide Superoxide anion
O 105° “Op

Sekil 2.5. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) (52)

[zoniyazid aktivasyonu ile olusan NO. serbest radikalinin antimikrobiyal etkisine
karst mikobakteri NO. siipiiriicii etki ile kendisini korur (12). Ancak farkh
antibiyotiklerin kullanimi ile de ortaya ¢ikan NO.'in artan yikici etkisi bakteri tarafindan
kontrol edilemez bir hal alir. Izoniyazidin antibakteriyel etki mekanizmalarindan
sorumlu olan tiim bu serbest radikaller arasi sinerjidir (53).

KatG bagimli izoniyazid aktivasyonu ile olusan izonikotinik asit radikali NADH
ile okside olarak INH-NADH kovalent bagli bilesigini olusturur. Ortamdaki
NADH/NAD oran1 bakterinin yasayabilirligini siirdiirmesi agisindan son derece
onemlidir ve mikobakterinin izoniyazide duyarliligini da etkiler. Ortamdaki NAD"n
azalmas1 izoniyazid direncine neden olur. Oksidatif fosforilasyonda NADH
dehidrogenaz enzimi, NADH oksidasyonu ile NAD olusturur. Basilde tip I ve tip II
NADH dehidrogenaz olmak iizere iki ¢esittir (53, 55).

Mikobakteriler ¢ok yiiksek hiicre ylizey hidrofobisiteleri nedeniyle makrofajlar

tarafindan kolayca fagositoza ugrarlar. Patojenik mikobakteriler fakiiltatif hiicre ici
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bakteri olup makrofaj fagolizozomlarin i¢inde uzun silire hayatiyetlerini siirdiiriip
cogalma yetenegine sahiptirler. Bunu fagozom-lizozom birlesmesini inhibe ederek
fagozom i¢indeki pH" diisiirerek gerceklestirirler. Mikobakterinin sahip oldugu katalaz,
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri viriilans faktorlerindendir. Bunlar

toksik oksijen radikallerini inaktive ederek bakterinin hayatta kalmasini saglar (56).
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Sekil 2.6. M. tuberculosis katG'sinin aktiviteleri (54)

SOD enzimi son derece etkin olan ve hiicre hasarma yol acan siiperoksit
radikalini, molekiiler oksijene ve daha zayif etkili H,O,'ye katalizler. H,O; ise katalaz,
peroksidaz ve glutatyon peroksidaz ile su ve oksijene doniistiiriiliir. Basilin ¢ogalma
stirecinin baginda giiglii bir siiperoksit radikal siipiiriicii olan SOD ortamda bolca
bulunur. Makrofaj icinde oksidatif stres iirlinii olan reaktif oksijen ve nitrojen ara

tirtinlerine kars1t miicadelede énemli rol oynar. SOD ortamda yokken veya yetersizken
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konagin dogal immiinitesi baslar. M. tuberculosis'in iki SOD enzimi vardir. Bunlardan
SodA demiri, SodC ise bakir ve ¢inkoyu kofaktdr olarak kullanir (56, 57).

M. tuberculosis'in viriilanst hidrojen peroksid direncine baghdir. Diisiik
viriilansh izolatlarin yiiksek viriilanshilarla karsilastirildiginda H,O,’ye daha duyarh
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle oksidatif strese karsi korunmada diger enzimlerinde
rolii oldugu diistiniilmektedir (56).

Aktif izoniyazid inhA geni tarafindan kodlanan ve mikobakteriyal tip II yag asit
(FAS 1II) biyosentezi yolaginda yer alan NADH bagimli enoil agil tasiyici protein
rediiktaz enziminin (inhA) yavas ve siki baglanan baglangi¢ inhibitoriidiir. Enzim
inhibisyonu ile bakteri i¢in esansiyel olan mikolik asit biyosentezi bozulur (43, 45).
Boylece hiicre duvari insaasinda prekiirsor olarak davranan ¢ok uzun zincirli yag
asitlerini olusturan mikolik asitlerin biyosentezinin inhibisyonuyla hiicre duvarinin
biitiinligli bozularak hiicre lizise ugrar (43). FAS II iiyesi olan kasA (B-ketoagil tasiyict
protein sentaz), mabA (NADPH bagimh B-ketoACP rediiktaz) ve DfrA (DNA
sentezinde yer alan NADH bagimli dihidrofolat rediiktaz)'nin da izoniyazidin hedefleri
arasinda olabilecegi gosterilmistir (53, 56, 58-60).
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Sekil 2.7. Izoniyazidin aktivasyonu (48)

M. tuberculosis ile enfekte akciger tiiberkiilozlu hastalarda fagositoz sirasinda
notrofiller, hipoklorik asit olusumunun katalizlenmesinde ¢ok etkin bir antimikrobiyal
ajan olan miyeloperoksidaz (MPO) enzimini kullanirlar. MPO enzimi katG gibi
izoniyazidin oksidasyonunu da gerceklestirmektedir. Bu heme enzim, kloriiriin
hipoklorik asite oksitlenmesinde ortamdaki H»>O, ve siiperoksiti kullanmaktadir.
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Izoniyazid ile MPO etkilesimi sonucu izoniyazidin MPO'un nétrofillerdeki

antibakteriyel etkisini kisitladig gosterilmistir (61).

2.3.1.2. KatG

M. tuberculosis H37RV susunun 4.4 Mb sirkiiler genom sekansi oldugu 11
Haziran 1998’de Nature dergisinde yayinlanmis olup, 4.411.529 baz cifti iceren
4000°den fazla geni oldugu tespit edilmistir (62). M. tuberculosis katG'si iki
fonksiyonlu katalaz-peroksidaz olup mantar, bitki ve bakteriyel peroksidazlarin sinif I
stiper ailesine aittir ve M. tuberculosis genomunun yaklasik % 40'in1 olusturur (49, 52,
63).

Hem prokaryot hem de dkaryotlarda bulunan katalaz enzimin insanlarda konak
savunma mekanizmalari, hiicresel apoptoz, yaslanma, enflamasyon, timor olusumu ve
mutagenezis ile iligkili oksidatif stresi baskilayici fonksiyonlar1 vardir. Prokaryotik
organizmalarda ise katalaz enziminin ana rolii enfeksiyonun ilerlemesi ve bakteri
kolonizasyonu ile miicadele sirasinda konak tarafindan olusturulan peroksitlerin

detoksifikasyonunun saglanmasidir (17).

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Sekil 2.8. M. tuberculosis genomu (62)
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Katalaz hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiirtir (64).

2H,0,— 2H,0 + O,

Bu reaksiyon iki basamaklidir (65):

Heme-Fe [II1] + H,O,— Heme-Fe [IV] + H,O

Heme-Fe [IV] + H;O,— Heme-Fe [III] + H,O + O,

Peroksidaz enzimi ise (46)

2AH + 2H,0, — 2A" + 2H,0 reaksiyonunu gergeklestirir.

Hidrojen peroksit proteinlerin sistein rezidiileri ve siilflir kiimeleri ile etkilesime
girme yetenegine sahiptir. Toksisitesinin ana kaynag Fe” varhgmda (ferréz demir)
direkt fenton veya siiperoksit radikali ile Haber-Weiss reaksiyonuna girmesi ile agiga
cikan hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali, en aktif radikal olarak bilinir. OHe
meydana gelebilmesi igin O,” ve HyO, gereklidir. Bunlarda SOD, CAT veya GSH-Px
sistemiyle uzaklastirilir (51, 52).

H,0,+ Fe*"— Fe’" + OH + OH- (Fenton reaksiyonu)

H,0,+0,” — O, + OH + OHe* (Haber-Weiss reaksiyonu)

Hidrojen peroksit aerobik solunum sirasinda aktif ¢ogalan bakteriler tarafindan
aciga cikan inorganik mesajcidir. Dislik seviyelerde stresle iliskili protein ve
antioksidan enzimlerin seviyelerini artirarak oksidanlara karsi hiicrenin adaptasyonunu
saglar. Yiiksek seviyeleri ise oldukga toksiktir ve programli hiicre 6liimiine yol agar. M.
tuberculosis' deki tek katalaz olan katG etkili bir hidrojen peroksit siipiiriiclisiidiir (66,
67).

M. tuberculosis hidrojen peroksitin milimolar konsantrasyonlarina kars1 yiiksek
toleransa sahiptir. Izoniyazidin aktivasyonunda ortamda yavas akili H,O, bulunmasi
INH-NAD bilesiginin olusumunda son derece etkilidir. Ancak ortama yiiksek miktar
H,0O, ilavesinin {iriin olusumunu neredeyse hi¢c etkilemedigi ve izoniyazidin
aktivasyonunu kisitladig1 gosterilmistir (52, 67, 68).

KatG katalaz-peroksidaz aktivitesine ek olarak Mn™ bagimli peroksidaz,
sitokrom p450 benzeri oksijenaz, peroksinitritaz, NADH oksidaz, INH-hidrozinoliz,
INH-NAD sentaz aktiviteleri de gdsterir (67-69).

Katalaz-peroksidazlar, sekans ve yapisi yiiksek oranda korunan demir tagiyan
aktif bolgeye sahiptir. Tek polipeptit zincirlerinin herbiri yaklagik 80 kDa olan iki
domain iceren homodimer veye homotetramer yapidadir (70-72). Demir baglanma
bolgesi ve iki fonksiyonlu katalaz peroksidaz aktif bolgesi katG'nin N terminal ucunda

lokalizedir. KatG'nin dimerizasyonu ve katalaz-peroksidaz aktivitesi i¢in C terminal ucu
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etkin rol oynar. N ve C terminal ucu arasindaki molekiil i¢i etkilesimler ise genin
enzimatik fonksiyonlar1 a¢isindan ¢ok 6nemlidir (58).

KatG notral pH'ta normal peroksidaz aktivitesine ek olarak yiiksek katalitik
aktivite gosteren tek peroksidaz olma yonii ile de essizdir. Met 275, Tyr 249, Trp 122
katG tizerinde heme nin dis kisminda lokalize olup bu 3 aminoasit yan zinciri arasinda 2
kovalent bag vardir. Bu Met-Tyr-Trp (MYW) ¢apraz baglar1 tiim katG'lerde yaygin
karakteristik 6zelliktir, pH'a cok duyarhdir ve katalaz aktivitesi i¢in esansiyeldir (65, 68,
73). Ayrica genis hidrojen baglanma bdlgesinin de katalaz aktivitesinin
stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (74).

Fakiiltatif hiicre i¢i bakteri akciger dokusundaki immiin hiicre i¢indeyken
kofulda yasar ve endositoz boyunca olgunlasmaz. Enfekte dokuda dormant faza
girebilme 6zelligi sebebiyle yillarca yasayabilir. Bakterinin dormant faza hiicre bagiml
immiin sinyal yolaga cevap olarak, sadece direkt yaslanma veya immiin siipresyonu
reaktive ederek kronik hastalik olusturmak iizere girdigi diisiiniilmektedir. Monosit
icindeki bakteri yasamini siirdiirebilmek icin ROS iceren bakterisidal mekanizmalara
kars1 kendini korumalidir (52).

Basiller KatG ve ahpC proteinleriyle ortamdaki oksidatif strese karsi direng
gosterirler. KatG gen mutasyonlart olan suslar oksidatif strese karsi daha duyarlhidir.
Katalaz-peroksidaz seviyeleri azaldik¢a hidrojen peroksidin yikici etkisi artmaktadir.
Sonug¢ olarak katalaz-peroksidaz aktivitesi basilin konak igerisinde yasamasi ve

enfeksiyon olusturma kabiliyeti acisindan son derece 6nemlidir (52).

2.3.1.3. Direnc¢

M. tuberculosis’ in katG, inhA, ahpC, kasA, ndh, mabA gen lokuslarindaki
mutasyonlarin izoniyazid direnci ile iliskili oldugu bulunmustur (47).

[zoniyazid direncinin esas kaynagi olan katG gen mutasyonlar1 sonucu katalaz
peroksidaz enzim aktivitelerinde yasanan ciddi kayiplar MIK seviyelerini 0.2' den 256
mg/l' ye kadar ylikseltmistir (45, 50). Missens, nonsens mutasyonlar insersiyon,
delesyon, trunkasyon ve nadiren tam gen delesyonlarina rastlanmistir (45, 74). En fazla
mutasyon katG geninin 315. kodonundaki AGC-ACC (Ser-Thr) transversiyonu olup %
50-95 oraminda klinik izolatlarda rastlannmus ve MIK degerini 20-200 kata kadar
artirmigtir (64, 75). S315T mutasyonuna farkli cografi bolgeler i¢inde farkli sikliklarda
(% 60-70) rastlanir (10). S315T mutasyonunu izoniyazid direncinin belirlenmesinde

potansiyel bir genetik (marker) belirtectir (47).
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Izoniyazid direnci; inhA geninin asir1 ekspreyonuna neden olan mabA-inhA
operonunun promoter bolgesinde veya inhA'nin INH-NAD bilesigine afinitesinin
diismesine yol agan inhA' min aktif kismindaki mutasyonlar sonucu da olusabilir. InhA
ya da promoter bolgesindeki mutasyonlar siklikla diigiik seviyede dirence neden olur ve
katG mutasyonlarindan ¢ok daha az gorillir (MIK=0,2-1mg/L). KatG gen
mutasyonlaria ek olarak gergeklesirse yiiksek diizeyde direng gelisimine neden olur
(50).

InhA gen mutasyonlarinin sadece izoniyazid direnciyle iliskili olmayip yapisal
olarak izoniyazide benzeyen ikinci basamak ilag olan etiyonamide ¢apraz dirence de yol
actig1r bilinmektedir (45, 50). Bir 6n ilag olan etiyonamidin asil hedefi de inhA
tizerinden mikolik asit biyosentezinin inhibisyonudur. En yaygin inhA mutasyonu genin
promoter bolgesindeki (-15C-T) mutasyonudur. InhA geninde mutasyon olusma
frekans1 % 8-43' diir (26, 29).

Mikotiyol biyosentezinde rol oynayan mshA gen mutasyonlarinin da M.

tuberculosis suslarinda izoniyazid ve etiyonamid direncine de neden oldugu

gosterilmistir (50).
NdhII
NAD" = NADH
NHNH, NH,
. KatG  NAD' NAD® EthA
| —» —» INH-NAD ETH-NAD <— =« |
N N, @ ¢ N~ “CH,CH;
INH ETH
p-ketoacyl pr NYlACE
ACP synth‘lse SACP (InhA)
(KasA/B) * __
n+2 NADI
W‘M FASI
SACP SACP
[-ketoacyl- K. OH O jﬁ-hydmxyncyl
ACP reductase ACP dehydrase
(MabA) A SACP

Sekil 2.9. INH ve ETH'in aktivasyonu ve etki mekanizmalari (76)
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KatG gen ekspreyonunun down regiilasyonunun da izoniyazid direnciyle iligkili
oldugu gosterilmistir. FurA-KatG genler arast bdlge mutasyonlarmin ayni suslarda
KatG gen ekspresyonunu diisiirdiigli ve bdylece izoniyazid direncine neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Benzer sekilde ahpC geninin putative promoter bdlgesinde lokalize
oxyR-ahpC genler arasi1 mutasyonlarimin inhA geninin asir1 salinimi azaltarak
izoniyazid direncine yol agtig1 gdosterilmis, ancak izoniyazid direncindeki rolleri tam
olarak aydinlatilamamustir (45, 47).

M. tuberculosis ahpC geni alkil hidroperoksidaz enzimini kodlar. Yapilan bir¢ok
calisma ahpC gen ekspreyonundaki artisin izoniyazide direncgli katalaz negatif suslarda
katalaz peroksidaz aktivite kayiplarina karst kompansatuvar etki ettigini gostermistir.
AhpC geninin agir1 ekspresyonu ile izoniyazid direncinde 6nemli artis olusmaz (45, 50).
AhpC gen mutasyonlar siklikla (-12G/A) bolgesinde gerceklesir ve izoniyazid direnci
icin marker olarak gorev yapabilir. AhpC geni invivo ortamda izoniyazidi direkt
etkisizlestirerek ve katG gen kayiplarin1 gidererek bakterinin yasabilirligini arttirmada
onemli rol oynar (44, 63, 78).

Mikobakteriyel DNA baglanma proteini (MDP1) mikobakterideki histon benzeri
protein olup DNA'daki guanin ve sitozin rezidiilerine baglanir. Transkripsiyon,
rekombinasyon ve DNA replikasyonunu diizenleyici etkisi vardir. Genellikle gen
ekspresyonlarinin negatif diizenleyicisidir. Stasyoner ve dormant mikobakterilerde
MDP1 proteinin ekspresyonu artmaktadir. KatG gen ekspresyonunu da azaltarak
izoniyazide kars fenotipik tolerans olusumuna yol agar. MDP1 Fe varliginda hidrojen
peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiiriir yani katG gibi H,O, detoksifikasyonunda
onemli rol oynar. MDP1 proteininin de izoniyazide direngli katG mutantlarinda ahpC
geni ile birlikte kompansatuar etki olusturdugu gosterilmistir (46).

Ndh (tip II NADH dehidrogenaz) genindeki mutasyonlar NADH dehidrogenaz
enzim aktivitesinde azalmalara yol agmistir. Izoniyazide direncli suslarda katG gen
mutasyonlarina ek olarak ndh gen mutasyonlarina da rastlanmistir (45, 78).

Arilamin N-asetiltransferaz enzimleri asetil-CoA dan akseptor substrata bir asetil
grubu transfer eden sitozolik konjugasyon enzimleridir . Bu enzim memelilerde ilag
detoksifaksyonunda gorev alan 6nemli farmakogenetik role sahiptir. Genomik ve
deneysel calismalar sonucu M. fuberculosis'te izoniyazidi inaktive eden N-asetil
transferaz aktivite kayiplarina neden olan mutasyonlarin izoniyazid duyarliligim
arttirdigr diistiniilmektedir, ancak net bir kolerasyon (bagint1) yoktur. Ayrica arilamin

N-asetiltransferaz proteini yavas ¢ogalan mikobakterilerde, mikobakteriyel hiicre duvari
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sentezinde onemli bir rol oynamaktadir, bu yiizden olas1 antimikrobiyal tedavi hedefleri
arasinda yer almaktadir (45, 53).

M. tuberculosis'de pek cok gende gergeklesen mutasyonlarin ilag direncine
neden oldugu kanitlanmistir. Diinya ¢apinda ilaca direngli olgulardaki ciddi artis da
dikkate alinanarak tiim bu diren¢ mekanizmalarinin tam olarak aydinlatilmasi hastaligin
kesin tedavisi i¢in ilag gelistirilmesinde son derece Onemlidir. Direngli tiiberkiiloz
hastaliginin tedavisi oldukca kompleks, diisiik etkinlikte, cok toksik, daha pahali, tolere
edilebilirligi diisiik, hastalarda uyung problemine rastlanmakta, mortalite ve morbiditesi
yiiksek oldugundan erken tani ve uygun tedavi se¢imi icin identifikasyon son derece
onemlidir. PCR-RFLP yontemi izoniyazide direncli suslarin belirlenmesinde ekonomik,
hizli, gii¢lii, uygulama ve yorumlanmas basit testlerdir, katG S315T mutasyonlarinin
tanimlanmasinda MspA 1 restriksiyon enzimi kullanilir. % 80 duyarli % 100 6zgiilliik

gosteren bir yontemdir (45, 79).

2.3.1.4. Enoil Rediiktaz (inhA)

INH-NAD bilesigi, mikobakteriyel NADH bagimli 2-trans-enoil-ACP rediiktaz
enziminin (inhA) yavas, yiiksek afiniteli, sik1 bagli kompetetif inhibitoriidiir. Enoil ACP
rediiktaz enzimi kisa zincirli alkol dehidrogenaz /rediiktaz siiper ailesinin bir iiyesidir
(80, 81).

Mikolik asitler a dallanma gosteren B hidroksillenmis 74-90 karbonlu biiyiik yag
asitleridir. Arabinogalaktan ile kovalent bag yaparlar. Hiicre duvarini yaygin kullanilan
antibiyotiklere kars1 korur ve bakterinin viriilansinin biiyiik kismindan sorumludur (82).

Mikolik asit biyosentezin i¢in gerekli yag asit prekiirsorleri mikobakteriyel tip
FAS T ve FAS II biyosentez yolagi ile sentezlenir. FAS I yolagindaki tek enzim
kompleksi asetil CoA ve malonil CoA’dan 20-24 karbonlu kisa zincirli yag asitlerini
sentezler FAS II yolaginda ise birbirinden farkli tek fonksiyonlu enzimler vardir. Bunlar
yag asitlerinin 56 karbona kadar uzamasmi saglar. inhA’nm inhibisyonu ile FAS I
yolagimin iirlinii olan doymus yag asitleri birikir, mikolik asit sentezlenemez ve bakteri
lizise ugrar (83, 84).

FAS II sistemi mikolik asitlerin meromikolat dallarinin uzun karbon zincirlerini
tireterek yag asit prekiirsorlerini uzatir. Mycobacterium tuberculosis inhA'st FAS 11
yolaginda yag asitlerinin uzamasinda son temel enzimatik basamagi katalizler.

NADH’1n 4S hidrojeninden, 2-trans-enoil-CoA (ACP) substratinin C2-C3 ¢ift baginin
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C3 pozisyonuna hidrid transfer ederek 2-trans-enoil-ACP’yi acil-ACP’ye doniistiirtir.
(82, 83, 85).

Mikolik asitlerin molekiiler yapisi R,CH(OH)CHR;COOH seklinde olup, bu
yapida R; 20-24 karbonlu linear bir alkan, R, ise 30-60 karbon atomuna sahip daha
kompleks bir aldehit yapiyr temsil eder. Meromikolik asitler B hidroksillenmis
bolgedeki fonksiyonel gruplara gore isimlendirilirler. C=O grubu igerenler keto- (veya
oxo-) mikolatlar, CH;OCH= grubu icerenler metoksimikolatlar, bir metil grubu ile
trans-O iceren epoksi-mikolatlar, COOH igerenler karboksimikolatlar veya siklikla

anildig1 gibi, dikarboksi-mikolatlar olarak tanimlanirlar (3).

Coh + coz CoA +CO» O NADPH NADP* OH 0

&CDA S-Co RMSACP ‘ﬁ' R S-ACP
FASI C1a+ FabH ab
- (FabG)
/\Ms -ACP
ACP Dehydrase H,0
+ CD?jKESA FASII
) FabD _ KasB

D S-CoA ﬁ' O S-ACP 0 0
P CoA InhA (Fabl
Ace o r~Asace ‘7(—-< e Agace

C50-80 NAD* NADH
Sekil 2.10. M. tuberculosis'de yag asidi sentez yolag1 (86)

18 ve daha fazla karbonlu agil CoA'lar agil CoA ve malonil CoA'lardan FAS 1
yolaginda sentezlenir. FAS II yolaginda zincir uzamasinda Fab D (malonil CoA:ACP
transacilaz) ile malonil CoA'dan {iretilen malonil ACP kullanilir. Yag asitleri a¢il CoA
ile malonil CoA'y1 doniistiiren B-ketoACP sentaz (Fab H) ile FAS II yolagina girerler.
Olusan B-ketoACP NADH bagimh rediiktaz MabA ile indirgenir ardindan NADH
bagimli enoil ACP rediiktaz inhA (Fab 1) ile tepkimeye girer. Zincir uzamasi -keto
ACP sentazlar (KasAve KasB) ile devam eder (86).

2.3.1.5. Yan Etkileri

Iyi tolere edilebilen izoniyazidin en sik goriilen yan etkileri, sinir sistemi ve
karaciger {izerinedir. Izoniyazid sinir sisteminde gorev alan néorotransmitterlerin
sentezinde kofaktor olarak rol oynayan piridoksinin (Vit B6) metabolizmasini etkiler.

Yetersiz beslenen hastalara, HIV hastalarina, diyabetik, bobrek yetmezligi, kronik
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alkolizmi olanlara, hamilelere ve epileptik nobetleri olanlara piridoksin verilmesi
onerilmektedir (6).

Bas donmesi, felg, optik norit, ensefalopati, aplastik anemi, lupoid reaksiyonu,
atralji, jinekomasti yaygin goriilen yan etkilerindendir. Hepatit, periferal ndropati, ciltte

asir1 duyarlilik reaksiyonu nadir goriiliir (87).

2.3.1.6. Metabolizmasi

Ilag, gastrointestinal sistemden tama yakin emilir ve 1-2 saat icinde maksimum
serum konsantrasyon seviyelerine (2-5g/1) ulasir. Ilag tiim viicut s1vilar1 ve bosluklarina,
santral sinir sistemine kolayca gecer. Karacigerde asetilasyon yoluyla metabolize olan
izoniyazid serum proteinlerine ¢ok diisiikk orandabaglanir, plasentaya ve anne siitiine
gecer. Asetilasyon hizindaki farkliliklara da bagl olarak yarilanma 6mrii yaklagik 1-3
saattir. Ilacin % 50-70'i 24 saat icinde idrarla itrah edilir (6, 88).

2.3.2. Rifampisin (RiF/R)

[k olarak Streptomyces mediterranei’den 1957 yilinda sentezlenmistir. 1966'da
klinik kullanima girmis ve 1971 yilinda FDA onay alarak standart alt1 aylik tedavinin
temel ilac1 haline gelmistir.

Rifampisin mikobakterinin DNA’ya bagimli RNA polimeraz enziminin beta alt
initesine baglanarak, mesajct RNA'nin uzamasint inhibe ederek etki gosterir.
Bakterisidal etkilidir. Hizli ve hiicre i¢inde ¢ogalan basillere ve metabolik aktivitesi
diisiik, yavas veya aralikli ¢ogalan basillere etkili bir ilagtir. Sterilizan aktivitesi en
giiclii ilagtir. RNA polimerazin beta alt {initesini kodlayan rpoB geninin 81 baz ¢ifftlik
bolgesindeki mutasyonlar, 6zellikle 507-533 kodonlart rifampisinlere karsi direngten
sorumlu tutulmaktadir (45).

Hipersensitivite reaksiyonlari, deri dokiintiileri, hepatotoksisite, viicut sivilarinda
renk (turuncu-kirmizi) degisikligi, trombositopeni, kolestatik sarilik, jinekomasti,

bobrek yetmezligi, grip benzeri sendrom rifampisinin yan etkilerindendir (29).

2.3.3. Etambutol (ETB/E)

Etambutol, sentetik yapida, bakteriyostatik etkili bir ilagtir. INH, RIF ve
PZA’dan olusan tedaviye; primer INH direng riski yiiksek olgularda, RIF direnci
gelisimini dnlemek tizere eklenmistir. Etambutol arabinogalaktan ve lipoarabinomannan

sentezinde rol alan arabinozil transferaz enzimiyle etkileserek M. tuberculosis’ in hiicre
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duvar1 sentezini bozar. Ozellikle arabinozil transferaz enzimini kodlayan embCAB
geninde meydana gelen mutasyonlar etambutol direncinden sorumludur (3, 6, 38).

Doza bagl optik norit, bir ya da iki gézde goérme keskinligi ve renkli gérmede
bozulmaya yol agabilir. Erken donemde degisiklikler genellikle geri doner, fakat tedavi
hemen kesilmezse kérliik olabilir. Onerilen dozlarda 2-3 aylik kullanim ile gorme
toksisitesi nadir goriiliir. Bacaklarda periferik norit bulgular1 gelisebilir. Diger nadir yan

etkiler arasinda yaygin deri reaksiyonu, artralji ve cok nadiren hepatit olabilir (29).

2.3.4. Pirazinamid (PZA/Z)

Nikotinamidin sentetik pirazin analogudur. Giiglii tiiberkiilisid etkisi vardir.
Pirazinamid tiiberkiiloz tedavisinin 9 aydan 6 aya kisaltilmasinda ¢ok onemli bir rol
oynar, ¢iinkii pirazinamid diger tiiberkiiloz ilaglar tarafindan oldiiriilemeyen asidik
ortamdaki (monositler ve makrofajlar igindeki) yari dormant basil popiilasyonunu
oldiiriir (3, 45).

M. tuberculosis suslarmin iirettigi pirazinamidaz enzimi, pirazinamid 6n ilacini
pirazinoik asit denilen aktif sekline doniistiiriir. Ilacin aktif formu olan pirazinoik asit
membran iletimini inhibe eder. Ozellikle pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA

genindeki mutasyonlar pirazinamid direncinden sorumludur (45).

2.3.5. Streptomisin (SM)

Aminoglikozit yapidadir. Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilk antibiyotiktir.
Streptomyces griseus’tan elde edilir. Bakterisidal etkilidir. Bakteri ribozomunun 30S alt
birimine geri doniisiimsiiz olarak baglanarak ribozomlarda protein sentezini inhibe eder.
Streptomisinin tedavide tek ila¢ olarak kullanilmasiyla hizli bir sekilde ilag¢ direnci
gelismistir. Ribozomun 30S alt biriminin bilesenleri olan 16S rRNA baglanma
tinitesindeki veya S12 ribozomal proteindeki degisiklikler direng gelisiminden sorumlu
tutulmaktadir (45).

Ototoksik etki, kohlear (isitme) veya vestibiiler (denge) bozukluk seklinde,
nadiren de her ikisi birlikte goriilebilir. Isitme kayb1 siklikla geri doniisiimsiizdiir. Isitme
bozuklugunun yani sira kulak ¢inlamasi ve kulakta dolgunluk hissi olusabilmektedir.
Vestibiiler toksisite sonucu hastalarda bulanti, kusma, bag donmesi ve nistagmus
gelisebilir. Nefrotoksik ve norotoksik yan etkileri de vardir. Streptomisin enjeksiyonu

agrilidir. Enjeksiyon yerinde deride kizarti, sislik ya da steril abse olusabilir (6, 29).
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2.4. Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

2.4.1. Diinya'da Tiiberkiiloz

Tiiberkiiloz diinyada, eriskinlerde bulasici hastaliklardan 6liimiin HIV/AIDS’den
sonra en biiyiik ikinci nedenidir ve ciddi bir halk saglig1 sorunudur (89).

1990’11 yillarda tiiberkiilozun diinyada 6nemli bir saglik sorunu oldugunun fark
edilmesi iizerine DSO, tarihinde ilk kez 1993 yilinda bir hastalik i¢in kiiresel acil durum
ilan ederek, tiim diinya ilkelerine Dogrudan Goézetimli Tedavi Stratejisini (DGTS)
Onermistir ve hiikiimetleri tiiberkiiloza kars1 etkin bir miicadeleye davet etmistir (26).

DSO, DGTS vyaklasimmin biitiin iilkelerin Ulusal Tiiberkiiloz Kontrol
Programlarinda (UTKP) temel alinmasini 6nermistir. Bu yaklagimin esas1 tiiberkiiloz
hastaliginin toplum ic¢inde yayilmasindan asil sorumlu olan balgam yayma pozitif
akciger tiliberkiilozlu kisilerin tanisi ve tam olarak tedavi edilmesidir (90). Bu strateji,
semptomatik hastalarda pasif yontemle bakteriyolojik tani, gozetimli kisa siireli tedavi,
kayit-raporlama-analiz sistematiginin kurulmasi, licretsiz kesintisiz ila¢ temini ve biitlin
bunlan yiirlitmek i¢in politik kararliligin ortaya konmasi unsurlarini icermektedir (3).
2006 yilinda DSO diinyada tiiberkiilozlu hasta sayisin1 azaltmak i¢in kanita dayali bir
yaklasim olarak Stop TB Stratejisi'ni benimsemis ve bu amagla “2006-2015 Kiiresel
Plani1”n1 bir yol haritas1 olarak uygulamaya koymustur (91).

Tiiberkiilozun giderek artan bir saglik sorunu haline gelmesinin en Onemli
nedenleri; hastaligin ihmali ve 6ncelik verilmemesi, gogler, yoksulluk, HIV salginm1 ve
sosyo-ekonomik degisiklikler olarak sayilabilir (3). Dogal bagisiklik gelismesi, erken
tani, etkili anti-tiiberkiiloz ilag tedavisi ve aktif hasta olan kisilerin toplumdan izole
edilerek tedavi edilmesi hastaligin 6nemli dl¢iide kontrol altina alinmasini saglamistir
(92).

Insidans, 100,000 kisilik bir toplumda bir yil igerisinde ortaya cikan yeni
tiiberkiiloz olgulari; prevelans, 100,000 kisilik bir toplumda bir yilda saptanan eski ve
yeni tlim olgular gostermekte olup nokta prevalans olarak da ifade edilmektedir;
mortalite ise 100,000 kisilik bir toplumda bir yilda tiiberkiilozdan Olenlerin sayisi
demektir (93).

2000-2013 yillar1 arasinda etkili teshis ve tedavi yontemlerinin kullanilmasiyla
yaklasik 37 milyon hayat kurtarilmistir. DSO raporlarma gére diinya genelinde
tiiberkiiloz goriilme sikligi ve oliim hizlart disiiyor olmasima ragmen diinyadaki

tiiberkiiloz vaka sayis1 halen ¢ok yiiksektir (94).
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Sekil 2.11. DSO 2013 y1li tahmini TB insidans1 oranlar (94)

Diinya iizerinde kayith yeni tiiberkiiloz olgu sayisi tilkelerin ekonomik durumlari
ile yakindan iligkilidir. En yliksek olgu sayisi en diisiik gayri safi milli hasilaya sahip
Afrika, Asya ve Latin Amerika iilkelerinde goriilmektedir (5).

2013 yilinda diinya capinda vakalarin cogunlugu (% 56's1) Giiney Dogu Asya ve
Bat1 Pasifik bolgelerinde, dortte biri ise Afrika'dadir. Diinyada yiiksek olgu yiikii olan
22 iilke tiim tiiberkiiloz vakalariin % 80' ini barindirmaktadir. Bu tilkeler; Afganistan,
Banglades, Brezilya, Cin (% 11), Endonezya, Etiyopya, Filipinler, Giiney Afrika,
Hindistan (% 24), Kambocya, Kenya, Kongo Cumhuriyeti, Mozambik, Myanmar,
Nijerya, Pakistan, Rusya Federasyonu, Tanzanya, Tayland, Uganda, Vietnam ve
Zimbabve'dir (94).

2013 yilinda diinya genelinde tespit edilen 9 milyon tiiberkiilloz vakasinin
yaklagik % 13’liniin (1,1 milyon) HIV pozitif oldugu tespit edilmistir. Bunlarin yaklasik
% 80'1 Afrika'da bulunmaktadir. Hayatin1 kaybeden 1.5 milyon vakanin 360.000'1 HIV
pozitiftir. Tiiberkiiloz HIV birlikteligi 6zellikle Afrika Bolgesi'nde oldukca ytiksektir
(94).

Hastalik erkeklerde kadinlara oranla daha sik (9 milyon vakanin yaklasik % 60')
goriilmektedir. Tiiberkiilozdan 6len 1,5 milyon vakanin 510.000't kadindir. Bunlarin
ticte birinden fazlas1 HIV pozitiftir. 2013 yilinda Diinya genelinde HIV olmadig1 bilinen
80.000 tiiberkiiloz kaynakli ¢ocuk 6liimii rapor edilmistir (94).
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DSO 2014 Tiiberkiiloz Raporu'na gére diinya genelinde tiiberkiiloz hastalarinin
% S'inin ¢ok 1ilaca direncli tiiberkiiloz hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Diinya
genelinde ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-TB) orani; yeni olgularda % 3.5 ve
onceden tedavi gormiis olgularda % 20,5’tir. Yeni olgularda CID-TB orani en yiiksek
olan iilkeler Belarus, Kirgizistan, Kazakistan, Moldova, Ozbekistan ve Rusya'dir. Yine
DSO, CID-TB olgularinin % 9’unun YIiD-TB vakasi oldugunu tahmin etmektedir. 2013
yilinda yaklasik 480.000 CID tiiberkiiloz vakasi belirlenmistir. YID tiiberkiiloz vakalari
ozellikle Litvanya, Kazakistan, Letonya ve Tacikistan'da oldukg¢a ytiksektir (94).

Rapora gore 2013 yilinda diinyadaki tiiberkiiloz insidans1 126/100.000, prevalans
159/100.000, mortalite ise 16/100.000'dir (94).

2.4.2. Tiirkiye'de Tiiberkiiloz

Tiirkiye'de 20. ylizyilin ilk yarisinda ciddi bir salgin yapan verem hastaligindan
her yil bin kisiden 2-3’ii 6lmekteydi (30). Tiiberkiiloz Sliimleri, biitiin 6liim nedenleri
icinde birinci sirada yer aliyordu. Bu durum 1950°li yillara kadar devam etti; 1945

yilinda tiiberkiiloz 6liimleri yiiz binde 262, 1950 yilinda yiiz binde 204 idi (26).

Tablo 2.3. DSO bélgelerine gore tahmini TB hastalik yiikii, 2013 (94)

—— (100000°a0) | (100.000'de) | (100.000de)
Afrika Bolgesi 280 300 42
Giliney Dogu Asya Bolgesi 183 244 23
Dogu Akdeniz Bolgesi 121 165 23

Bat1 Pasifik Bolgesi 87 121 5,8
Avrupa Bolgesi 39 51 4,1
TURKIYE 20 23 0,42
Amerika Bolgesi 29 38 1,5
DUNYA GENELI 126 159 16

DSO'miin 2014 Tiiberkilloz Raporu'nda Tiirkiye profili incelendiginde
Tiirkiye’nin 2013 yil tiiberkiiloz prevalans hizi yiiz binde 23, insidans hiz1 yiiz binde
20, mortalite hiz1 yiliz binde 0,42 ve vaka bulma hiz1 yiizde 88’dir. 2013 yilinda verem
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savas1 dispanserlerine kayith toplam vaka sayis1 13.409°dur. Bunlardan % 92°si (12.352
kisi) yeni olgu, % 8’1 ( 1.057 kisi) onceden tedavi gérmiis olgulardir (94).

Toplam 13.409 hastanin 7.689’u (% 60) erkek, 5.481’i (% 40) kadindir.
Hastalarin  8.439’unda (% 65) akciger tiiberkiilozu varken, 4.731’inde (% 35) akciger
disindaki organlar tutulmustur. 2012 yilinda kayith yeni vakalar arasinda tedavi basari
oran1 %88 iken dnceden tedavi gérmiis vakalardaki basari oran1 % 66'dir (94).

DSO, tiiberkiiloz olgu hiz1 yiiz binde 20’nin altinda olan ve son 5 yilda olgu hizi
diisme trendinde olan iilkelerin tiiberkiilloz eliminasyon fazinda oldugunu kabul
etmektedir. Ulkemizin 2013 yil1 tiiberkiiloz olgu hiz1 yiiz binde 17,5 ve son 5 yilda olgu
hiz1 diisme trendinde oldugundan eliminasyon fazina girilmis durumdadir. Ulkemizde
yeni tespit edilen tiiberkiiloz hasta sayis1 her yil yaklasik % 6-7 oraninda azalmaktadir.
Bu kapsamda 6ntimiizdeki yillardaki hedef {ilkemizde tiiberkiiloz eliminasyonudur.

Ulkemizde “Saglikta Doniisiim Programi” kapsaminda Saglik Bakanligi, ulusal
ve uluslararast kuruluslarla isbirligi igerisinde tliberkiiloz kontrol hizmetlerini
yiirtitmektedir. Ulusal Tiiberkiiloz Kontrol Programi g¢aligmalar1 “Tiberkiilozsuz Bir
Diinya” olusturmak amaciyla, Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi (DGTS) ve Stop
TB Stratejisi gercevesinde kamunun yaninda 6zel sektor, sivil toplum orgiitleri ve
gontlli kuruluslarla birlikte yiiriitiilmektedir. Tiiberkiiloz kontrol hizmetleri Tiirkiye
Halk Sagligit Kurumu Tiiberkiiloz Daire Baskanlig1 tarafindan koordine edilmektedir
(26).

2.5. Manyetik Alan ve Etkileri
Yerkiirenin dogal elektromanyetik alanina (0.03 - 0.07 mT) insan yapimi

elektromanyetik alanlarin da eklenmesi canlilar1 gegmise gore ¢ok daha yiiksek diizeyde
radyasyon ile birlikte yasamak zorunda birakmistir (95). Giines 1sinlari, mikrodalga
firinlar, sa¢ kurutma makineleri, elektrik kablolari, uzaktan kontrol cihazlari, enerji
hatlar1, elektrikli tren ve tramvay kablolari, kablosuz networkler, cep telefonlari, prizler
elektromanyetik alan kaynaklarindandir (96).

Elektrik alani, bir elektrik yiikiiniin bagka bir elektrik yiikii {izerinde yarattigi
cekme veya itme kuvveti etkisidir. Manyetik alan ise, elektrik yiikleri yer
degistirdiginde, yani bir elektrik akimi sirkiilasyonu oldugunda meydana gelir. Elektrik
alan1 ve manyetik alan siddeti mesafe ile hizla azalir. Manyetik alanda, manyetik aki

yogunlugu birimi tesla (T) uluslararasi birim olarak kullanilir.
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Elektrik ve manyetik alanlarin bir araya gelmesiyle elektromanyetik alanlar
(EMA) olusur. Elektromanyetik alanlarin belirgin 06zelligi frekanslar1t ve dalga
uzunluklaridir. Belli bir noktadan bir saniyede gegen dalga sayisi ise o 1simanin
frekansidir ve Hertz (Hz) ile dlgiiliir. Dalga uzunlugu ise bir titresim sirasinda dalganin
katettigi mesafedir. Frekans ylikseldik¢e dalga uzunlugu kisalir ve alanda yayilan enerji
yiikselir. Elektromanyetik alanlarin frekans araligi; 0-300 GHz’dir. Frekans: 100 kHz’e
kadar olan alanlara ¢ok diisiik frekansli elektromanyetik alan (CDF-EMA) (extremely
low frequency electromagnetic fiels) denir. Elektrik sebekelerinden kaynaklanan ¢ok
alcak frekansli (50 Hz) EMA'lar iyonize olmayan 1sinimlardir; tanecik yayilimi yoktur;
sistemin gliciine ve yakinligina bagli olarak farkli siddetlerde etkileyici olabilir (97).

Elektromanyetik kuvvetler canli organizmalarda atomlardan molekiillere,
hiicrelerden organlara kadar tiim yapilar1 bir arada tutan kuvvetlerdir. Bu nedenle dis
kaynakli elektromanyetik alanlarin ve bunlarin olusturdugu kuvvetlerin biyolojik
yapilara etkileri de kagmilmazdir. Ozellikle elektrik trafolari veya yiiksek gerilim
hatlarina yakin yerlerde yasamakta olan insanlar EMA’dan ¢ok daha fazla etkilenirler
(98).

Gliniimiizde, EMA'nin olumlu ve olumsuz yonde bir¢cok biyolojik etkisi
tizerindeki arastirmalar yogunlagsmustir. Biyolojik sistemler degisik frekans ve
siddetlerdeki EMA maruziyetlerine farkli biyolojik yanitlar vermektedir. EMA enerjisi
ozellikle iyonik formdaki atom veya molekiillerin elektron doniiglerini etkiler ve
boylelikle iyonlarin enerji diizeylerini degistirir. EMA enerjisinin frekansi, siddeti,
biyolojik sistemin yapisi, hiicresel diizeni, su igerigi, EMA kaynagina olan yakinligi,
maruziyet siiresi ve sikligi gibi faktorlere bagli olarak gelisen bu degisimler,
biyokimyasal tepkimeler, hiicresel iletisim yolaklari, hiicre dongiisii, gen
transkripsiyonu ve protein sentezine kadar uzanan pek cok temel sistem iizerinde ve
farkli sekillerde sonuglanabilen etkilere neden olmaktadir (98).

DSO iyonlastirmayan radyasyonun etkileri konusunda ICNIRP'yi (The
International Commission on Non-Ionizing Radiation Protection) , kanser konusunda
IARC'yi (International Agency for Research on Cancer/Uluslararast Kanser
Aragtirmalar1 Kurumu) kabul etmektedir. Haziran 2001°de IARC, enerji iletim (yliksek
gerilim) hatlarinin yakin civarinda olusan elektromanyetik alanlarin (ELF) kanserojen
olabilecegini agiklamustir. DSO'niin kanserle ilgili siniflamasinda ELF manyetik alanlar

"Olas1 Kanserojen" (Grup-2B) olarak kabul etmistir (99).

41



Stres, goriis alanin daralmasi, kulak bolgesinde 1sinma, kalp pilinin bozulma
riski, kulak ¢inlamasi, yorgunluk hissi, konsantrasyon bozulmasi, bas agrilari, isitmede
gecici aksaklilar, sersemleme elektromanyetik alanlarin kisa vadeli etkilerindendir (97).

EMA'in o6zellikle hiicre zarinda iyon taginim sistemlerini, zar potansiyelini ve
iyonlara bagli hiicresel yanit olusumlarim1 etkiler. Bdylece hiicre biiylimesi ve
farklilagmasi, apoptozis, DNA sentezi, RNA transkripsiyonu, protein ekspresyonu ve
fosforilasyonu, lipid reoksidasyonu, ATP sentezi, hormon {iretimi, antioksidan enzim
aktiviteleri, metabolik aktivite gibi pek ¢ok hiicre fonksiyonlarini etkilemektedir (100-
103).

Diisiik frekansli manyetik alan maruziyeti ile ¢ocuklarda l6semi, yetiskinlerde
ise kanser (6zellikle sinir sistemi, meme kanseri), genotoksik ve norolojik etkiler,
norodejeneretif hastaliklar (alzheimer, bunama, otizm), immiin sistem deregiilasyonu,
alerjik ve inflamatuar cevaplar, bazi kardyovaskiiler etkiler, kusurlu dogumlar, kisirlik,
sperm sayisinda azalma arasindaki iliski ¢esitli caligmalarda gosterilmistir (104-107).

Stiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi serbest
radikeller cesitli metabolik proseslerde olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri; hiicre ici
sinyal iletim yolag1 ayrica stres yaniti, hiicre biliylimesi, cogalmasi ve farklilagmasindan
sorumlu gen ifadelerinin diizenlenmesinde rol alir. Asiri iiretilen serbest radikaller
immiin sistemin aktiflesmesi ve hiicre solunumunun aktif hale gelmesiyle olusan yiiksek
seviyede oksidatif cevaba yol agar, farkli enzim ve antioksidan bilesiklerce diizenlenen
antioksidan savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirilmaya c¢alisilirlar (95, 108).

Manyetik alanlarin hiicre diizeyindeki etkilerini membran yapisi, kiiclik
molekiillerin permeabilitesi, serbest radikal miktarmi ve Omriinii etkileyerek ya da
melatonin hormonu sentezini azaltarak gergeklestirdigi diisliniilmektedir (109-111).
Hiicre iizerine olan etkileri membran diizeyinde baglar. Biitiin hiicre membranlarinin her
iki yaminda yiiksek miktarda serbest iyonlar bulunmaktadir. K, Na+, Cl-, Ca*” bunlarin
baslicalaridir. Bu iyonlar hiicre voliimiinii kontrol eder, sinyal iletim sisteminde 6nemli
bir rol oynar ve membranda siddetli elektriksel alan olusturur. Dis kaynakli bir
elektromanyetik alan iyon kanallarinin diizensiz gec¢isine neden olarak plazma zari
elektrokimyasal dengesini bozar. Boylece hiicre normal fonksiyonlarini siirdiiremez ve

apoptoza gider (104).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Demirbas Malzemeler
1- PCR cihazi (Qiagen Hilden, Germany)
2- Elektronik hassas terazi (Denver, Canada)
3- Elektroforez aparati1 (Cleaver Scientific, United Kingdom)
4- UV lambas1 (Syngene, UK)
5- Hiz ayarl vorteks (Velp Scientifica, Europe)
6- Etiiv (Memmert, Germany)
7- Otoklav (Hirayama, Japan)
8- Mikrodalga firin (Argelik)
9- Laminar air flow (Modkim, Tiirkiye)
10- Su banyosu (Memmert, Germany)
11- Elektromanyetik alan kaynagi (Philiph Harris, Shonstone, England)
12- Buzdolab1 (Argelik)

3.2. Sarf Malzemeler
1- MspA I Restriksiyon Enzimi
2- Kat G; ve Kat G, Primerler
3- Middlebrook 7H9 ve 7H10
4- ATCC H37Rv 27294 ve ATCC H37Ra 25177
5- B-Nicotinamide adenin diniikleotid hidrat (Sigma-Aldrich N7004, USA)
6- %30'luk H,0, soliisyonu (Carlo-Erba 412072, Fransa )
7- Agar
8- MgCl,
9- Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) mix
10- Tag DNA polimeraz tampon ¢dzeltisi
11- DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)
12- OADC
13- Gliserol
14- Tris Base
15- EDTA
16- Etidyum Bromiir
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3.3. Middlebrook 7H10 Kat1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Middlebrook 7H10 (Fluka), besiyeri hazirlamak i¢in 19,47 gram toz besiyeri
tartilir. Bir miktar distile su eklenerek eriyene kadar karistirildiktan sonra distile su ile
900 ml’ye tamamlanir. 5 ml gliserol ilave edilerek hazirlanan soliisyon 121°C’de 15
dakikada otoklavda sterilize edilir. Sterilizasyon islemi sonrasinda su banyosunda
50°C’ye sogutulan besiyerine 10 ml katki soliisyonu (oleik asit, sigir serum albiimini,
dekstroz, katalaz, NaCl) (OADC) eklenir. Hazirlanan M7H10 besiyeri petri plaklaria
dagitilir.

3.4. Middlebrook 7H9 Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

Middlebrook 7H9 sivi besiyeri hazirlamak i¢in 2,35 gram toz besiyeri tartilip
distile su ile 450 ml’ye tamamlanir. 1 ml gliserol ilave edilir. Hazirlanan soliisyon
121°C’de 15 dakikada otoklavda sterilize edilir. Sterilizasyon islemi sonrasinda su
banyosunda 50°C’ye sogutulan besiyerine 10 ml katki soliisyonu OADC eklenir.
Hazirlanan Middlebrook 7H9 besiyerleri 10'ar ml olacak sekilde tiiplere doldurulur.
Besiyerlerine Mc Farland 0,5 bulaniklikta 20 duyarli (H37Rv) ve 20 direngli (H37Ra)
tiip olmak tizere ekim yaparak her bir tiipe konsantrasyonu 0,2 pug/ml olacak sekilde

izoniyazid ilave edilir.

3.5. TBE 10X'in Hazirlanmasi
121,10 g Tris base
61,83 g Borik Asit
5,84 g EDTA

Distile su ile 1000 ml'e tamamlanir. pH 8.0'e ayarlayarak buzdolabinda saklanir.

3.6. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

2,25 g agar tartilir. TBE X ile 150 ml’ye tamamlanir. Mikrodalga firinda
kaynatilarak eritilir, 60°C'ye soguyunca 20 pl etidyum bromiir eklenir, karistirilir ve
kaliba dokdliir. Tarak ile kuyucuklarin olugmasii saglanir ve donmaya birakilir.

Arkasindan tarak ¢ikarilarak elektroforez uygulamaya hazir hale getirilir.
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3.7. PZR Uriilerinin Elde Edilmesi

M. tuberculosis genomunun Kat G gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in KatG; ( —
5' CAT GAA CGA CGT CGA AAC AG 3'), KatG; (- 5' CGA GGA AAC TGT TGT
CCC AT 3') primerleri kullanilir.

2X amplifikasyon karisiminin hazirlamsi
200 pl ANTP miks (her bir niikleotid 2,5 mM)
200 pl MgCl, (15 mM)
200 pl Taq DNA polimeraz tampon ¢ozeltisi
400 pl Distile su
Toplamda 1000 pl olacak sekilde hazirlanir.
5X supermix hazirlanmasi
25 pl 2X amplifikasyon karigimi
1 ul katG; (20 pmol/ul) primer
1 pl katG, (20 pmol/pl) primer
1 ul Tag DNA polimeraz tampon ¢ozeltisi
17 pl Distile su
5 ul DNA kalip
DNA kalip sonradan eklenmek {izere her bir tiipe 45 pl olacak sekilde (n+1 n=4)
5 tlip i¢in 225 pl 5X hazirlanir.
125 pl 2X amplifikasyon karigimi
5 ul katG; (20 pmol/ul) primer
5 ul katG, (20 pmol/pl) primer
5 ul Tag DNA polimeraz tampon ¢ozeltisi
85 ul Distile su
45 ul her bir tiipe eklenir. Ardindan Rvl, Rv2, Ral, Ra2 DNA o6rneklerinden

S'er ul almarak tiiplere eklenir ve PZR siireci baglatilir.

3.8. PZR Uygulamasi

94 °C'de 5 dakika 1 dongii (denatiirasyon)
94 °C 45 saniye
60 °C 45 saniye 35 dongii
72 °C 45 saniye

4°C 18 saat 1 dongii olacak sekilde PZR uygulanr.
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3.9. DNA'nin Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi
2 pl Buffer
1 ul MspA I restriksiyon enzimi
1 pl PZR {irtinii DNA'lar
16 ul Distile su

DNA kalip sonradan eklenmek iizere her bir tiipe 19 pl olacak sekilde (n+1 n=4)

5 tiip i¢in 95 pl hazirlanir.
10 ul Buffer
5 ul MspA I restriksiyon enzimi
80 ul Distile su

Her bir tiipe 19 pl eklenir ve iizerlerine PZR iirlinii olarak elde ettigimiz Rvl,
Rv2, Ral, Ra2 DNA'lardan 1'er pl ilave ederek reaksiyonu baslatilir. Hazirlanan tiipler
37,5 °C 'de 1,5 saat inkiibiisyona birakilir.

RFLP reaksiyonunu durdurmak iizere tiiplere 10'ar ul blue dye ve 10 ul Marker
tizerine ise 30 pl blue dye eklenir. Elde ettigimiz iriinler kuyucuklara sirasiyla M
(marker), Rvl, Rv2, Ral, Ra2 ve M olacak sekilde 15'er pl yiikleme yapilarak 120
voltta 1,5 saat elektroforeze tabi tutulur. Elde edilen bantlara UV altinda goriintiileme

yapilir.

Sekil 3.1. Duyarli ve direncli 6rneklerin RFLP profili
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3.10. Agar Proporsiyon Yontemi

Her bir grupta 4 direngli (H37Ra) 4 duyarli (H37Rv) sus olmak iizere 5 grup
toplam 40 tlip olacak sekilde dnceden hazirladigimiz MD7H9 siv1 besiyerlerine ekim
yapilir. 0,2 pg/ml INH ilave ederek Mc Farland bulanikligi 0,5 olarak ayarlanir.

3.11. Manyetik Alan Uygulamasi

4"t duyarh 4'4 direngli 8 ornek, glinde 45’er dakikadan toplam 4,5 saat olacak
sekilde Bpc= 4,95 (+ 0,02) mT, 10 giinde 45 saat manyetik alana maruz birakilir. Oda
sicakligr 2342 °C olarak sabitlenir. Birbirine parelel Helmholtz ¢ift sarmallar1 (200
sarmal) kullanildi. Uluslararas1 Radyasyon'dan Korunma Dernegi'nin Uluslararast Non-
iyonize Radyasyon Komitesinin maksimum izin verilebilir kisa siireli maruziyet diizeyi

olan 5 mT yogunluklu manyetik alan uygulamas: tercih edildi.

Sekil 3.2. Manyetik alan diizenegi

3.12. Deneyin Birinci Asamasi

Deneyin ilk asamasinda 10 giin boyunca her bir grupta 4 duyarhi 4 direncli
toplam 8 6rnek olmak iizere 5 grup (toplam 40 6rnek) ile ¢alisilmistir. Kontol 1 grubu,
etlivde herhangi bir igleme tabi tutulmaksizin birakilmistir. 2. gruba giinliik 4,5 saat 5
mT manyetik alan uygulanir. 3. gruba 8 Ornegin her birine giinde 1 mM olarak

hazirlanan H,O,'den 10 giin boyunca 100'er uL ilave edilir. Béylece deney tiipiinde 10
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uM final konsantrasyonda H,O, elde edilir. 4. gruba ayni sekilde 10 puM final
konsantrasyon elde etmek iizere NAD eklenir. 5. gruba hem H,O, hem de NAD'in 10'ar
uM final konsantrasyonda olmasini saglayacak sekilde 10 giin boyunca H,O, ve NAD
birlikte ilave edilir.

10 giinlin sonunda 40 tiipten 10’ar pL alinarak daha 6nceden hazirlanan ve
icerisine antibiyotik eklenen Middlebrook 7H10 kati besiyerlerine halka 6ze ile alarak
ekim yapilir. 13 giin boyunca etiivde beklettigimiz plaklarda olusan kolonileri saymak

lizere deneyi sonlandirilir.

3.13. Deneyin Ikinci Asamasi

Her biri S'er sivi besiyeri (MD7H9) iceren 4 grup hazirlanir. Bunlara ATCC
H37Rv duyarli suslarin ekimi yapilir. Final konsantrasyonlar1 50, 100, 150 ve 200'er
uM olacak sekilde HO, ve NAD'a 12 giin boyunca maruz birakilir. Tekrar agar
proporsiyon yontemi ile degerlendirmek tizere kati besiyerlerine (MD7H10) ekim

yapilarak 14 giin sonra kolonileri saymak {izere deney sonlandirilir.

3.14. istatistiksel Yontemler

Yapilan ilk istatistiksel degerlendirme olan normal dagilima uygunluk testi
neticesinde verilerin normal dagilima uymadigr goriildiiglinden, analizlerde
nonparametrik istatistik testlerinden olan Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Mann
Whitney U testleri kullanildi. Ikiden fazla gurup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis
Varyans analizi yapilarak tiim guruplar degerlendirildiginde, guruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkin tespit edildigi (p<0.05) durumlarda, farkin hangi
guruplardan kaynaklandigini belirlemek iizere ikili karsilastirmalar Mann Whitney U
Testi kullanilarak gerceklestirildi.

Istatiksel analizleri yapabilmek icin tiim deneyleri standardize ederek 17 grup

olusturuldu. Bunlar:

1. Grup Kontrol 1 duyarli (manyetik alanin kontrol grubu)

2. Grup Manyetik alana maruz birakilan duyarl suslar

3. Grup Kontrol 1 direngli (manyetik alanin kontrol grubu)

4. Grup Manyetik alana maruz birakilan direngli suslar

5. Grup Kontrol 2 duyarli (deneyin 1.agamasinin kontrol grubu)

6. Grup 10 uM H,0, eklenen duyarl suslar
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7. Grup 10 uM NAD eklenen duyarli suslar

8. Grup 10 uM H,0, ve 10 uM NAD eklenen duyarl: suslar

9. Grup Kontrol 2 direngli (deneyin 1.asamasinin kontrol grubu)
10. Grup 10 uM H,0O, eklenen direngli suglar

11. Grup 10 uM NAD eklenen direngli suslar

12. Grup 10 uM H>0, ve 10 pM NAD eklenen direngli suslar
13. Grup Kontrol 2 duyarli (deneyin 2. agsamasinin kontrol grubu)
14. Grup 50 uM H,0, ve 50 uM NAD eklenen duyarli suslar
15. Grup 100 uM H,0; ve 100 uM NAD eklenen duyarli suslar
16. Grup 150 uM H,0; ve 150 uM NAD eklenen duyarli suslar
17. Grup 200 uM H,0O; ve 200 uM NAD eklenen duyarl suslar

Tablo 3.1. istatiksel sonuglar

Descriptives

VAR00002
b% Confidence Interval f
Mean

N Mean ptd. DeviatiorStd. ErrorLower BoundJpper BoundMinimum Maximum|
1,00 4 (15,0000 ,8165 | ,4082 13,7008 | 16,2992 | 14,00 | 16,00
2,00 4 (15,2500 ,5000 | ,2500 | 14,4544 | 16,0456 | 15,00 | 16,00
3,00 4 (82,0000 1,8257 | ,9129 | 79,0948 | 84,9052 | 80,00 [ 84,00
4,00 4 (81,0000 ,8165 | ,4082 | 79,7008 | 82,2992 | 80,00 | 82,00
5,00 4 (17,0000 ,8165 | ,4082 15,7008 | 18,2992 | 16,00 | 18,00
6,00 4 (16,2500 1,2583 | ,6292 14,2478 | 18,2522 | 15,00 | 18,00
7,00 4 (15,0000 ,8165 | ,4082 13,7008 | 16,2992 | 14,00 | 16,00
8,00 4 | 7,5000 5774 | ,2887 6,5813 8,4187 7,00 8,00
9,00 4 (83,0000 ,8165 | ,4082 | 81,7008 | 84,2992 | 82,00 | 84,00
10,00 4 (83,0000 ,8165 | ,4082 | 81,7008 | 84,2992 | 82,00 | 84,00
11,00 4 (82,0000 1,4142 | ,7071 | 79,7497 | 84,2503 | 81,00 | 84,00
12,00 4 (82,5000 5774 | ,2887 | 81,5813 | 83,4187 | 82,00 | 83,00
13,00 5 |17,0000 , 7071 | ,3162 16,1220 | 17,8780 | 16,00 | 18,00
14,00 5 (14,4000 ,8944 | ,4000 | 13,2894 | 15,5106 | 14,00 | 16,00
15,00 5| 7,2000 4472 | ,2000 6,6447 7,7553 7,00 8,00
16,00 5| 9,6000 5477 | ,2449 8,9199 | 10,2801 9,00 | 10,00
17,00 5 |13,6000 1,1402 | ,5099 12,1843 | 15,0157 | 12,00 | 15,00
Total 73 35,9863 32,7403 | 3,8320 | 28,3474 | 43,6252 7,00 | 84,00
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Tablo 3.2. Gruplar arasi karsilagtirmalarin istatiksel anlamlilik diizeyi (1-4. gruplar)

Gruplar 2 4
1 p>0,05 -
2 - -
3 p>0,05
4 -

Tablo 3.3. Gruplar arasi karsilagtirmalarin istatiksel anlamlilik diizeyi (5-12. gruplar)

Gruplar

5

6

7

8

9

10

11

12

p>0,05

P:0,029

P:0,029

p>0,05

P:0,029

P:0,029

p>0,05

p>0,05

p>0,05

10

p>0,05

p>0,05

11

p>0,05

12
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Tablo 3.4. Gruplar arasi karsilagtirmalarin istatiksel anlamlilik diizeyi (13-17. gruplar)

Gruplar 13 14 15 16 17

13 - P:0,008 P:0,008 P:0,008 P:0,016
14 - P:0,008 P:0,008 p>0,05
15 - P:0,008 P:0,016
16 - P:0,016
17 -

Istatiksel hesaplamalara goére ikili karsilastirmalarda p>0,05 farkin anlamli

olmadigin1 gosterir. Ikili karsilastirmalarimizdan 5-7, 5-8, 6-8, 7-8, 13-14, 13-15, 13-16,
13-17, 14-15, 14-16, 15-16, 15-17 ve 16-17 istatiksel olarak anlaml1 bulunmustur.
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4. BULGULAR

Deneyin birinci asamasinda elde ettigimiz sonuglar tablo 1,2 ve sekil 1,2,3'te

gosterilmistir. Deneyin 2 agsamasina ait bulgular ise tablo 3 ve sekil 4'te verilmistir.

Tablo 4.1. 45 saat 5 mT manyetik alan uygulamasimnin duyarli ve direngli suslarin

koloni sayilarina etkileri

GRUPLAR DUYARLI SUS DIRENCLI SUS
H37Rv ATCC 27294 H37Ra ATCC 25177
(koloni sayilart) (koloni sayilart)
a l4 a &3
Kontrol 1 b 16 b 81
c 15 c &4
d 15 d 80
a l6 a 80
Manyetik Alan b 15 b 81
c 15 c 82
d 15 d 81
90 -
80 -
70 -
E 60 -
E‘ 50 | m Konfrol 1 duyarl
— B Manyetik alan duyarli
S 40 . - -
= = Kontrol 1 direngli
< 30 ® Manyetik alan direnc¢hi
20
10 -
0 -

Sekil 4.1. Manyetik alan uygulamasinin direngli ve duyarl suslarin koloni sayilarina
etkisi
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Tablo 4.2. 10'ar uM H,O, ve NAD ilavesinin duyarh ve direncli suslara etkileri

GRUPLAR DUYARLI SUS DIRENCLI SUS
H37Rv ATCC 27294 H37Ra ATCC 25177
(koloni sayilar) (koloni sayilar)
a 17 a 83
Kontrol 2 b 16 b 82
c 17 c &4
d 18 d 83
a 18 a 82
10pMHO, b 16 b 84
c 15 c 83
d 16 d 83
a l5 a 84
10 M NAD b 15 b 81
c 14 c 82
d 16 d 81
a 7 a 83
10 uM H202+10 uM NAD b § b 82
c 7 c 82
d 8 d 83
20
18 -
16 -
14 - B Kontrol 2
=
= 12
= m10pM H202
= 10
g
= 8 = 10puM NAD
o 6 |
' B]0pM H202+ 10 pM
4 NAD
2 -
0 -

Sekil 4.2. 10 uM H,0; ve NAD ilavesinin duyarl: suslara etkileri
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80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

Koloni sayilari

m Kontrol 2
® 10 uM H202
" 10 uM NAD

=10 uM H202 + 10 uM
NAD

Sekil 4.3. 10 uM H,0, ve NAD ilavesinin direncli suslara etkiler

Tablo 4.3. H,O, ve NAD'1n birlikte ilavesi ile elde edilen koloni sayilari

GRUPLAR

DUYARLI SUS
H37Rv ATCC 27294
(koloni sayilar)

Kontrol Grubu 2

al7

b 16

cl17

d17

el8

50 uM H,0,+50 uM NAD

al4

b 16

cl4

d14

el4

100 pM H,0, +100 uM NAD

a7

b 7

c7

d 8

e 7

150 pM H,0, +150 uM NAD

alo

b 9

c9

d 10

e 10

200 uM H,0,+200 uM NAD

al2

b 13

c 15

d 14

e 14
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20 -
18 -
16
14 -
12
10 -

Koloni sayilari

S D BN X
L

® Kontrol 2
B 50 uM
=100 uM
H 150 uM
=200 uM

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda H,O, ve NAD'n birlikte ilavesinin duyarli suslarin

koloni sayilarina etkileri
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5. TARTISMA

Insanlik tarihinin bilinen en eski hastaliklarindan birisi olan tiiberkiiloz halen
diinyada ve iilkemizde Onemli bir saglik problemidir, enfeksiyoz etkenlere bagl
Olimlerin birinci sebebidir. 2013 yilinda 9 milyon kisi daha bu amansiz hastaliga
yakalanmis ve 1,5 milyon insan hastalik nedeniyle yasamini yitirmistir (41, 94).

Diinya niifusunun 1/3%inli enfekte eden Mycobacterium tuberculosis’teki ilag
direng mekanizmalarimin anlasilmasi, hastalifin kontrolii agisindan son derece
onemlidir. Mikobakterilerin sahip oldugu mikolik asit tasiyan egsiz hiicre duvari yapisi
ve disa atim pompalari kalitsal olarak kemoterapétiklere karsi direng saglarken
kromozomal genlerde spontan gelisen mutasyonlar ise kazanilmig ila¢ direnci olarak
ifade edilmektedir. Ilag direnci gelismesi riskini azaltmak iizere, tiiberkiiloz tedavisinde
monoterapinin yerini ¢oklu ila¢ tedavisi almistir (14, 45).

Uygun olmayan ilag tedavisi, dogal olarak oldukca diisiik oranlarda bulunan
direncli basil popiilasyonunda artisa ve sonug¢ olarak tedavi dozundan etkilenmeyen
direngli bakterilerin popiilasyona hakim duruma gelmesine neden olmaktadir. Ilaca
direngli tiiberkiiloz, her gecen giin biiyiiyen kiiresel bir sorun olmasinin yani sira tiim
diinyada tiiberkiiloz kontroliinii tehdit etmektedir. Ozellikle en giiglii iki antitiiberkiiloz
ilag olan izoniyazid ve rifampisine kars1 direngli tiiberkiiloz hastalarinda izlenen direng,
klinik acidan oldukg¢a 6nemlidir. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz; tedavisi, maliyeti ve yan
etki potansiyeli yiiksek olan ikinci segenek antitliberkiiloz ilaglarin uzun siire gézetim
altinda kullanimin1 ve hastalarin uzun siire hastanede yatmalarin1 gerektirmektedir (37,
45).

DSO'niin 2014 Tiiberkiiloz Raporuna gore diinya genelinde tiiberkiiloz
hastalarinin % 5'inin ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz hastasi oldugu tahmin edilmektedir.
CID-TB goriilme oran1 yeni tiiberkiiloz vakalarinda % 3,5 iken, énceden tedavi gérmiis
hastalarda % 20,5'lere kadar ulasmaktadir. CID-TB vakalarinin % 9'unda YID-TB
oldugu tahmin edilmektedir. 2013 yilinda CID-TB oran1 yeni vakalar arasinda en ¢ok
Belarus, Kirgizistan ve Kazakistan'da kaydedilmistir. YID-TB orani ise Litvanya,
Kazakistan ve Letonya'da oldukca yiiksektir. Diinya genelindeki CID-TB vakalarmin
yarisindan fazlas1 Hindistan, Cin ve Rusya Federasyonu'ndadir (94).

Kesfedilmesinden bu yana etki ve diren¢ mekanizmasi halen tam olarak

aydinlatilamayan izoniyazid en onemli antitiiberkiiloz ilaclardandir. Piridin halkas1 ve

56



hidrazid grubundan olusan bir 6n ilagtir. Terapotik dozlarda aktif ¢ogalan hiicre ici ve
hiicre dis1 basillere kars1 bakterisidal etki gosterir. Pasif diflizyonla hiicre icerisine alinir
ve mikobakteri katalaz-peroksidazi (katG) tarafindan aktif hale getirilir. Bu doniisiim bir
redoks reaksiyonu olup oksidan ve NAD gerektirir. flacin aktif sekli olan INH-NAD
olusur ve asil hedef yag asit dongiisiinlin inhA (2-trans-enoil-agil tasiyici protein
rediiktaz) lizerinden bozularak mikolik asit sentezi tizerinden bakterinin imhasidir (112).

Calisma dizaynimiz ile, manyetik alan ile birlikte tek tek ve bir arada H,O, ve
NAD ilavesinin izoniyazid eklenen besiyerlerinde, duyarli ve direngli M. tuberculosis
basillerinin ¢ogalmalar1 {izerine nasil etki ettigini agar proporsiyon yoOntemi ile
gostermeyi amagladik. Direncgli sus olarak ¢ok daha sik gbdzlenen izoniyazide direncli
KatG S315T mutantim kullandik. izoniyazidin etki mekanizmast iizerine manyetik alan
H,0, ve NAD"n etkilerini {i¢ agamada degerlendirdik.

Hizla artan teknolojik gelismeler sebebiyle artan manyetik alan maruziyeti, tim
canli sistemler iizerine pek ¢ok olumlu olumsuz etkiye sahiptir. Bu siirecin canlilar
lizerine etkilerini arasgtirmak amaciyla yogun arastirmalar yapilmaktadir. Canli
viicudunda bir¢ok olay elektriksel alan ve gii¢ler tarafindan belirlendigi i¢in, manyetik
alanlar atom ve molekiiller arasindaki etkilesimi, biyokimyasal olaylari ve sonugta
hiicrelerin islevlerini etkileyebilir (98).

Calismamizda 5 mT 50 Hz manyetik alanin M.fuberculosis'in izoniyazide duyarl
ve direngli suslarinda ila¢ etkinligi lizerine muhtemel etkisini gdstermeyi amagladik.
Literatirde manyetik alanin hiicre membran gegirgenligini artirdigin1  gdsteren
calismalar yer almaktadir (113). ilaveten oksido-rediiksiyon reaksiyonlarini katalizleyen
ve aktif merkezinde metal iyonu bulunduran enzimlerin aktivitelerini de degistirdigi
bilinmektedir (114, 115). Bu baglamda zayif manyetik alanin, calismamizda
kullandigimiz tiiberkiiloz etkeni mikobakterilerin lireme siireglerine, hem membran
gecirenligini artirararak bakteri igerisine giren izoniyazid miktarini artirmak suretiyle,
hem de metal iyonu igeren enzimlerin enzim aktivitelerini degistirerek etki etmesini
beklemekteydik. Ancak koloni sayilarini belirlemek suretiyle elde ettigimiz bulgular
gostermektedir ki hem duyarli hem de direngli suslarda manyetik alan maruziyetinin
besiyerindeki mikobakterilerin iireme ve sagkalim potansiyeli ile ilag¢ etkinligi iizerinde
herhangi bir etkisi bulunmamaktadir (p>0,05).

Yapmis oldugumuz kapsamli literatlir taramasimna gore, manyetik alanin M.
tuberculosis’ in lireme potansiyeli lizerine muhtemel etkilerini arastirmis olan herhangi

bir calisma bulunmamaktadir. Bu baglamda ¢alismamiz manyetik alanin M.
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tuberculosis iizerine etkisini arastiran ilk c¢alismadir. Mikobakterilerin hiicre
duvarlarmin diisiik permeabilite ve hidrofobisite 0Ozelligi; bakteriyi hem zararh
bilesiklere karsi diren¢li kilar hem de bazi yararli metabolitlerin kullanimi zorlagir.
Ayrica niikleik asit zincirinin uzama hizinin oldukca diisiik olmasi sonucu yavas tireme
hizina sahip olan mikobakteriler, 18-24 saatte ikiye boliiniirler (3). M. tuberculosis'in
tireme hizinin diisiik olmasina bagli olarak diger calismalara kiyasla bakteriye daha
uzun siire manyetik alana uyguladik. M. fuberculosis'in essiz hiicre duvari yapisi basili
manyetik alaninin olasi etkilerine kars1 daha direncgli hale getirmis olabilir. Ya da ¢ok
uzun siire maruziyete karsi bakteri bir metabolik adaptasyon gelistirmis olabilir.

Farkli mikroorganizmalarin aym1 manyetik alana maruz kalsalar dahi farkli
biyolojik ve molekiiler yapilar1 sayesinde farkli oranlarda etkilendigi bilinmektedir.
Ayrica hiicre tipine, maruziyet zamanina, manyetik alaninin yogunluk ve frekansina
bagl olarak ¢ok diisiik frekansli elektromanyetik alanin etkileri ¢ok cesitlidir (96).
Sonucta kontrol grubuyla karsilastirildiginda olusan koloniler sayildiginda anlamli bir
degisiklige rastlamadik.

Garip ve arkadaslar1 li¢li gram pozitif licli gram negatif bakteri olan alt1 bakteri
susuna {i¢ saat boyunca 0.5 mT, 50 Hz manyetik alan uygulamig ve bakterilerin cogalma
oranlarin1 ve morfolojik degisiklikleri gostermislerdir. Calismada kontrol gruplariyla
karsilagtirildiginda her iki gruptaki bakterilerde manyetik alana maruziyet arttikca
lireme oraninda azalma gosterilmistir. Cok diisiik frekansli manyetik alana maruz
birakilan  tlirler arasinda suslarin  morfoloji ve metabolik aktivitelerinin
benzememesinden dolayi kii¢iik farkliliklar vardir (111).

Bayir ve arkadaslariin farkli yogunluk, frekans ve siirede elektromanyetik alana
maruz birakti1 E.coli ve S.aureus bakterileri ile yaptig1 calismada koloni olusturma
kapasiteleri kontrol gruplar ile karsilastirildiginda istatiksel olarak onemli Olgiide
azalma gosterilmistir. EMA'lar bakteri iiremesi iizerine olumsuz etkileri sebebiyle
hastanelerde ve gida liretiminde patojenlerle miicadelede etkin olarak kullanilmaya
adaydir (116).

Fojt ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada 10 mT, 50 Hz manyetik alana bir
saat maruziyetin hem basil (Escherichia coli) ve hem kok (Paracoccus denitrificans)
seklindeki bakterilerin ylizeyinde ve seklinde hicbir morfolojik degisiklige neden
olmadigini rapor etmislerdir (117). Ayn1 arastirma ekibinin yaptig1 diger ¢alismada ise
farkli bakteri suslarinin (Escherichia coli, Leclercia adecarboxylata, Staphylococcus

aureus) 50 mT, 50 Hz elektromanyetik alan maruziyetinin kontrol gruplariyla
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karsilastirildiginda koloni olusturma sayilarinda azalmaya rastlanmistir (118). Yine Fojt
ve arkadaslarinin yaptig1 bir baska calismada da siilfat indirgeyen bakterilerin
yasayabilirligi tizerine 7.1 mT, 50 Hz ve 24 dakika elektromanyetik alan maruziyetinin
etkileri arastirllmis ve koloni olusturma sayisinin maruziyetin akabinde kontrol
grubuyla karsilastirildiginda %15 azaldigi gosterilmistir (119).

Cellini ve arkadaslar1 ise 50 Hz ve 0.1, 0.5, 1.0 mT manyetik alana 2 saate kadar
maruziyetin E.colimin morfolojisini degistirerek basiller formdan kokkoit forma
doniistiirdiigiinii bulmustur. Kiiltiir ortaminda koklarla birlikte atipik uzunluklarda
basillere rastlanmigtir. Ayrica uygulanan 50 Hz elektromanyetik alanin fenotipik ve
transkripsiyonel degisiklikleri indiikleyerek bakteride bir stres faktorii gibi davrandigi
diistiniilmektedir (120).

Strasak ve arkadaslarinin yaptig1 calismada 2.7-10 mT, 50 HZz'lik maruziyetin
E.colimin g¢ogalmasini negatif etkiledigi, artan manyetik alan maruziyet siiresi ve
yogunlugunun bakterinin koloni olusturma kabiliyeti ve oksidorediiktif aktivitesini
azaltarak bakterisidal etki ettigi ihtimali diisiiniilmektedir (121).

Strasak ve arkadaglarimin yaptigi bir diger calismada 10 mT, 50 Hz manyetik
alanin farkli sekildeki bakteri tiirlerinin ¢ogalmasi tizerine etkisi arastirilmis ve maruz
kalan bakterilerin sekline bagli olarak manyetik alan etkilerinin degistigi gosterilmistir.
Manyetik alan maruziyeti basil seklindeki bakterileri koklara kiyasla ¢ok daha fazla
etkilemistir. Suslardaki ve kullanilan manyetik alanlardaki farkliliklarin elde edilen
sonuglar1 6nemli oranda degistirdigi gosterilmistir (122).

Gaffar ve arkadaglar1 2 mT ve 50 Hz manyetik alan uygulamasinin E.coli
bakterisinin ¢ogalma ve antibiyotik duyarlilik 6zellikleri lizerine etkilerini arastirmistir.
Manyetik alan maruziyet siiresine bagli olarak bakterinin antibiyotik duyarliligin
degistirmistir. 6 saatlik bir maruziyet ile E.coli hiicresi antibiyotiklere (amoksisilin,
nalidiksik asit, eritromisin) kars1 daha duyarl bir hale gelirken 16 saatlik maruziyetin
yine ayni antibiyotiklere kars1 bakteriyi daha direngli kildig1 gosterilmistir. Caligmanin
sonuclar1 kullanilan manyetik alanin bakteride hiicre duvari, protein, niikleik asit ve
esansiyel enzimlerin sentezini inhibe ederek, membran gecirgenligini bozarak ilacin etki
mekanizmasini degistirdigini belirtmektedir. Ayrica 6 saatlik maruziyet E.coli'nin hiicre
uzunlugunu azaltirken, 16 saatlik uygulama ise sitoplazmik igerigin ¢ogunu yok ederek
hiicre duvarinin incelmesine bdylece hiicrenin uzamasina sebep olmustur (34).

Segatore ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada ise Escherichia coli ve

Pseudomonas aeruginosa bakterileri 2 mT, 50 Hz ve 24 saat elektromanyetik alana
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maruz birakilmis {ireme Ozellikleri ve antibiyotik duyarliliklar1 degerlendirilmistir.
Sonucta her iki bakteride kontrol gruplariyla karsilastirildiginda antibiyotik
duyarhiliklarinda ve iireme oranlarinda dikkate deger bir farkliliga rastlanmamustir. Etki
mekanizmalart farklilik gosteren farkli siif antibiyotiklerin (kanamisin, amikasin,
ampisilin, sefazolin, seftazidim, seftriaksom, moksalaktam ve levofloksasin) varliginda
elektromanyetik alanin her iki bakterinin antibiyotik duyarliliklarina olan etkileri test
edilmistir ve minimum inhibisyon konsantrasyonlarinda onemli bir degisiklige
rastlanmamistir. Calismaya gore antibiyotik yoklugunda bakteri, elektromanyetik
uyarty1 taniyarak fizyolojik sartlarin1 buna gore diizenleyebilir ve hem sub-inhibitor
konsantrasyonda antibiyotige hem de c¢ok diisiik frekansl elektromanyetik alana maruz
kaldiginda olasi kiimiilatif etkiler ortaya ¢ikabilir (123).

Calismamiz izoniyazidin etki mekanizmasini aydinlatmak i¢in ortama 10'ar uM
H,O, ve NAD" tek tek ve birlikte ilave ederek izoniyazide duyarli ve direngli M.
tuberculosis suslarinda etkisini gostermeyi amagcladik. Direngli suslarda H,O, ve
NAD’nin tek tek ya da birlikte ilavesinin koloni sayilari iizerine herhangi bir etkisi
olmazken (p>0,05), birlikte ilave edilen 10 uM H,O, ve NAD, duyarli suslarda
izoniyazidin etkinligini dramatik bir sekilde artirarak bakteri iiremesinin Onemli
diizeyde inhibe olmasina yol agt1 (p<0,05). Bunun iizerine H,O, ve NAD"1 degisen
kansantrasyonlarda ilave ederek izoniyazidin etkinligine doza bagli etkiyi test etmeyi
amagladik.

Final konsantrasyonlar1 50, 100, 150 ve 200'er uM olacak sekilde, H,O, ve NAD
ilave ettigimiz 4 deney grubunu karsilastirdigimizda en etkin konsantrasyonun 100'er
uM H;O, ve NAD'm birlikte ilave edilmesi ile saglandigin1 gordiik. Bu
konsantrasyonda digerlerine kiyasla izoniyazide duyarl basillerin tiremesi daha siddetli
bir sekilde inhibe oldu (p<0,05).

Argyrou ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada artan NAD ilavesinin ilacin etkin
hali olan INH-NAD seviyelerini arttirdigini in vivo olarak gostermislerdir (121).

Zhao ve arkadaglar1 ise yaptiklar1 caligmada ilave peroksitin varliginda ve
yoklugunda NAD ve NADH ilavesinin izoniyazid ile INH-NAD bilesigi olusturma
orani iizerine etkisini in vivo olarak gostermistir. H,O, ilave edilmeksizin yapilan
deneyde NADH, NAD'ye gore bilesik olusturmakta daha etkin iken ortama yavas akili
H,0; ilave edildiginde, NAD'in NADH'a gore 5 kat daha etkin oldugu gosterilmistir.
InhA enzim aktivitesi H,O; 'in olmadigi, 200 pM  H,O, olan ve yavas akili H,O,'nin
ilave edildigi deneylerle hem wild tip katG hem de S315T susu ile yapilmis ve her
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ikisinde de yavas akili H,O, ilavesinin inhA enzim aktivitesini diisiirmede daha etkin
oldugu bulunmugtur. Wild tip sus ile yapilan ¢alismada 200 uM H,O, ilavesinin de
enzim aktivitesini onemli 6l¢iide diisiirdiigii tespit edilmistir (67).

Cade ve arkadaslarinin yaptigit baska bir in-vivo ¢alismada ise farkl
mutasyonlara sahip izoniyazide direngli suslarin ¢cok farkli oksidan spesifik reaktiviteler
gosterdigi yoniindedir. Calismaya gore wild tip sus 400 uM H,0O, ilavesi ile ¢ok daha
fazla INH-NADH iiriinii olustururken daha diisiik peroksit ilavesi daha az {iriin
olusumuna neden olmaktadir. Peroksit ilave edilmeden olusan {iriin ise ilave edilenlere
kiyasla son derece diisiiktiir. Farklt mutasyonlara sahip suslarda bu oranlar oldukga
farkli bulunmustur (74).

Calismamizda deneylerimizi H,O, ve NAD'yi ayn ayr ilave etmekle birlikte
H,0, ile NAD'yi birlikte ilave ederek de gerceklestirdik. Elde ettigimiz sonuglar bu iki
maddenin belirli konsantrasyonlarinin birbirlerinin etkilerini potansiyelize ederek
izoniyazidin etkisi lizerine miispet etki yaptigini gosterdi.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgular, gizemini hala koruyan
izoniyazidin etki mekanizmasi ile M. tuberculosis’in gelistirmis oldugu kompleks
diren¢ mekanizmalarina iliskin molekiiler detaylar1 aydinlatmaya yonelik yapilabilecek

daha ileri aragtirmalara siddetle gereksinim duyuldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Manyetik alan maruziyeti membran gecirgenligini artirmaktadir. Bunun
tedavide kullanilabilecegi yoniinde bir takim yaklasimlar rapor edilmistir. Bunlardan bir
tanesi, timorli dokulara lokal manyetik alan uygulanarak kemoterapotiklerin timor
hiicreleri igerisine girigini artirarak daha az ilagla daha fazla etki edilmesi yoniindedir.
Calismamizi planlarken, tliberkiiloz etkeni olan M. tuberculosis'e ait direngli ve duyarl
suslarin manyetik alana maruziyeti ile izoniyazide karsi hiicre zar1 gecirgenliginin
artirtlarak bakteri i¢i ilag konsantrasyonunun yiikseltilmesi, bdylece ilacin etkinliginin
artirtlarak tedavi siiresinin azaltilmasi yoniinde hipotetik bir yaklagima sahiptik. Ancak
manyetik alan uygulanmasi sonucu bu yonde olumlu degerlendirilebilecek herhangi bir
etki géremedik. Mikobakterilerin mikolik asit tastyan essiz hiicre duvari yapisi, diger
bakteri tiirlerinin ve memeli sistemlerdeki Okaryotik hiicrelerin membran yapisindan
olduk¢a farkli ve komplekstir. Muhtemelen, ilaglara ve c¢esitli kimyasallara karsi
koruyucu bariyer niteligindeki 6zel zar yapisi sebebiyle, manyetik alan Okaryotik
hiicrelerdekine benzer bir etkiyi mikobakteri hiicre duvarinda gosteremedi.

2. Manyetik alanin oksido-rediiksiyon yapan ve merkezinde metal atomu iceren
enzimlerin aktivitelerini degistirdigi bilinmektedir. Bu etkiyi enzimin metal atomunun
redoks potansiyelini etkileyerek gosterdigi diisiiniilmektedir. KatG demir atomu igeren
bir enzim olup aktivite sirasinda demir atomu +2 ve +3 yiikseltgenme basamaklarinda
gidip gelerek redoks aktivitesi gosterir. Calismamizda manyetik alanin bu enzim
aktivitesini degistirmedigini belirledik. Oysa beklentimiz manyetik alanin enzim
aktivitelerini degistirerek ilacin bakteri i¢i metabolizmasi lizerinden etkili olabilecegi
yoniindeydi. Ancak bu etkiyi gdzlemleyemedik.

3. NAD ve H,0, pasif diflizyonla basil i¢ine alinan bir 6n ilag olan izoniyazidin
etkin hale getirilmesi siirecinde gorev almaktadir. Biz de bu iki molekiilii degisen
konsantrasyonlarda ortama ilave ederek ilacin etki mekanizmasi tlizerine olasi rollerini
aydinlatmayr amagladik. Sonugta NAD ve H,O'in birlikte ilave edilmesi ile,
izoniyazidin etkinliginin dramatik bir sekilde arttig1 gézlenmistir. En gii¢lii etki 100 uM
NAD ve H,0; ilave edilen grupta dl¢iilmiistiir. Izoniyazid ila¢ formuna getirilirken
nanopartikiiller icerisine hapsedilmis NAD ve hidrojen peroksit ila¢ formulasyonuna

eklenerek daha az ilagla daha kisa siireli ve daha etkin tedavi hedeflenebilir. Bu konuda
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farmasotik teknoloji  ile isbirligi igerisinde formiilasyon ve etki ¢alismalari
planlanmalidir.
4. M.tuberculosis iizerine manyetik alanin etkinliginin incelendigi ¢alismamiz

invivo deney modelleriyle de arastiriimalidir.
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