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OZET

Tiiberkiiloz, diinya ¢apmnda bir hastaliga baghi Olimlerin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz yiiksek vaka 6lim orani ile
birliktedir. Tiiberkiilozun hizli ve yeterli tedavisini saglamak i¢in, Mycobacterium
tuberculosis kompleks izolatlarinda antibiyotik direncinin tespiti Onemli bir
sorundur. Diinya Saglik Orgiitii, daha 6nce tedavi almis hastalarin %100’iinde ve ¢ok
ilaca direngli tiiberkiiloz riski altinda olan yeni tiiberkiiloz hastalarinda da c¢ok ilaca
direng agisindan test yapilmasini 6nermektedir. Genotype MTBDR, klinik izolatlarda
rpoB ve katG mutasyonlariin hizli tespiti i¢in diizenlenmis bir multipleks PZR DNA
strip yontemidir. Bu ¢alismanin amaci Genotype MTBDR 'nin RIF ve INH direncinin
tespitinde hizli bir yontem olarak degerini belirlemektir.

Frrat Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda farkli klinik
orneklerden izole edilmis 50 M. tuberculosis kompleks susu bu ¢alismada
kullanilmistir. BACTEC 460TB ve Genotype MTBDR yontemiyle antimikrobiyal
duyarlhlik testleri ¢alisilmistir. Genotype MTBDR yOnteminin sonuglar1 altin standart
olan BACTEC 460TB sonuglar1 ile karsilastirilmistir. BACTEC ile 50 susun 11’inde
(%22) INH direnci ve 3’iinde (%6) INH ve RIF direnci birlikte gériilmiistiir. 39
(%78) sus ise hem INH hem de RIF’e duyarli bulunmustur. 11 INH direngli izolatin
8’1 (%72,7) ve 3 MDR izolatin hepsi (%100) Genotype MTBDR yontemi ile dogru
olarak tanimlanmustir.

Genotype MTBDR yonteminin INH ve RIF direncini belirlemede duyarliligi
sirasiyla %78,6 ve % 100 olarak bulunmustur. Her iki ilag i¢cin de testin 6zgulligu
%100 olarak bulunmustur. Bu ¢aligmanin sonuglari, Genotype MTBDR y&nteminin
RIF ve INH direncinin hizli tespiti igin genelde iyi bir performans ve dzgiilliige sahip
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Cok ilaca direngli tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis

kompleks, rpoB, katG, Izoniazid, Rifampin.
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ABSTRACT

USE OF GENOTYPE MTBDR ASSAY FOR DETECTION OF ISONIAZID
AND RIFAMPIN RESISTANCE IN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
COMPLEX ISOLATES

Mycobacterium tuberculosis is one of the leading causes of death due to an
illness worldwide. Multidrug resistant tuberculosis is associated with a high case
fatality rate. The rapid detection of antibiotic resistance in Mycobacterium
tuberculosis complex isolates is an important challenge to ensure a rapid and
adequate therapy of tuberculosis. World Health Organisation recommends testing of
100% of previously treated tuberculosis patients for multi drug resistance, as well as
testing of any new tuberculosis patients considered at high risk of having multi drug
resistant tuberculosis. The Genotype MTBDR is a multiplex PCR DNA strip assay
designed for the rapid detection of rpoB and katG mutations in clinical isolates. The
aim of this study was to evaluate Genotype MTBDR as a rapid assay to detect RIF
and INH resistance.

A total of 50 M. tuberculosis complex strains isolated from different clinical
specimens in Firat University Hospital Microbiology Laboratory were used in this
study. Antimicrobial susceptibility testings for INH and RIF were performed by
BACTEC 460TB and Genotype MTBDR assay. The results of Genotype MTBDR
assay were compared with gold standart BACTEC 460TB. Eleven (22%) out of 50
strains were INH resistant and 3 (6%) strains were both INH and RIF resistant by
BACTEC.

Thirty nine (%78) strains were susceptible to both INH and RIF. Eight
(72,7%) out of 11 INH resistant isolates and all of 3 MDR isolates (100%) were
correctly identified by Genotype MTBDR assay.

Sensitivity of Genotype MTBDR assay to detect INH and RIF resistance were
78,6 and 100%, respectively. Specifity of the test were 100% for both drug. The
results of this study indicate that the Genotype MTBDR assay has an overall good
performance and sensitivity for rapid detection of RIF and INH resistance.
Keywords: Multi drug resistance tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis

complex, rpoB, katG, Isoniazid, Rifampin.
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1. GIRIS

Mycobacterium tuberculosis, insanlarda hastalik yapan patojenlerin en sik
rastlanan1 ve en ¢ok 6liime neden olanidir. Tiim diinya genciyle, yaslisiyla, kadiniyla,
erkegiyle bu enfeksiyonun tehdidi altindadir (1).

Tiiberkiiloz, ara bir tasiyiciya ihtiya¢c duymadan insandan insana yayilarak
bulasan bir hastaliktir. Oncelikli hedefi akcigerler olmasina ragmen, tiiberkiiloz cilt
de dahil birgok organi tutabilir. Asis1 olmasma ragmen polio ve c¢icek gibi viral
hastaliklarin aksine, tiiberkiilozun ortadan kaldirilmasi miimkiin olmamustir. 20.
ylizyilin ikinci yarisi ile beraber, hastaligin tedavisini saglayan ilaglar birer birer
bulunmustur. Yiizlerce yil boyunca amansiz, 6liimciil bir hastalik olarak bilinen
tiiberkiiloz son 50-60 yilda nihayet sifa ile sonug¢lanan bir tedaviye kavusmustur.
Tiberkiilozla savasta kazanilan bu zaferler, gelismis tilkelerde hastaligin gerilemeye
baslamasini saglamistir. Ancak, 1985 yilinda HIV/AIDS ile birlikte tiiberkiiloz
yeniden yayilmaya basglamistir. T lenfositlere saldirarak hiicresel immiiniteyi bozan
HIV viriisii, hastalar1 daha 6nce almis olduklar: tiiberkiiloz basilinin aktive olmasi
veya yeni enfeksiyonlara karsi hassas bir duruma sokarak diinya capinda tiiberkiiloz
olgularinda biiytik bir artisa yol agmustir (1).

Karsilagtirmali genom analizlerinde, M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG, M. africanum, M. canetti ve M. microti arasinda yiiksek diizey DNA-DNA
homolojisi bulundugu ve 16S rRNA dizilimlerinin ayni oldugu saptandigindan
bugiin  Mycobacterium tuberculosis kompleks adi altinda tek bir tiir olarak kabul
edilmistir (2).

Tiberkiilozun kesin tanisinda ‘altin standart’ etkenin kiiltiirde iiretilmesidir.
Bu kiiltiir metodlar1 arasinda yer alan ve bir sivi besiyeri kullanan yar1 otomatize
BACTEC 460 TB sistemi tiim diinyada altin test olarak kabul gérmekte ve yeni
gelistirilen kiiltiir yontemlerinin karsilastirilmasinda standart olarak kullanilmaktadir.
Bu sistemle kisa bir zaman icinde mikobakterilerin hizli primer izolasyonu,
Mycobacterium tuberculosis kompleks ve diger tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin
ayrimi ile antimikobakteriyel ilag duyarlilik testleri yapilabilmektedir (3,4).

Tiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar, birinci secenek veya major
antitiiberkiiloz ajanlar ve ikinci secenek veya mindr antitiiberkiiloz ajanlar olmak

iizere iki gruptur. Major olanlar izoniazid, rifampin, etambutol, streptomisin ve



pirazinamiddir. Birbirinden bagimsiz olarak birer birer ortaya ¢ikan mutasyonlarin
birikmesi ile fenotipik olarak birden c¢ok ilaca direncli (CID) izolatlar ortaya
cikmustir. Cok ilaca direngli enfeksiyonlarin sayis1 1990’lardan bu yana giderek artis
gostermektedir. M. tuberculosis kompleks’te coklu ilag direnci Oncelikli olarak
izoniazid (INH) ve rifampine (RIF) kars1 olan direnci ifade etmektedir (2).

Cok ilaca direngli (CID) tiiberkiiloz oranlarinda diinya genelindeki artis
direngli M. tuberculosis kompleks suslarinin en kisa siirede taninmasini, etkili bir
tedavi elde edebilmek ve direncgli suslarin yayilmasini 6nlemek i¢in ¢ok 6nemli bir
hale getirmistir. Izoniazid ve rifampin birinci segenek antitiiberkiiloz ilaglardir ve
bunlara kars1 olusacak direng tedavide basarisizlifa ve 6liimciil klinik sonuglara yol

acabilmektedir (5).
1.1. Genel Bilgiler
1.1.2. Tarihce

Insanlarm mikobakterilerle ilk karsilasmasmin, M.O. 8000 yillarinda yerlesik
topluluklarin olugmasiyla birlikte oldugu tahmin edilmektedir. Bu doneme ait
Almanya’da bulunan insan iskeletlerinde asit ve alkole direngli basiller saptanmastir.
M.O. 3500-3000 yillarina ait Misir mumyalar1 ve Urdiin’de bulunan insan
iskeletlerinde tiiberkiilozu diisindiiren vertebra lezyonlar1 (Pott hastaligi) ve psoas
abseleri goriilmiistiir. M.O. 2700 yillarina ait eski Cin kaynaklarinda tiiberkiilozu
diisiindiiren ifadeler bulunmaktadir (6,7).

Hipokrat (M.O. 460-375), tiikkenme, elden ayaktan diisme manasma gelen
“fitizis’ terimini kullanmistir. Hipokrat’in ardillarindan Celsus (M.O. 10-M.S. 50)
calismalarinda tiiberkiil kelimesini kullanmistir. Bergamali Galenus da (M.S. 12-200)
Hipokrat’a benzer sekilde hastalig: iltihapli, gizli, yarali donem olarak ii¢ doneme
ayirmistir. Ayrica veremin bulasict bir hastalik oldugundan bahsetmistir. Andreas
Vesalius’un (1514-1564) calismalarinda tiiberkiilozlu hastalar otopsilerinde kaviter
lezyonlar bildirilmistir. Franciscus Sylvius (1614-1672) hastaligin kaynagimnin
tiiberkiiller oldugundan ve bunlar1 bir tiir lenfatik dejenerasyondan koken aldigini
sOylemistir (6).

Bugiin akciger veremini tanimlamak i¢in kulandigimiz ‘tiiberkiiloz’ kelimesi,

ilk kez 19. yiizyilda Laennec ve Bayle tarafindan kullanilmistir (6).



1800’11 yillarm ikinci yarisinda sanayi devriminin getirilerinin yani sira, kotii
yasam kosullar1 ve tiiberkiilozla birlikte diger hastaliklarm yaygmligi devam
etmekteydi. Bu nedenle tiiberkiilozun tedavisi i¢in calismalar yogunlagmistir.
Herman Brehmer 1858 yilinda bir enstitii insa ederek, burada tiiberkiiloz hastalarini
iyl beslenme, temiz hava ve bol giineslenme ile tedavi etmeye c¢alismistir. Bu
calismadan sonra senatoryum adiyla olusturulan yapilanmalar, antibiyotik tedavisi
kesfedilinceye kadar hastaliga kars1 eldeki tek silah olmustur (6).

Mycobacterium  tuberculosis’in  verem hastaliginin  sebebi oldugunu
1843-1910 yillar1 arasinda yasamis olan Dr. Robert Koch gostermistir. Koch 1882
yilinda tiiberkiilozdan 6len Heinrich Giinther adindaki hastasinin akcigerindeki
lezyonlarinda basili gostermis, kiiltiirde tliretmis ve {trettigi basil ile hayvanlarda
tiiberkiiloz olusturmustur. Enfekte hayvanlardan bakteriyi yeniden iireterek “Koch
postiilas1” teorisini ileri siirmiistiir. Bacterium tuberculosis adi ile anilmaya baslanan
basil, 1886 yilinda Lehman ve Neuman tarafindan Mycobacterium tuberculosis
olarak isimlendirilmistir (8,9).

Albert Calmette ve Camile Guerin, Nocard’m inek memesinden {lirettigi
bovin tipi basil iizerinde yillar boyunca 200’iin ilizerinde pasaj yaparak verem asisi
icin gerekli olan zararsiz basili 1921 yilinda bulmuslardir. Asiya da bu ikilinin ismine
ithafen “Bacillus Calmette-Guerin” (BCG) adi verilmistir. 1939 yilinda Florence
Seibert ve Glenn, old tiiberkiilini saflastirmis ve elde edilen saflastirilmis protein
tiirevi (PPD) ile tiiberkiiloz enfeksiyonunun varligi saptanmaya baslanmstir (8, 9).

Waksman’in 20 Kasim 1944°de streptomisini kesfetmesiyle tiiberkiiloz
tedavisinde antibiyoterapi donemi baglamistir. Ancak, tek antibiyotik uygulamasma
kisa zamanda direng gelismistir. 1946’da Isveg’te para-aminosalisilik asit (PAS)’m
basile etkisi gosterilmis, 1952 yilinda Robizeg ve Selikof tarafindan INH
bulunmustur. Bu gelisme ile 18-24 ay siire ile iiglii antibiyotik tedavisine
baslanmistir. 1954 yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB), 1966
yilinda RIF bulundu. Artik elde ¢ok ilag vardi. Tiiberkiiloz kesin olarak tedavi
edilebilir bir hastalik haline gelmisti. Ancak 18-24 aylik tedavi siiresi ¢ok uzundu.
1975-1985 yillar1 arasinda dzellikle RIiF ve PZA iceren kombinasyonlarla kisa siireli
tedavi rejimlerine yonelik ¢alismalar yapildi. Tedavi siiresi 6-12 aya kadar indirildi

(10, 11).



Bu gelismelerin sonunda, tiiberkiiloz 6nemli bir hastalik olmaktan ¢ikmisti.
Biitiin diinyada gériilme oranlar1 diistii. Ozellikle gelismis iilkelerde tamamen kontrol
altina alindi. Ancak, 1985’den sonra basta az gelismis iilkeler olmak {izere
tiiberkiiloz yeniden artmaya basladi. Bu durum baslica ii¢ nedenle agiklanmaya
calisiimaktadir. Bunlar, hastalia verilen Onemin azalmasi nedeniyle kontrol
programlarinda aksamalar sonucu baskilanmis enfeksiyonun yeniden ortaya ¢ikmasi,
cok ilaca direncli basil suslarinin artmasi ve HIV (Human Immunodeficiency Virus)
enfeksiyonunun yayginlasmasi olarak siralanabilir. Sonugta tiiberkiiloz giiniimiizde
yine énemli bir saglik sorunu haline gelmistir (11).

1.1.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mycobacterium, Yunanca mantar (myces) ve kiiciik cubuk (bacterion)
kelimelerinden tiiretilmistir. Ismin mantar kismi, bu mikroorganizmanm sivi
besiyerlerinde tiireme oOzelliklerinin kiiflere benzemesinden kaynaklanmaktadir.
Mycobacterium cinsi, yliiksek G+C (guanin+sitozin) igerikli gram pozitif bakterilerin
siniflandirilmasida, 16S rRNA dizilimlerine gére Corynebacterium ve Nocardia ile
birlikte, Actinomycetales takiminda siniflandirilmis olup, Mycobactericeae ailesinde
yer alan tek cinstir (1, 12).

Mycobacterium tuberculosis kompleks disinda kalan tiim mikobakteriler
tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler “Mycobacteria other than M. tuberculosis (MOTT)”
olarak adlandirilirlar. Ernest Runyon 1950’1i yillarin sonlarina dogru M. tuberculosis
disindaki diger mikobakterilerin de goriilme sikliginin artmasi iizerine bu atipik
organizmalar1 iireme hiz1 ve pigment iiretimlerine gore dort gruba aymrmstir (13).

1. Fotokromojen

2. Skotokromojen

3. Non-fotokromojen

4. Hizl iireyenler

Bu smiflandirma wuzun yillar boyunca M. tuberculosis dismdaki
mikobakterilerin tanimlanmasinda kullamilmistir. Ancak, ilerleyen yillarda bu
smiflamanin yetersiz oldugu gorilmiistir. Mikobakterilerin hiicre yapis1 ve
genetigine ait bilgilerin artisiyla birlikte, 1987 yilinda Woods ve Washington
tarafindan yeni bir smiflandirma onerilmistir. Tablo 1’de Woods ve Washington’un

siniflandirmasi goriilmektedir (12, 13).



Tablo 1.Klinik 6nemi olan mikobakteriler (13)

insanlar icin Potansiyel Patojen Olan tiirler

M. avium-intracellulare complex
M. kansasii

Hizli iireyenler: M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus
M. scrofulaceum

M. xenopi

M. szulgai

M. malmoense

M. simiae

M. genavense

M. marinum

M. ulcerans

M. haemophilum

M. celatum

insanlarda Nadiren Hastahk Yapan Saprofitik Mikobakteriler

M. gordonae

M. asiaticum

M. terrae

M. triviale

M. shimoidei

M. gastri

M. nonchromogenicum
M. paratuberculosis

Orta Biiyiime Hiz1 Olan Tiirler

M. flavescens

Hizh Ureyen Diger Tiirler

M. thermoresistible

M. smegmatis

M. vaccae

M. parafortuitum complex
M. phlei

Mikobakteriler aerop, sporsuz, hareketsiz, 0,2-0,6pum en ve 1-10um boyunda,
diiz veya hafif kivrik basillerdir. Mikroskopik olarak dallanmis, uzun filament6z
veya kokoidal formda goriilebilirler. Tek ya da ikili, ticlii gruplar halinde ve birbirine
paralel ya da uglarindan birbirlerine yaklasarak X, V, L harfleri olusturacak bigimde
bir arada goriilebilirler. Hiicre duvar yapilar1 gram pozitif bakterilerinkine
benzemesine ragmen, gramla boyanmazlar. Hiicre duvarlar1 yiiksek oranda lipid
icerir. Bu ylizden, gram boyasiyla boyanmazlar. Boyay1 alabilmeleri i¢in uzun siire
ve 1sitilarak boyayla muamele edilmeleri gerekir. Mikobakteriler, aldiklar1 boyay1
asit-alkol ile yikanmalarina ragmen birakmazlar. Bu 6zelliklerinden dolay:1 aside

direngli bakteriler (ARB) olarak da adlandirilirlar (9, 14).



Mikobakterilerin ikiye boliinme siiresi ortalama 18-24 saattir. M. tuberculosis
icin optimal lireme 1s1s1 37°C’dir. Optimal 1s1 bazi tiirlerde 30-32°C (M. ulcerans,
M. marinum, M. haemophilum), baz1 tiirlerde de (M. xenopi) 42°C’dir. Kati
besiyerlerinde bazi tiirler R (M. tuberculosis) tipi, bazilar1 da S (M. avium-
intracellulare) tipi koloni olusturur. Bazi tiirlerin pigment iiretme 6zelligi vardir.
Mikobakteriler standart kiiltiir ortamlarinda 10-15 giinde goézle goriiliir koloni
olustururlar. Yumurtali besiyerinde (Lowenstein-Jensen) optimal 1sida pH 6,5-6,8’de
ve %5-10CO;’1i ortamda M. tuberculosis hizli bir sekilde tirer (9).

Hiicre duvar yapisi, diger bakterilerden belirgin olarak fark gosterir. Yiiksek
oranda lipid ve mikolik asid igerir. Mikobakteri hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan, diger gram pozitif bakterilerden farkli olarak, protein ve polisakkarit
yerine lipid bakimindan zengindir. Her ne kadar hiicreye seklini peptidoglikan
tabakas1 veriyorsa da, bu tabakanin lizerinde yer alan ve mikolik asit esterlerini
tastyan lipoarabinogalakton tabakasinin esas olarak hiicre gecirgenliginin
sinirlandiriimasindan  sorumlu olduguna inamilmaktadrr (Sekil 1). Ik olarak
M. tuberculosis tiirlinde gozlemlenen, basillerin diizensiz kiimelesmesi veya birbirine
paralel dizim olusturacak sekilde tireme 6zelliginin, daha sonralar1 baska mikobakteri
tiirlerinde de goriilebildigi ve bu tip iiremeden sorumlu kord faktdriin, mikolik asit
iceren makromolekiiller oldugu belirlenmistir. Mikolik asitler, mikobakterilerde tiim

hiicre duvari1 kuru agirliginin %50’sini, hiicre lipidlerinin %60’ 1 olusturur (12, 15).
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Sekil 1. Mikobakteri hiicre duvari yapisi (16)
1.D1s duvar lipidleri 2.Mikolik asit 3.Polisakkaritler 4.Peptidoglikan 5.Plazma membrani

6.Lipoarabinomannan (LAM) 7.Fosfatidilinozitol mannosid 8.Hiicre duvar iskeleti



1.1.4. Tiiberkiilozda Bulas

Tiiberkiilozda bulasma, esas olarak solunum yolu ile olusur. Tiiberkiiloz
hastalarinin 6ksiirme, konusma, sarki sdyleme gibi aktiviteleri esnasinda havaya
damlaciklar yayilmaktadir. Bu damlaciklarin bir kismi hemen yere ¢okerken, bir
kismi havada asili kalan damlacik ¢ekirdekleri halini alir. Bu ¢ekirdekler 0,5-3um
capinda ve 1-3 basil igermektedirler. Enfeksiyon bu c¢ekirdeklerin inhalasyon yolu ile
sahsin alt solunum yollarma yerlesmesiyle baslamaktadir. Tiiberkiiloz basilinin
akcigerde enfeksiyon olusturmasi basilin virulansina ve bakteriyr fagosite eden
alveoler makrofajin mikrobisidal yetenegine baghdir. Bu savunmay1 asabilen basil,
alveoler makrofajlarin i¢inde ¢ogalmaya baslar. Yeterli hiicresel immiinite gelisene
kadar basiller ¢ogalmaya devam ederler (17, 18).

1.1.5. Epidemiyoloji

1.1.5.1. Diinyada Tiiberkiiloz

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin verilerine gore, diinya niifusunun iicte biri
tiiberkiiloz basili ile enfektedir. Her yil diinyada yaklasik 9 milyon yeni tiiberkiiloz
hastas1 ortaya ¢ikmaktadir ve 1,7 milyon hasta tiiberkiiloz sebebiyle 6lmektedir. Bu
rakamlara gore her giin yaklagik 5000 kisi tiiberkiilozdan 6lmektedir. 2015 yilina
kadar hasta sayisinin 15 milyona ulasacagi, bunlarin {i¢c milyonunun HIV
enfeksiyonu ile birlikte olacag: tahmin edilmektedir. DSO 1997 yilindan bu yana
yillik tiiberkiiloz kontrolii programi yayinlamaktadir. Bu raporlar, epidemiyolojik
bilgiler yaninda tiiberkiiloz kontrolii ile ilgili uygulamalar1 ve biitceleri de ortaya
koymaktadir (19,20).

Tahminen diinyada 2009 yilinda 9,4 milyon yeni tiiberkiiloz vakasi ortaya
cikmistir. Bunlarin yaklagik 1,1 milyonu ayni zamanda HIV hastasidir. Bu rakam
insidans olarak 100000 niifusta 137 hastaya karsilik gelmektedir. 2004 yilinda
100000 niifusta 142 olan bu rakam goriinlise gore azalmakta ama bu azalma cok
yavas olmaktadir. 2009 yilinda 1,7 milyon insan tiiberkiilozdan 6lmiistiir. Bu
hastalarin 380000°1 HIV pozitif hastalardi. 2009 yilinda bildirimi yapilan tiiberkiiloz
hastasi1 sayis1 5,8 milyondur (20).

Diinya Saghk Orgiitii (DSO), 1993 yilinda tiiberkiiloz konusunda diinya

capinda acil durum ilan etmis ve biitlin iilkelere ‘Dogrudan Goézetimli Tedavi



Stratejisi’ni (DGTS) Onermistir. DGTS bugiin 190 iilkeye yayilmistir. Bu iilkeler
diinya popillasyonunun %93’iinii ve tahmini tiiberkiiloz olgularinin %99’unu
icermektedir. DSO, yayma pozitif olgularn %70’ine tan1 koymay1 ve bu olgularin
%385 1nin basar1 ile tedavi edilmesini hedef olarak belirlemistir. “Milenyum Gelisme
Hedefi” ad1 verilen bu hedefle ayn1 zamanda 2015 yilina kadar prevalans ve 6liim
oranlarinin yariya indirilmesi hedeflenmistir. 2005 yilinda yayma pozitif olgularin
%60’ ma tan1 konulmus ve bunlarin %85’ basar1 ile tedavi edilmistir. izleyen yillarda
da tedavi basarisinda istenen oran tutturulmus ama olgu bulma orami %61°de
kalmistir(19, 20).

Diinya Saglik Orgiitii , tiiberkiiloz kontrolii i¢in, 2002’de daha genis kapsamli
bir yaklasim benimsemistir. DGTS ne CID-TB, HIV+TB ve baska konular1 da
eklemis ve buna “Stop TB Stratejisi” adimi vermistir (18).

Diinyadaki tiiberkiiloz hastalarinim %81°1 22 iilkedendir. Cogunlugu Asya ve
Afrika’da olan bu iilkelere “Yiiksek Olgu Yiikii Olan Ulkeler” denilir. Afrika bolgesi
en yiiksek tiiberkiiloz insidansinm bulundugu bélgedir. Sahraalt1 Afrika ve Giliney
Dogu Asya, HIV ile tiiberkiiloz birlikteliginin en yogun oldugu bolgelerdir (20).

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2010 raporuna gére tiiberkiiloz insidansi yavas bir
sekilde diismektedir. 1990 ile 2009 yillar1 arasinda tiiberkiilozdan 6liim oranlar1
global seviyede %35 oraninda azalmistir. Bu diisiis egilimi devam ederse 2015
yilindaki %50 oraninda azalma hedefine ulasilabilir. 1995-2009 yillar1 arasinda
DGTS ile toplam 41 milyon insan basar1 ile tedavi edilmistir. Yiiksek olgu yiikii olan
22 iilkeden 13 tanesi “Milenium Gelisme Hedefi’ne ulasma yolundayken, 12 iilkede
“Stop TB Stratejisi” hedeflerine ulagsmaya yaklasilmistir. 2008 yilinda tahminen
440000 yeni CID-TB vakas1 goriilmiis ve CID-TB’den 150000 kisi 6lmiistiir. 2009
yilindaki yeni tiiberkiiloz olgularmin %3,3’ii CID-TB vakasidir (20).

1.1.5.2. Tiirkiye’de Tiiberkiiloz

Tirkiye’de tiiberkiiloz ile ilgili bilinen en yiiksek hasta sayilar1 (6lim
kayitlarma dayanilarak tahmin edilen sayilar) 1920’11 yillardadir. 1940’11 yillarda
tiiberkiiloza bagli 6liimler azalmaya baslamistir. Ancak asil diisiis ila¢ tedavilerinin
basladigr 1950’11 yillardan itibaren baslamistir. 1960’11 yillarda hastalik sikligi
100000°’de 170’dir. 1970’li yillarda azalan olgu hizi, 1980’lerden sonra yeniden



artmaya baglamis ancak, 1990’larla beraber yeniden vaka sayis1 diismeye baslamistir
(19).

Toplam 18452 tiiberkiiloz hastas1 2008 yilinda verem savasi dispanserleri
kayitlarina girmistir. Toplam olgu hizi yiiz bin niifusta 27,9°dan 25,8°e (%7,5) diisiis
gostermistir. Hastalarm 11476’s1  (%62,2) erkek, 6976’s1 (%37,8) kadindir.
Erkek/Kadin orant 1,6’dir. Olgu hizi erkeklerde 100000°de 32,0 ve kadinlarda
100000°de 19,6°drr. Olgu hizinin yas gruplarina dagilimi incelendiginde, 15-24 yas
grubundan baslayarak yiiksek bir diizey izlemekte ve 55-64 ile 65 ve iizeri yaslarda
en yiiksek diizeye ulastig1 goriilmektedir. Toplam 18452 hastada yeni olgularin orani
%90,8 (16760 kisi) iken daha 6nce tedavi gérmiis olgularin oram %9,2 (1.692 kisi)
bulunmustur (21).

Ila¢ duyarlilik testi yapilan toplam 4963 hastanin sonuglar1 incelendiginde;
%19,1’inde en az bir ilaca direng saptanirken, en yiiksek oranlarda direncin de INH’a
kars1 gelistigi goriilmiistiir. Ilag duyarlilik testi yapilan olgularin %5,3’{i (263 kisi)
CiD TB bulunmus olup, ¢ok ilaca direng orani yeni olgularda %3, tedavi gdrmiis
olgularda %18,6 olarak saptanmistir (21).

Diinya Saglik Orgiitii’niin tiiberkiiloz insidansi ile ilgili hedefi, 2015 yilina
kadar insidans hiz1 artisinin durdurularak geriye ¢evrilmesidir. Tiirkiye’nin
tiiberkiiloz insidans hizi, yillara gore azalmakta olup 2002 yilinda yiiz binde 40 iken
2008 yilinda yiiz binde 30’dur (21).

Diinya Saglik Orgiitii, tiiberkiiloz kontrol programlarmm basar1 gdstergesi
olarak prevalansi esas almaktadir. DSO’niin tiiberkiiloz prevalansi ile ilgili hedefi ,
“tliberkiiloz prevalansini 2015 yilina kadar, 1990 yila kiyasla yariya diisiirmektir”.
Tiirkiye, 1990 yilinda yiiz binde 53 olan tiiberkiiloz nokta prevalansini1 2002 yilinda
yliz binde 47’ye diisiirebilmistir. Yapilan tiiberkiiloz kontrol ¢aligmalariyla 2005
yilinda bu rakam yiiz binde 26’ya diisiiriilmiistiir ve prevalans hedefine ulasilmistir,

2006 yilinda ise hedef agilmistir (Sekil 2) (21).



Tablo 2. ila¢ Duyarlilik Testi (IDT) Calisilan Hastalarda Olgu Tanimina Gore Her
Bir TB Ilac1 I¢in Toplam Direng Sonuglarr®, 2005-2008 (21)

OLGU 2005+ 2006 2007 2008
TANIMI Direncli | Direncli | Direncli | Direncli | Direncli | Direncli | Direncli | Direncli
Savi %o Sayl %o Say1 % Say1 %o
Yeni Hastalar (n=3.237) (n=4.135 (n=4.14%) (n=4.221)
Izonivazid 201 0.0 444 10,7 402 11,9 479 11,3
Rifampisin 144 4,4 185 4.5 202 4.9 166 39
Etambutol o7 3,0 147 3,6 115 2.8 143 34
Streptomisin 227 7.0 348 8.4 296 7.1 275 6,5
ciD 101 31 131 32 120 2,0 125 3.0
Tedavi Gérmiis (n=508) (n=T711) (n=775) (n=742)
Hastalar
Izonivazid 139 274 169 23.8 214 27,6 207 27,0
Rifampisin 107 21,1 141 19.8 145 18,7 162 21.8
Etambutol 51 10,0 04 132 64 8.3 71 9.6
Streptomisin 77 15,2 121 17.0 107 13,8 a6 12,9
ciD o0 17,7 118 16.6 120 15,5 138 18.6
Tiim Hastalar (n=3.745) (n=4.846) (n=4.917) (n=4.963)
Izonivazid 430 11.5 613 12,6 706 14,4 6586 13.8
Rifampisin 251 6,7 326 6,7 347 7.1 328 6,6
Etambutol 148 4,0 241 5,0 179 3.6 214 43
Streptomisin 304 8,1 460 9,7 403 8.2 371 7.5
CiD 191 5,1 249 51 240 4,9 263 5.3

* Her bir ilag i¢in toplam direngli hasta sayist belirlenirken, diger ilaglara direngli ya da duyarli olmasi
dikkate alinmamustir.

** 2005 yilinda etambutol i¢in 3 yeni, 1 tedavi gérmiis; streptomisin i¢in 1 yeni, 1 tedavi gérmiis
hastanin IDT sonucu bulunmamaktadir. 2006 yil1 i¢in 2 yeni hastada etambutol, 1 yeni 1 niiks hastada
streptomisin i¢in IDT sonucu yoktur.
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Turkiye ve DSO Avrupa Bélgesi TB Nokta Prevalans Hizlari
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Sekil 2. Tiirkiye ve DSO Avrupa Bélgesinde 1990, 2002 ve 2006 yillarinda Nokta Prevalans
Hizlar1 (21)

Tiirkiye 2005 yilindan itibaren “gok ilaca direngli vakalarini iki y1l boyunca
takip edip tedavi sonuglarini raporlayabilen” bir iilke haline gelmistir. “Diinya Saglik
Orgiitii Kiiresel Tiiberkiiloz Kontrolii 2009 Raporu’na gore diinyada bunu
basarabilmis toplam bes iilke vardir (21).

1.1.6. Patogenez

Mycobacterium tuberculosis, profesyonel fagositlerin  Oldiirticti
mekanizmalarindan basariyla kacgabilen hiicre i¢i bir patojendir. Damlacik
cekirdekleri yoluyla bulasan basil, alveollere kadar ulastiginda, aktive olmamis
alveoler makrofajlar tarafindan tutulur. Basiller makrofajlara; kompleman
reseptorleri, mannoz reseptorleri veya ¢opgii reseptorler (scavenger receptor) denilen
reseptorler yolu ile tutunur ve Toll benzeri reseptorler ile tanmarak girer.
Makrofajlarin bakterisidal aktivitesi ile basilin virulansi arasindaki savasta dort
olasilik vardir (22, 23).

1. Konagm immun yanit1 basili makrofaj i¢inde 6ldiiriir ve enfeksiyon gelismez.
2. Basil makrofaj i¢inde cogalir ama daha sonra gelisen immun yanitla

enfeksiyon kontrol altma alinir ve koruyucu immiinite gelisir. Bu duruma
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“primer enfeksiyon” denir. Klinik ve radyolojik bulgu yoktur ancak, PPD

pozitiflesmesi sz konusudur.

3. Basiller primer enfeksiyonu takiben cogalmaya devam eder ve “primer
tiiberkiiloz” meydana gelir. Yani klinik hastalik ortaya ¢ikar.

4. Primer enfeksiyon sonras1 meydana gelen kazedz nekroz i¢cinde canli kalan
basiller, hayatin herhangi bir devresinde herhangi bir nedene bagli olarak
reaktive olabilir ve “sekonder tiiberkiiloz” meydana gelir.

Alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilen ve sindirilemeyen basiller
cogalarak makrofajlar1 parcalar ve alveoler boslugu gecerler. Makrofajlardan salinan
kemotaktik faktorler dolasimdaki monositlerin lezyon bdlgesine toplanmasini
saglayarak graniilom olusumunu baglatir. Makrofajlar tarafindan hiicre icine alinan
basiller, hiicre i¢inde ¢esitli toksik maddelerle oldiiriilmeye c¢alisilir. Basil de bu
mekanizmayi, ¢esitli yollarla engellemeye calisir. (23, 24).

Mycobacterium tuberculosis’in inhalasyonundan sonra, 2-6 hafta i¢inde
etkene karst Ozgiil hiicresel immiin yanit gelisir. Lezyon bdlgesinde cogalan
basillerin tiiberkiilin benzeri proteinleri, doku hasar1 yapan gecikmis tip asir1
duyarhlik reaksiyonuna yol agar. Gecikmis tip asir1 duyarlilik yaniti, tiiberkiilin testi
pozitifligine ve tiiberkiilozda goriilen kazeifikasyon, likeifikasyon ve kavitasyona
neden olur. Konagin bu yaniti, basil iceren makrofajlar ile ¢evre dokular1 harap
ederek, inaktif makrofajlar icindeki basillerin ¢ogalmasmi durdurur ve graniilom
merkezinde kazedz nekroz dokular olusturur. Olusan kazedz nekroz ortaminda
basiller, anoksik kosullar nedeniyle ¢ogalamazlar, yillarca hatta yasam boyu dormant
halde kalirlar. Primer enfeksiyon ve primer odaklarin (Ghon odagi) olustugu bu
evrede tliberkiilin testi pozitiftir. Baz1 olgularda primer odak ve lenfadenomegali
birlikte goriilebilir. Bu olaya primer kompleks (Ranke kompleksi) denir (24, 25).

Primer tiiberkiiloz enfeksiyonu, olgularin %90-95’inde sessiz seyreder ve
immiinite tarafindan kontrol edilir. Bu olgularin primer enfeksiyonu gecirdigi sadece
PPD pozitifligi ile saptanabilir. Hastalik belirtisi goriilmez. Geriye kalan %5-10
hastada ise primer tiiberkiiloz hastaligi gelisir. Hastalarda ates, Okstiriik, kilo kaybi,
istahsizlik gibi semptomlar vardir (25).

Primer tiiberkiilozun radyolojik tanis1 hiler, paratrakeal lenfadenopati

saptanmas1 ile konur. Primer kompleks goriilebilir. Hastalarin yaklasik %35’inde
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primer tiiberkiiloz kontrol altina alinamaz hematojen yayilimla miliyer tiiberkiiloz
gelisebilir (22, 25).

Primer enfeksiyonu geciren kisilerin %10 kadarinda, hayatlarinin herhangi bir
bolimiinde klinik hastalik gelisebilir. Sekonder tiiberkiiloz denilen bu tablo,
genellikle primer enfeksiyon sirasinda akcigerin apikal, subapikal bdlgelerine
yerlesen ve burada sessiz halde canliligmi siirdiiren basillerin, immiinsiipresif tedavi
veya AIDS gibi hiicresel immiin yanit1 baskilayan bir hastalik sonucu reaktive
olmasiyla meydana gelir. Sekonder tiiberkiiloz, bu endojen reaktivasyon yaninda,
primer enfeksiyonu olan bir kisinin eksojen olarak tiiberkiiloz basili ile yeniden
enfekte olmasi ile de ortaya ¢ikabilir. Eksojen reaktivasyonda da immiin sistemin
baskilanmasi tetikleyici etkendir. (12, 22).

Sekonder tiiberkiiloz baslangigta siklikla asemptomatiktir. Bazi hastalarda
yorgunluk, istahsizlik, halsizlik, kilo kaybi, subfebril ates, gece terlemesi, kuru
oksiiriik gibi belirtiler goriilebilir. Daha sonra balgamli Oksiiriik gelisir. Balgam
miikopiiriilan veya kanli olabilir. PPD, ¢ok ilerlemis olgular disinda daima pozitiftir.
Sekonder tiiberkiiloz en sik olarak akcigerin apeksinde goriiliir (12).

1.1.7. Laboratuvar Tanisi1

Tiberkiilozdan korunmanin en etkin yolu hastaligin erken taninmasi ve tedavi
edilmesidir. DSO kararma gore bir hastaya kesin tiiberkiiloz tanis1 konulabilmesi igin
uygun sekilde alman klinik Ornegin laboratuvara gonderilmesi, ekim yapilan
besiyerlerinde iiretilmesi ve tanimlanmasi gerekir. Tiiberkiiloz tanisi i¢in rutin
calisan laboratuvarlarin yapilanmasi1 DSO tarafindan belirlenmis olup 3 asamadan
olugsmaktadir. “Birinci Asama Laboratuvarlar” hasta Orneklerinden sadece
mikroskobik inceleme ile asit ve alkaliye direngli bakteri varligini1 arastirmakta iken,
“Ikinci Asama Laboratuvarlar” kiiltiir ve M. tuberculosis’in diger mikobakterilerden
ayrilmasmi, “Uciincii Asama Laboratuvarlar” ise bunlara ek olarak mikobakterilerin
tir diizeyinde idendifikasyonunu ve ila¢ duyarhliklarnin ¢alisilmasi ile
gorevlendirilmistir. Ulkemiz bu acidan degerlendirildiginde, DSO’niin 6nerdigi
laboratuvar derecelendirmesine benzer bir yapilanmanin, Saglik Bakanligi Verem
Savast Daire Baskanligi'na bagli laboratuvarlarda mevcut oldugunu, bir¢ok
Universite hastanesi, ozellikle egitim arastirma hastaneleri ile ihtisaslasmis

hastanelerin 3. asama laboratuvar hizmeti verdikleri sdylenebilir (26).
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Tiberkiilozun mikrobiyolojik tanmisinin tam ve dogru olarak yapilabilmesi,
klinik 6rnegin uygunluguna baghdir. Cok ¢esitli organlar1 ve dokular: tutabilen bir
hastalik oldugu i¢in, materyal secimine 6zen gosterilmeli, endojen flora ve ¢evresel
kontaminasyonu en aza indirmek i¢in de 6rnek alinirken aseptik kosullara dikkat
edilmelidir. Tuberkiiloz tanisinda kullanilan geleneksel yaklasimlar, klinik
orneklerden dogrudan hazirlanan aside direngli boyamalardan sonra mikroskobik
inceleme ile basilin goriilmesi ve sivi veya kati besiyerlerine ekimlerden sonra
iireyen basillerin tanimlanmasi esasina dayanmaktadir (27, 28).

1.1.7.1. Mikroskopi

Mikroskop 1ile hasta Ornegindeki tiiberkiiloz basillerinin saptanmasi,
tiiberkiiloz hastaliginin tanisini koymak i¢in en hizli, en ucuz ve en pratik yontemdir.
Tiberkiiloz basilinin ikiye bdliinme siiresi ortalama 18 saat oldugundan, kiiltiir ile
iretilerek izole edilmesi uzun zaman almaktadir. Bu ylizden mikroskopik tani
glinimiizde de hala Onemini korumaktadir. Hasta Orneklerinden hazirlanan
preparatlara, degisik boyama yontemleri uygulanarak mikroskopik degerlendirme
yapilir. Gliniimiizde en sik kullanilan Erlich-Ziehl-Neelsen’in (EZN) aside direncli
boyama (ARB) yOontemidir. Bu yontem ve Kinyoun’un yonteminin temel ilkeleri,
mumlu, bol lipit igeren mikobakteri hiicre duvarinin karbol-fuksin boyasina
cekiciligine dayanir. EZN yOnteminde lam alttan isitilarak karbol fuksin dokiiliir.
Hiicreler bir kere boyay1 aldiktan sonra, asit-alkol dokiilmesine ragmen dekolorize
olmazlar. Sonra, lama metilen mavisi (EZN) ya da malasit yesili (Kinyoun)
dokiilerek zit boyama yapildiginda, zit boya zemini istiinde kirmizi boyanmis
basiller goriiliir (1, 26).

Modern laboratuvarlarda 1989 yilindan beri floresan mikroskop, aside
diren¢li boyalarin yerini almistir. Bu teknolojinin temeli de boyalar icin yagin
cekiciligi esasina dayanmaktadir. Fakat buradaki boyalar, auramine-rhodamine’dir.
Mikobakteri bu maddeyi emer ve asit-alkol ile boyasmn1 vermez. Ultraviyole
mikroskopunda, 25x veya 40x gibi kiiciik biiylitmeli objektifler kullanilarak yapilan
taramalarda koyu zeminde parlak yesil refle veren yapilarin goriilmesi anlamlidir.
Florokrom boyama teknigi, gozii daha az yormasi, kisa zamanda daha fazla alanin
incelenmesi ve bakterilerin daha kolay secilmesi gibi avantajlar1 nedeniyle, bir¢ok

laboratuvar tarafindan tercih edilmektedir (1, 9).
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1.1.7.2. Orneklerin Islenmesi

Normalde steril olmasi1 beklenen kan, biyopsi materyali, aspirasyon sivilar1 ve
kemik iligi gibi 6rnekler dogrudan kiiltiir ortamina ekilebilir. Ancak, normal flora ile
kontamine olan balgam, diski gibi Orneklerde mikobakterilerin yaninda bir¢ok
mikroorganizma da bulunur. Diger bakterilerin ikiye boliinme siireleri
mikobakterilerden daha kisa oldugundan, besiyerinde M. tuberculosis’den Once
iireyerek, ortamu elverissiz hale getirirler (9, 29).

Tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyonu amaciyla, klinik 6rneklere 16kosit,
eritrosit, viicut sivilar1 ve doku gibi organik kalintilardan arindirmak ve aside direngli
bakteri yogunlugunu artrmak i¢cin homojenizasyon/dekontaminasyon ve
konsantrasyon islemi uygulanir (9, 30).

Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon isleminde en sik N-asetil-
L-Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) ve NaOH (%3-4) gibi yontemler
kullanilmakla birlikte, zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit, setilpridinyum klorid-
sodyum klorid gibi farkli yontemlerden de yararlanilabilir (30).

1.1.7.3. Besiyerleri ve Kiiltiir Yontemleri

Mikroskopik muayenede ARB arastirilmasi, tiiberkiiloz tanist ig¢in ¢ok
degerli, basit ve ucuz bir yontemdir ve 6n tan1 degeri tasir. Fakat tiiberkiilozun kesin
tanis1 i¢in etkenin kiiltiir ortaminda tekrar gosterilmesi ve bazi testler ile
dogrulanmas1 gerekir. Kiiltiir, M. tuberculosis tanisi i¢in ‘altin standart’ yontemdir
(31).

Konvansiyonel olarak mikobakteri izolasyonu i¢in kullanilan besiyerleri
ozelliklerine gore, kat1 ve sivi besiyerleri olarak ayrilabilir. Sivi besiyerlerine,
Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween albumin sivi besiyerleri 6rnek verilebilir. Kati
ozellikteki besiyerleri, de yumurta ve agar bazli olarak ikiye ayrilir. Yumurta bazl
besiyerlerine, Lowenstein-Jensen, Petragnani ve American Thoracic Society Medium
ornek verilebilir. Agar bazli besiyerleri ise Middlebrook 7H10 ve Middlebrook
7H11°dir (26).

Asagidaki tablolarda antibiyotik icerip (segici), icermemelerine (secici
olmayan) gore mikobakterilerin kiiltiirde {tretilmeleri i¢cin kullanilan besiyerleri

stralanmastir.
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Tablo 3. Selektif Olmayan Besiyerleri (31)

Besiyeri Icerik Inhibitor Ajan

Lowenstein-Jensen Koagiile tam yumurta, Malasit yesili 0,025g/100ml
bazi tuzlar, gliserol, patates unu

Petragnani Koagiile tam yumurta, yumurta Malasit yesili 0,052g/100ml
sarisl, siit, gliserol, patates,
patates unu

Middlebrook 7H10 Bazi tuzlar, vitaminler, Malasit yesili 0,0025g/100ml

kofaktorler, oleik asit, albumin,
katalaz, gliserol, dekstroz
Middlebrook 7H11 Bazi tuzlar, vitaminler, Malasit yesili 0,0025g/100ml
kofaktorler, oleik asit, albumin,
katalaz, gliserol, dekstroz,

%0,1 kazein hidrozilat

American Thoracic Koagiile taze yumurta saris, Malasit yesili 0,02g/100ml
Society Medium Gliserol, patates unu
(ATSM)

Tablo 4. Secici Besiyerleri (31)

Besiyeri icerik Inhibitor Ajan

Lowenstein-Jensen Standart besiyeri igerigi Malasit yesili 0,025g/100ml

(Gruft RNA-5mg/100ml

modifikasyonu)

Lowenstein-Jensen Standart besiyeri igerigi Malasit yesili 0,025g/100ml
Sikloheksimid 400mg/ml,

Linkomisin 2mg/ml
Nalidiksik asid 35mg/ml
Middlebrook 7H10 Standart besiyeri igerigi Malasit yesili 0,0025g/100ml
Sikloheksimid 360mg/ml
Linkomisin 2mg/ml
Nalidiksik asit 20mg/ml

Middlebrook 7H11 Standart besiyeri igerigi Karbenisilin 50mg/ml
(Mitchison besiyeri) Amfoterisin B 10mg/ml
Polimiksin B 200mg/ml

Trimetoprim laktat 20mg/ml

Stv1 besiyerleri arasinda yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween

albumin, mikobakterilerin stok suslarmin subkiiltiirlerinin yapilmas: ve duyarlilik
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deneylerinde kullanilir. Ayrica, bakteri sayismin az oldugu steril bolgelerden alinan
orneklerde bakteriyi ¢ogaltmak amaciyla da kullanilabilir (32).

Bu besiyerlerinde yapilan kiiltiirlerin hepsi organizmalarm {liremesi i¢in en az
birka¢ haftaya ihtiyag duymaktadir. Amerikan Hastalik Kontrol Mekezi (CDC) klinik
orneklerden M. tuberculosis’in izolasyon ve identifikasyonu i¢in gerekli siirenin
14-21 giin ile smirlandirilmasmi 6nermektedir. Bu nedenle tiiberkiiloz basilinin daha
hizl1 tiremesini ve lremenin erken donemde tespitini saglamayr amaglayan hizli
kiiltiir sistemleri gelistirilmistir (32, 33).

BACTEC 460TB (Becton Dickinson, ABD):Hizl1 kiiltiir sistemleri i¢inde
yer alan yar1 otomatize Bactec 460TB sistemi, izolasyon, identifikasyon ve duyarlilik
deneylerinin uygulandig1 bir sistem olarak uzun yillardir basar: ile kullanilmaktadir.
Cihaz, radyoaktif pariltiyr sayan bir sintilasyon sayaci, bir aspirasyon ignesi ve
iizerine 60 adet kiiltiir sisesi yerlestirilebilen bir rayli sistem igeririr. Rayli sistem
hareket ettikge, her kiiltiir sisesi sirayla 80 saniyede bir aspirasyon ignesinin altindan
gecer. Test sisesi aspirasyon ignesinin tam altina gelince, igne sisenin tepesindeki
lastik tapaya dogru iner. Sisenin iist kismindan bir miktar gaz aspire edilir ve
sintilasyon sayacina verilir. Cihazda, ayn1 zamanda test alaninda negatif basing
altinda havay filtre eden bir parca ve ek bir giivenlik kaynagi olarak ultraviyole 151k
kaynag1 vardir. Aspirasyon ignesi, bir sonraki siseye swra gelene kadar elektrikle
sitilarak sterilize edilmektedir (13).

BACTEC 12B siv1 kiiltiir sisesi islem icin anahtar ozelliktedir. Sise, dar
boyunlu, 20 ml hacminde, agiz kismi ince lastik bir tapa ile kapatilmis cam bir
sisedir. 4 ml Middlebrook 7H9 besiyeri bazinda, sigir serum albumini, kazein
hidrolizat, katalaz ve polioksilen stearat igerir. Kiiclik bir miktar polimiksin B,
amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin karisimi (PANTA)
kontaminantlarin tiremesini engellemek i¢cin ortama eklenir. Besiyerinin igeriginde
tiremeyi tespit icin '*C isaretli palmitik asit de bulunur (13).

BACTEC 12B sisesine 0,5 ml homojenizasyon-dekontaminasyon-
konsantrasyon islemlerinden gegirilmis 6rnek inokule edilir ve 35°C’de inkiibe edilir.
Ortamda mikobakteri varsa, sisenin iist boslugunda "C0, birikir. "*CO, miktari,
ireme miktari ile orantilidir. Belirli bir inkiibasyon periyodundan sonra rayli sisteme

yerlestirilen siseler iireme olup olmadigi yoniinde degerlendirilir. Aspire edilen
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gazdaki radyoaktif parilt1 miktarmin 6l¢iimii “Growth Index” (GI) ad1 verilen sayisal
bir degere cevrilir. 10’un iistiinde bir GI degeri pozitif kabul edilir. Ureme
goriildiigtinde BACTEC 12B sisesinden bir miktar alinip ARB bakilir (13).

Konvansiyonel kat1 besiyerleri ile karsilastirildigimna BACTEC ile klinik
orneklerden pozitif kiiltiir elde etme oraninda artis goriiliirken, pozitif kiiltiiriin tespiti
icin gereken siirede de azalma vardir. Sistemin dezavantajlar1 olarak, sarf
malzemelerin pahali olmasi, koloni morfolojisinin gozlenememesi, karisik kiiltiirlerin
tespit edilememesi ve radyoaktif atiklarmm uzaklastirilmasindaki zorluklardan
bahsedilebilir. ignenin bir sonraki aspirasyondan dnce yetersiz sterilizasyonu ¢apraz
kontaminasyona yol agabilir (13, 32).

Bu sistemde, izolasyonun yani sira, Mycobacterium tuberculosis kompleksi
ile tiiberkiilloz dis1 mikobakterilerin (MOTT) ayrimi yapilabilmekte ve
M. tuberculosis kompleksi suslarinin primer antitiiberkiiloz ilaglara duyarliligi
denenmektedir. Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin ayrimimda p-nitro-a-asetilamino-f3-
hidroksi-propifenon (NAP) kullanilir. NAP iceren kiiltiir ortaminda M. tuberculosis
kompleks iiyeleri liremezken, digerleri iirer. ‘Altin Standart’ olarak kabul edilen
Bactec 460TB sistemi giinlimiize degin hizl1 mikobakteri izolasyonu i¢in gelistirilmis
en 1yi siv1 besiyeri bazli sistem olmasina ragmen, yerini artik radyometrik olmayan
sistemlere birakmaktadir. Clinkii radyoaktif materyallerin temini ve atilmasi biiyiik
bir problem olusturmaktadir (13, 32).

MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD) (Mycobacteria Growth Indicator
Tube“Mikobakteri Ureme Gosterge Tiipii”): Bu sistemde kullanilan tiiplerde,
Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri ve dip kisimlarda oksijene duyarli rutenyum metal
kompleksi iceren silikon bulunur. Klinik 6rnekler ekilmeden once besiyerlerine
OADC (oleik asit, sigir albumin, dekstroz, katalaz ) ve PANTA ilave edilir. Daha
sonra 0,5 ml klinik 6rnekten ilave edilir. Besiyerleri 37°C’de inkiibe edilir. Klinik
ornegin ekiminden sonraki giin baslayarak, her giin 6rnekler okutulur. Kullanilan
besiyerlerinde herhangi bir lireme olmadiginda oksijen varligina bagl olarak silikon
tabakaya gonderilen ultraviyole 1sinima karsi floresans olugsmazken, mikobakteri veya
baska mikroorganizmalar iirediginde oksijenin kullanilmasi sonucu ultraviyole
1s18ma kars1 floresans olusmakta ve olusan floresans miktar1 iireme indeksi olarak

degerlendirilmektedir. Tam otomatize bir sistem olmakla birlikte, homojen olmayan
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bir bulaniklik olusumu da liremeyi makroskopik olarak degerlendirmeyi miimkiin
kilmaktadir. (13, 32).

MB/BacT Sistemi (Organon Teknika, irlanda): Mikobakterileri tespit
etmek icin gelistirilmis otomatize bir sistemdir. MB/Bac T siseleri, vakumlu, CO,,
nitrojen ve oksijen igeren bir atmosfer iginde gelistirilmis Middlebrook 7H9 besiyeri
icerir. Sisenin icerigi, en sik rastlanan mikobakteri tiirleri i¢in elverisli beslenme ve
cevre kosullarini saglar. PANTA ve 6zel biiyiime faktorleri igeren bir karisim her
ekimden Once ilave edilir. Besiyerinin dip kisminda iiremeyi degerlendirmek icin,
CO; varliginda koyu yesilden agik sartya donen kolorimetrik bir sensor vardir (13).

ESP II Kiiltiir Sistemi (Trek Diagnostic Systems, ABD): Besiyeri siseleri,
modifiye Middlebrook 7H9, kaziton, gliserol ve seliiloz siinger igerir. Siingerler,
mikobakterilere akcigerlere benzer bir iireme alami saglar. Orneklerin ekimi
yapilmadan o6nce, polimiksin B, vankomisin, nalidiksik asit ve amfoterisin B
(PVNA) iceren antibiyotik karigimi besiyerine ilave edilir. Her kiiltiir sisesinde,
mikroorganizmalarin metabolik aktivitesine bagli olusacak gaz basincindaki
degisiklikler siirekli olarak bilgisayarda izlenir (13).

BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson, ABD): Bu sistemde modifiye bir
Middlebrook 7H9 besiyeri olan MYCO/F kullanilir. Ekimden once besiyerine
PANTA ilave edilir. Ureyen mikroorganizmalarin tiikettigi oksijen, besiyeri
ortamindaki floresan artisi ile tespit edilir. BACTEC 9000 MB sisteminde, bilgisayar
destekli olarak floresan seviyesi ve tireme takip edilir (34).

Septi-Chek AFB (Becton Dickinson, ABD): Bu sistem bifazik bir sistemdir.
Biri swvi digerleri kati olmak tizere dort besiyeri igermektedir. Sivi besiyeri
Middlebrook 7H9 ve kat1 besiyerleri Middlebrook 7H11, Lowenstein-Jensen ve
cukulata agardir. Kiiltiir isleminden Once besiyerine glukoz, gliserin, oleik asit,
pridoksal HCI, katalaz, albumin ve PANTA iceren zenginlestirici ilave edilir. Ozel
bir araca gereksinim gostermemekte ve radyoaktif madde kullanmamaktadir. Klinik
orneklerin ekilmesinden sonra besiyerleri ilk 24 saat ters olarak bekletilir ve siire
sonunda dik konuma getirilir. Kiiltiir siiresince besiyerleri hafifce calkalanarak sivi
besiyerinin kati besiyerlerine temasi saglanmalidir. Tamisal duyarliligi geleneksel
kiiltiirlerden iistiin, BACTEC'e yakin ya da ondan biraz daha iyidir. Uremeyi
saptama siiresi ise BACTEC'den biraz daha uzundur (13, 32, 35).
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1.1.7.4. Molekiiler Tanm1 Yontemleri:

Glinlimiizde tiiberkiilozun rutin laboratuar tanisinda molekiiler yontemlerin
kullanilmas1 halen tartismali bir konudur. Bugiin halen bir¢ok merkezde tiiberkiiloz
tanis1 amaciyla mikroskopik inceleme ve kiiltiir kombinasyonu kullanilmaktadir.
Ozellikle direngli olgu sayisindaki artis nedeniyle, tedaviye bir an &nce
baslayabilmek ve yeni bulaslar1 6nleyebilmek amaciyla, duyarliligi ve ozgilligi
yiiksek, hizli sonu¢ veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar
yontemlerinin gilinliik kullanima girmesi 6nemli bir gereksinim haline gelmistir. Bu
amagla yapilan caligmalarda gelistirilmis olan molekiiler yontemler, giiniimiizde
tiiberkiiloz tanisinda rutin kullanimda yer almaya baslanmislardir (27).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) uygulamalarinda sik¢a gozlenebilen
kontaminasyon riskini ortadan kaldirabilmek, duyarlilik ve 6zgiilliigii arttirabilmek
icin bir¢ok yeni yontem gelistirilmistir. Bu amagla gilinlimiizde, hasta 6rneklerinden
direkt olarak M. tuberculosis varligmi arastirmak amaciyla niikleik asit
amplifikasyon esasli sistemler gelistirilmistir. Kiiltiirde iireyen mikobakterilerin kisa
siirede tiir diizeyinde tanimlanmasini ve/veya tiiberkiiloz ilaglarina karsi direncg ile
iliskili mutasyonlar1 saptamaya yonelik; DNA prob hibridizasyonu esasl iiriinler,
DNA sekans analiz kitleri ve molekiiler biyoloji ve bilgisayar teknolojisini birlestiren
DNA mikroarray teknolojisi liriinleri gelistirilmistir (36).

Niikleik asit amplifikasyonuna dayali sistemler, IS 6110 insersiyon dizisi ve
16S rRNA ve 23S rRNA’yr hedef alir. Mikobakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda genellikle 16S rRNA, hps65, rpoB ve daha pek ¢ok gen bolgesi
hedef olarak secilir. Giinlimiizde ticari olarak kullanilan molekiiler sistemlerin
bazilar1 sunlardir (36):

o  Mycobacterium tuberculosis Direct Test (MTD: Gen-Probe, ABD)

e Cobas Amplicor MTB Assay (Roche Diagnostic System, Isvigre)

e LCx MTB Assay (Abbott Laboratories, ABD)

e BD ProbeTec ET (Becton Dickinson Biosciences, ABD)

e (Q-Beta Replicase-Amplified Prob Assay (Downers Grove, ABD)

e Real-Time PCR MTB Assay (LightCycler-Roche, iCycler-BioRad,
ABD)

e The AccuProbe System (Gen-Probe, ABD)
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e INNO-LIPA Mycobacteria (Innogenetics, Belgika)
e MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial Sequencing Kit (PE Applied
Biosystems, ABD)

1.1.7.5. Tiiberkiilozun Serolojik Tanis1

Tiberkiiloz tanisinda serolojik testlerin kullanilmasmma uzun zaman once
baslanilmig olmasina ragmen, bu testler rutin olarak kullanilabilecek performansi
gosterememistir. Tiiberkiilozun serolojik olarak tanimlanmasi amaciyla gelistirilen
testler li¢ grupta toplanabilir. Bunlar; mikobakterilere 6zgiil antijenler veya bu
antijenlere karsi olusan antikorlari tespit eden testler ve tiiberkiiloz enfeksiyonu
sirasinda artan IFN-y Olgiim testlerinden olusur. Tiiberkiilozun serolojik tanisi
amaciyla yapilan calismalarda, ELISA temelli yontemler, immiinokromotografik
yontemler ve Western Blot kullanilmaktadir. Serolojik ¢alismalarda en ¢ok tizerinde
calisilan antijenler sunlardir (37, 38):

e Antijen5

e Antijen 60

e 38 kDa Antijen

e 30 kDa Antijen

e 88 kDa Antijen

e Lipoarabinomannan (LAM)

Serolojik testler basit, pahali olmayan ve kolay degerlendirilebilen testlerdir.
Ozellikle akciger disi tiiberkiiloz tanisinda, ¢ocuklar ve diiskiin hastalar gibi 6rnek
almanin zor oldugu durumlarda avantaj saglamaktadir. Ancak, bu testlerin duyarlilig
yayma pozitif hastalarda yliksek olmasina ragmen, ¢ocuklarda, akciger dis1
tiiberkiiloz vakalarinda, HIV ile enfekte kisilerde ve yayma negatif hastalarda daha
diistiktiir. Latent enfeksiyon ile aktif tiiberkiiloz hastaligin1 veya M. tuberculosis’i
MOTT’lardan giivenli bir sekilde aywramaz. Bu 06zellikleri testlerin kullanimini
sinirlamaktadir (27).

Gilintimiizde molekiiler biyolojideki ilerlemeler sonucu tiiberkiilin deri testine
(TDT) alternatif olarak T hiicre temelli IFN-y serbestlestirme testleri gelistirilmistir.
M. tuberculosis’e spesifik ESAT-6 (early secrotory antigenic target protein 6) ve
CFP-10 (culture filtrat protein 10) antijenleri tiiberkiiloz tanisi i¢in biiyiik potansiyel
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olusturmaktadirlar. Son calismalar bu antijenleri kullanan IFN-y testlerinin, TDT
iizerinde avantajlar1 olabilecegini gostermektedir (27).

Glinlimiizde ticari olarak kullanilan IFN-y testleri; enzim linked immunospot
(ELISPOT) yontemini kullanan T SPOT-TB (Oxford Immunotec, ABD), orijinal
QuantiFERON-TB ve onun gelistirilmis versiyonu olan QuantiFERON TB Gold
testtir (Cellestis International, Avustralya) (27).

1.1.7.6. Tiiberkiilin Deri Testi:

Bu test M. tuberculosis ile olusan enfeksiyonda ortaya ¢ikan gec tip asiri
duyarlilik reaksiyonunu gosteren, intradermal uygulanan bir yontemdir. Testin
pozitif sonu¢lanmasi, o kisinin tiiberkiiloz basili ile enfekte oldugunu gosterir ama
tiiberkiiloz hastaliginin varligini ya da yoklugunu gostermez. Tiiberkiilin deri testinde
antijen olarak tiiberkiiloz basilinin proteinleri kullanilir. Old tiiberkiilin, tiiberkiiloz
basilinin kaynatilmis kiiltiirinden elde edilen O6zdir. 1934°de Siebert old
tiiberkiilinden basit bir protein ¢okeltisi elde etmis ve buna PPD (piirifiye potein
derivesi) adimi vermistir. Giinlimiizde birgok yerde tiiberkiilin der1 testi i¢in tercih
edilen preparat PPD’dir. Standart soliisyonda 0,1 ml i¢inde 5 TU (tiiberkiilin iinitesi)
PPD dozu bulunur (12, 23).

Tiiberkiiliin deri testi uygulamasinda genellikle altin standart olan Mantoux
testi kullanilir. Mantoux testinde, 0,1 ml soliisyonda 5 TU PPD ince bir igne ile 6n
kol deri icine verilerek 6-10 mm c¢apinda bir papiil olusturulur. 48-72 saat iginde
olusan endiirasyonun c¢ap1 dlgiiliir. Tablo 5.’da Saglik Bakanlig1 Verem Savas Daire
Bagkanlig: tarafindan ¢ikarilan “Tiirkiye’de Tiiberkiilozun Kontrolii I¢in Basvuru
Kitab1”ndan alinmig TDT degerlendirme kriterleri goriilmektedir (23, 39).

Tablo 5.TDT degerlendirme kriterleri (39).

BCG’lilerde

0-5 mm Negatif kabul edilir

6-14 mm BCG’ye atfedilir

15 mm ve iizeri Pozitif olarak kabul edilir, enfeksiyon olarak degerlendirilir

BCG’sizlerde

0-5 mm Negatif kabul edilir

6-9 mm Siipheli kabul edilir, 1 hafta sonra test tekrarlanir; yine 6-9 mm
bulunursa negatif kabul edilir; 10 mm ve {izeri pozitif kabul edilir

10 mm ve iizeri Pozitif kabul edilir

Bagisiklig1 baskilanmug kisilerde 5 mm ve tizeri pozitif kabul edilir
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1.1.8. Duyarhhik Testleri

Antitiiberkiiloz ila¢ direncinin silirveyansi, tiiberkiiloz kontrol programlarinin
basarisin1 degerlendirmede onemli bir yontemdir. Duyarlilik sonuglar1 olmaksizin
yapilan tiiberkiiloz tedavileri, tedavi basarisizligi riskini ve antitiiberkiiloz ilaglara
kars1 direncg gelisimi riskini arttirmaktadir. DSO, tiiberkiiloz tedavi programlarmnin
etkilerinin takip edilebilmesi i¢in, standart tedavi rejimlerine ilaveten ila¢ duyarlilik
testlerinin de siirveyansin1 dnermektedir. Ozellikle tedavinin {iciincii ayinda hala
yayma pozitif olan hastalar veya tedaviye yanitsizligi olan hastalar ile daha once
tiilberkiiloz tedavisi almis olan hastalara mutlaka ilag duyarlilik testi yapilmasi

onerilmektedir(40, 41).
1.1.8.1. Klasik Kiiltiir Yontemleri

1. Mutlak Konsantrasyon Yontemi: Antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine,
2x10°-1x10* cfu/ml civarinda mikobakteri igeren ekim yapilir. ilagh besiyerinde
20 koloniden fazla olmasi o ilaca bakterinin direncli oldugunu gosterir. Ekim
orneginin bu kadar hassas bir sekilde hazirlanmas1 hem zorluk getirmekte, hem de
hata oranini arttirmaktadir (41).

2. Diren¢c Oram Yontemi: Ilaghi besiyeri iceren tiiplerin bir swrasma da
antitiiberkiiloz ilaclarmm hepsine duyarl oldugu bilinen M. tuberculosis H37Rv
inokule edilir. Bu yontemde 10° cfu/ml’lik bir inokulum kullamilirr. Farkli
diliisyonlarda ila¢ iceren besiyerlerine ekilen bakteriler i¢in ilaglarin minimal
inhibitdr konsantrasyonu (MIK) saptanabilmektedir. Test edilen susun MIK
degeri, M. tuberculosis H37Rv'nin MIK degerinden 8 kat veya daha fazla
yiiksekse o ilaca direngli oldugu kabul edilir. Degerlendirilmesi zor, hata orani
yiiksek bir yontemdir (41).

3. Proporsiyon Yontemi: Antitiiberkiiloz ilaglara direngli basil orani, yapilan
calismalar sonucu %1 olarak kabul edilir. Direncin %1 oranini tayin etmek icin
kontrol besiyerinde kullanilan bakteri miktar1 ilach besiyerindekinden 100 kat
daha azdir. Ilagh besiyerinde iireyen kolonilerin kolonilerin sayisi, kontrol
besiyerindeki kolonilerin sayisi ile karsilastirilir. Belli bir ilaca direngli basillerin
orani hesaplanip, test edilen popiilasyona ylizdesi olarak belirtilir. Bu test i¢in

koagiilasyondan once ila¢ eklenmis Lowenstein-Jensen besiyeri, Middlebrook
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7H10 kullanilabilir. ilagsiz kontrol besiyerinde 200-300 koloni olusturan ekim
ornegi, bu yontem i¢in en uygun olanidir. Bu yogunlukta basil igeren 6rnegin elde
edilebilmesi icin Once kiiltiirde iretilmis bakteriden Mc Farland No 1
bulanikliginda siispansiyon hazirlanir. Hazirlanmis homojen siispansiyondan 107,
102, 10° veya 107 10™lik diliisyonlar hazirlanmaktadir. Bu diliisyonlardan
ilacs1z kontrol besiyerine ve ilaclt besiyerine ekim yapilir. Ekim yapilmis tiipler
3-4 hafta inkiibe edildikten sonra olusan koloniler sayilir. Test edilen sus belli bir
antibiyotige kars1 %1 veya daha yiiksek oranda direncli ise sonu¢ duyarli olarak
yorumlanir. Bu yontemle birinci ve ikinci segenek antitiiberkiiloz ilag
duyarlhiliklar1 test edilebilir. Uzun yillar boyunca test edilmis, uluslararasi
komitelerce onaylanmis referans bir yontemdir (41).

1.1.8.2. Hizh Duyarhlik Testleri

. Radyometrik Kiiltiir Sistemi (BACTEC 460TB)(BD): Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri igeren siselere ekilen klinik ornekler, periyodik olarak '*CO, varligi
yoniinden tetkik edilir. Olusan '*CO2 miktar1 tireme indeksi (GI) olarak cihaz
tarafindan saptanir. GI: 500-800 arasina geldiginde, duyarllik testi yapilir. Birinci
ve ikinci segenek antitiiberkiiloz ilaglarla duyarlilik testi yapilabilir. Test edilecek
ilaglar1 iceren Middlebrook 7H9 besiyerlerine 0,1 ml iireyen susun bulundugu
siseden ekim yapilir. Ilag icermeyen bir besiyerine de diger besiyerlerindekinin
100°de biri oraninda ekim yapilir. Yiizde bir oraninda basil igeren kontrol sisesi
ve antibiyotik i¢ceren diger besiyeri siselerinin giinliik tireme indeksi (GI) o6l¢iiliir.
Diinya Saglik Orgiitiiniin standart olarak dnerdigi bir sistemdir. Giinliik is yiikii
fazlalig1 ve radyoaktivite iceren atiklarinin fazla olmasi dezavantajidir. Geleneksel
yontemlerle ortalama 21 giinde sonug¢ alinirken, bu sistemde sonuglar 5-7 giinde
cikmaktadir (41).

. Floresan Kiiltiir Sistemi (BACTEC MGIT 960)(BD): Middlebrook 7H9 iceren,
dip kismi rutenyum kompleksi bulunan silikon tabaka ile kaph tiiplere ekim
yapildiktan sonra, bakterilerin iiremesi nedeniyle azalan oksijen yogunluguna
bagl olarak, tiip dibine gonderilen ultraviyole 1smmnin floresan vermesiyle
iiremenin tespit edildigi bir sistemdir. Saptanan floresan miktari, tireme indeksi

olarak ele alinmakta ve kiiltiir pozitifligi acisindan degerlendirilmektedir (41, 42).
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Duyarlilik testi icin ilagh ve ilagsiz tliplere esit miktarda bakteri ekimi yapilip bu
tiiplerdeki i{ireme karsilastirilir. ilagsiz tiipte iireme saptandiktan sonra 48 saat
icerisinde ilagh bir tiipte lireme olursa, bakterinin o ilaca direngli oldugu kabul
edilir. Ureme oram ve saptama zamani BACTEC 460 ile aymdir. Siirekli
monitorizasyon ile 960 tiipiin ayn1 anda takibini saglamas1 ve bilgisayar verileri

vermesi nedeniyle is yilikli daha azdir. Kontaminasyon oranlar1 ytliksektir (41, 42).

. Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi:

.MB/BacT/ALERT MB (Organon Teknika, Irlanda): Kolorimetrik olarak

besiyerinde olusan CO, diizeyini Olgerek mikobakteri liremesini degerlendirir.
Radyoizotop igermez. Tam otomatiktir, bilgisayar destegi mevcuttur. Duyarlilik
testi yapilabilmektedir. Testlerin sonuglanma siiresi BACTEC 460°’dan daha
uzundur. Etambutol i¢in duyarlilig diisiiktiir (41).

. Alamar Blue Oxidation-Reduction Indicator (Accumed, ABD): Alamar

mavisi, bakteri liremesi sonucunda rengi pembeye doniisen iireme indikatorii
olarak kullanilan bir oksidasyon-rediiksiyon boyasidir. Middlebrook 7H9
besiyerinde iiretilen M. tuberculosis susundan, McFarland No 1’e gore bir
siispansiyon hazirlanir ve buyyonda 1:5 oraninda sulandirilir. Test edilecek
antitiiberkiiloz ilaclarin da sivi besiyerinde ¢ift kat sulandirimlar1 yapilir. Diliie
edilmis ilag iceren tiiplere, diliie edilmis kiiltlir siispansiyonlarindan eklenir.
Tiiplerdeki son bakteri konsantrasyonu 6x10° cfu/ml’dir. Bu esnada ilag
icermeyen ti¢ kontrol tiipiine de ekim yapilir ve tiim tiipler 35°C’de inkiibe edilir.
Kontrol tiipleri 7-10-14. giinlerde test edilir. Test i¢in kontrol tiipiine 0,02 ml
Alamar mavisi soliisyonu ile 0,05 ml %5 Tween 20 ve Tween 80 eklenir ve iki
saat 50°C’de inkiibe edilir. Siirenin sonunda tiiplin rengi maviden pembeye
donerse, ilagh besiyerlerine de ayni islemler yapilir. Renk degisimini 6nleyen ilag
konsantrasyonu MIK degeri olarak almir. Bu ydntem, kantitatif, radyometrik
olmayan bir yontem olup, yedi ile on giin arasinda sonu¢ verir. Sonugclari,

proporsiyon yontemiyle %97 oraninda uyumlu bulunmustur (43).

. Karbondioksit Olusumunu Saptayan Sistem; ESP Culture System II

(Accumed, ABD): Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren siselerde
mikobakterilerin  olusturdugu gaz ve olusan basmci Olgerek iireme

degerlendirmesi yapan, tam otomatik bilgisayar destekli bir sistemdir. ilag
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duyarlhlik testi i¢in, antibiyotik igceren siselere ve bir kontrol sisesine ayni1 oranda
ekim yapilir. Siseler cihaza yerlestirilip, periyodik araliklarla lireme agisindan
degerlendirilir. Kontrol sisesinde pozitif sinyalin goriildiigii tespit zamani
hesaplanir. Kontrol sisesinde pozitiflik goriildiikten sonra ilach siseler en az ii¢
giin daha takip edilir. ila¢ iceren sisede hi¢ iireme olmazsa veya ilagh sisedeki
tespit zamani1 kontrol sisesindekinden 3 giin daha uzunsa izolat duyarli kabul
edilir. Ilagh sisedeki tespit zamani ile kontrol sisesindeki tespit zamani arasinda 3
giinden az fark varsa izolat direngli kabul edilir (41, 44).

. E Test: Primer antitiiberkiiloz ilaglara kars1 MIK degerlerini belirlemek igin kolay
bir yontemdir. Agik sistem oldugundan uygulama ve okunmasi sirasinda dikkatli
olunmasi1 gerekmektedir (41).

1.1.8.3. Bakteri Varhgina Dayanan Yoéntemler

. Lusiferaz Tasiyic1 Faj Yontemi (LRP): Bu yontemde, ates boceginin lusiferaz
genini tagityan bir mikobakteri faj1 kullanilmaktadir. Bu faj sayesinde ortamda bol
miktarda lusiferaz iretilir. Ortama lusiferaz enziminin substrati olan lusiferin
eklendiginde, enzim lusiferini oksilusifenine doniistiiriir ve 151k olusur. Olusan
151k miktari, ortamdaki canli mikobakteri sayisina baglidir. Antitliberkiiloz ilaglara
duyarl bakteriler 151k olusturmaz iken, direnc¢li olanlar 151k olusturmaya devam
eder (43).

. Biyoluminesans Yéntemi: (Hiicresel ATP Olgiimii): ilagh tiiplere bulaniklig
McFarland No 0,5’e ayarlanmis siispansiyondan ekim yapilir. Ilag igermeyen
kontrol tiipleri ile birlikte 10 giin 35°C’de inkiibe edilir. Siirenin sonunda,
kiiltiirlerden alinan bir miktar sivi, 0,1 uL TRIS tamponu ve EDTA iceren cam
tiiplerde bes dakika kaynatilarak hiicreler parcalanir, oda i1sisinda sogumaya
birakilir. Soguduktan sonra, ATP i1simasmi saglayan bir madde eklenerek
luminometre ile incelenir. Olusan 151k miktari, hiicresel ATP ile dogru orantilidir.
Ortamda ne kadar ¢ok bakteri varsa 151k liretimi o kadar fazladir. Duyarl olan
izolatlarin bulundugu tiiplerde 151k tiretimi olmaz. ATP aktivitesinin kontrole gore
%40 veya daha da az olmasi, o ilaca kars1 duyarliligi gosterir (43).

. Flow Sitometri Yontemi: Flow sitometri, bir sivi akimi i¢inde tek tek gecmekte
olan hiicreler veya biyolojik partikiillerin, fizik ve kimyasal 6zelliklerini sensorler

aracilifiyla dlgebilen bir yontemdir. Bu yontemde, M. tuberculosis’in florosein
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diasetat (FDA)’1 hidrolize etmesi sonucu olusan, floresan veren mikobakterilerin
flow sitometrik analizle saptanmasi esastir. Mikobakteri iceren Midllebrook 7H9
besiyerlerine ¢esitli konsantrasyonlarda antibiyotik ilave edilir. Antibiyotiksiz bir
besiyeri kontrol amaciyla kullanilir. 24-48 saatlik bir inkiibasyon sonrasi, ortama
FDA eklenir. Mikobakterilerin FDA’y1 hidroliz etmesi sonucu olusan floresan
flow sitometri ile saptanir. Antibiyotiklere duyarli mikobakteriler FDA’y1 daha az
hidroliz eder. (43).
1.1.8.4. Genotipik Yontemler

Mycobacterium tuberculosis, yavas iireyen bir mikroorganizma oldugu ig¢in
klasik kiiltiir besiyerleri ile yapilan duyarlilik test yontemleri uzun zaman almaktadir.
Molekiiler tant yontemleri, ila¢ direncinden sorumlu mutasyonlarin belirlenmesini
saglamakta ve ila¢ duyarlili§mi hizli bir sekilde belirleyebilmektedir. Rutin
uygulamalarda RIF i¢in rpoB ve INH icin katG gen mutasyonlar1 ile ilgili kitler
mevcuttur (Genotype MTBDR; Hain Lifescience, Almanya). Pirazinamid i¢in de
calismalar devam etmektedir. (45).

Rifampine direngli izolatlarin yaklasik %90’inda INH direnci de
bulunmaktadir. RiF direncinin, INH direncinin de bir gdstergesi oldugu soylenebilir.
Bu nedenle pratik uygulamalarda molekiiler teknikler ¢cogu kez RIF direncinin
saptanmasi amactyla kullanilmaktadir (45,46).

[lag direncinin saptanmasinda kullanilan molekiiler yontemlerin ¢ogu ii¢
basamaktan olugsmaktadir (46):

1. DNA eldesi. Mekanik pargalama ve kaynatma gibi basit teknikler bile genomik
DNA’nin eldesi i¢in yeterli olmaktadir.

2. Hedef DNA’nin amplifikasyonu. Bu amagla ¢ogu kez PZR kullanilmaktadir.

3. Mutasyonlarin saptanmasi. Uygun primerle amplifiye edilen hedef
DNA’daki mutasyonlar asagidaki ¢esitli yontemlerden biriyle saptanur.

DNA Dizi Analizi: Mutasyonlar1 saptamak i¢in en dolaysiz ve giivenilir
yontemdir. Gilinlimiizde DNA dizi analizi amaciyla Sanger’in zincir sonlandirma
temeline dayali dideoksiniikleotid yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem manuel ve
otomatize sistemlere uyarlanmistir (46)

Line Probe Assay (Solid Faz Hibridizasyon): Line Probe Assay (LIPA)

hizli RIF direnci saptamak amaciyla gelistirilmis bir kittir. YOntem revers
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hibridizasyon temeline dayanmaktadir. LIPA yonteminde RIF direncinden sorumlu
rpoB geninin biyotinle isaretlenmis PZR iirlinleri denatiire edilerek nitroseliiloz serit
iizerine yerlestirilmis 10 farkl 6zgiil probla hibridize edilmektedir. Olusan hibridler
alkalen fosfatazla konjuge edilmis streptoavidin ve kromojen substrat eklenerek
saptanmaktadir. Genotype MTBDR (Hain Lifesience, Almanya), ayni teknoloji ve
test prensibine bagli olarak gelistirilen ve RIF ve INH ilaglarma karsi olusan
mutasyonlar1 tespit edebilen bir Uriindiir (46, 47).

RNA/RNA Mismatch Analiz: Yontem, RNA’nin RNazA enziminin yikici
etkisine dayanikli olmasi temeline dayanmaktadir. Yontem bes asamadan olusur.
Test edilen sus ile duyarli referans susun hedef DNA’larinin RNA polimeraz enzimi
icin promoter diziler de igeren 6zgiil primerler kullanilarak PZR ile amplifikasyonu
birinci asamayr olusturur. Daha sonra, RNA polimeraz ile transkripsiyon,
hibridizasyon, RNA/RNA dubleksinin eslesmenin olmadigr mismatch noktasindan
RNazA ile kesilmesi ve son olarak agaroz jel elektroforezi ile islem sonlanr.
Elektroforezde direngli kokenlerde ii¢ bantli patern saptanir (46).

PZR-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism): Yontem,
yiiksek rezoliisyonlu, denatiire olmayan poliakrilamid jelde mutant ve dogal tip tek
sarmalli DNA’nm farkli hareketlilik gdstermesi temeline dayanir. Farkli niikleotid
dizilerine sahip tek sarmalli DNA fragmanlarmin katlanmalar1 farkli noktalardan
olmaktadir. Katlanma yerlerinin degismesi tek sarmalli DNA’nin tersiyer yapisini
degistirerek jel iizerindeki mobilitesini etkilemektedir. Dogal ve mutant suglar farkli
mobilite gosterirler (46).

Real-Time PZR: Bu yontemde PZR sirasinda olusan iirtinler 6zgil problar
veya cift sarmalli DNA’ya baglanma 6zelligi olan boyalar (Sybergreen, etidyum
bromid v.b.) yardimiyla saptanmaktadir. Real-time PZR’da olusan amplikonlarin T,
(erime 1s1s1) degerleri belirlenerek 6zgiil mutasyonlar saptanabilmektedir. Real-time
PZR’da saptama yayilan 1simanin sistemin optik parcasi ile okunmasi temeline
dayanmaktadir. Olgiilen floresan PZR sirasmnda artan PZR iiriiniiniin miktar1 ile
orantilidir. Sikluslar sirasinda reporter boyalarin yaydigi floresan, sistem tarafindan
kaydedilerek bilgisayar ortaminda degerlendirilir ve kantite edilir. Yapilan
calismalarda Real-time PZR ile ayn1 reaksiyon tiipiinde RIF ve INH direncinden

sorumlu rpoB ve katG mutasyonlarinin basariyla saptandigi bildirilmektedir (46).
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DNA Microarray: Son yillarda, kiiciik bir alanda ¢ok sayida oligoniikleotid
probun yogun bir sekilde bulundugu microrray’ler ile farkli DNA dizilerinin tek bir
hibridizasyon basamaginda incelenmesine olanak saglayan ¢ip teknolojileri
gelistirilmistir. Yontem, PZR ile elde edilen floresanla isaretli amplikonlarin ¢ok
sayida farkli oligoniikleotid prob igeren alanda kendisine uyan probla hibridize
olmasi temeline dayanmaktadir. Bagh amplikonlarin yaydigi floresan sinyaller daha
sonra optik tarayici ile saptanarak bilgisayar ortaminda degerlendirilmektedir. RIF e
dirngli M. tuberculosis kdkenleriyle yapilan DNA microarray calismalarinda DNA
dizi analizi ile uyumlu sonuglar alimmistir. Farkli ila¢ direnglerini bir arada
saptamaya uygun problar igeren ¢ipler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (46).

1.1.9. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan ilaclar

Tiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar birini segenek (primer) ve ikinci
secenek (sekonder) ilaglar olmak tizere iki grupta incelenir.

1.1.9.1. Birinci Secenek flaclar

Izoniazid, rifampin, streptomisin, etambutol ve pirazinamid bu gruptaki
ilaglar1 olusturur. Tiiberkiilozlu hastalarin ¢ogu bu ilaglarla basarili bir sekilde tedavi
edilir. Rutin uygulamada, ilaclar giinliik olarak tek dozda almnir. Tedaviye uyum
problemine kars1 dogrudan gozetimli tedavi giindeme gelmis olup, intermitan tedavi
rejimleri de gelistirilmistir. Intermitan tedavi rejiminde ilaglar, haftada iki veya ii¢
farkli giinde sorumlu bir elemanin gozetiminde verilir (48, 49).

1.1.9.2. ikinci secenek flaclar

Bu grupta paraamino salisilik asit, sikloserin, etionamid, tiasetazon,
viomisin, kapreomisin, kanamisin, amikasin, ofloksasin, siprofloksasin bulunur. Bu
gruptaki ilaglar daha az etkili, daha ¢ok toksik ve daha zor tolere edilirler. Birinci
segenek ilaclara direncli tiiberkiiloz hastalarina uygulanir (49).

Izoniazid: Kullamma girmesinin iizerinden 40 yildan fazla bir zaman
gecmesine karsin tiiberkiiloz basiline karsi en etkili tek ilag olarak kalmistir. Uyuyan
bakteriler lizerinde bakteriostatik, hizli iireyen bakteriler {izerinde bakterisid etkilidir.
Ayrica makrofajlar ve kazedz lezyonlar i¢ine girebilmesi, iy1 absorbe edilmesi, kolay
almmas1 ve ucuz olmasi bu ilact en 6nemli antitiiberkiiloz ila¢ yapmaktadir. Katalaz

peroksidazi, nikotinamid adeninin diniikleotidi ve peroksidazlar1 igeren bir
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mekanizma ile izoniazid basilin i¢ine almir ve aktif ara {riinlerine parcalanir.
Sonugta hiicrede hidrojen peroksit yikimi yapilamaz ve bu madde toksik etkisiyle
hiicre harabiyetine neden olur. INH, ayrica basilin hiicre duvarmin 6nemli bir yap1
tast olan mikolik asit sentezini de bozar. INH, dar spektrumludur,
M. tuberculosis’den baska bakterilere etki etmez. Karacigerde metabolize olur.
Vitamin B6 (piridoksin) bilesiklerinin biyolojik fonksiyonlarmi etkiler. Bunun
sonucu, periferik néropati ve anemiye yol acabilir. Bu nedenle beraberinde giinde
6-10 mg vitamin B6 verilir (1, 48, 49).

Rifampin: Streptomyces mediterranei’den elde edilen rifamisin B’nin
semisentetik bir derivesidir. Tiiberkiiloz tedavisinde INH’den sonra ikinci onemli
ilactr. Hem hizli1 ¢ogalan, hem de uyuyan bakterilere etkilidir. RNA’ya bagiml
DNA polimeraz enzimine baglanarak, DNA’nin RNA kripsiyonuna engel olur. RIF
kavite i¢i ve kazedz odakta hiicre i¢i yavas iireyen basillere etkilidir. RIF karaciger
mikrozomal enzimlerini gii¢lii bir sekilde indiikler ve pek ¢ok ilacin yikimini arttirir,
etkisini azaltir. En Onemli yan etkisi hepatotoksitedir. Antirifampisin antikor
gelistirmesi nedeniyle alerjik trombositopeniye neden olabilir. Idrar, ter, gdzyas1 ve
lensleri portakal rengi kirmiziya boyar (49).

Etambutol (EMB): Sentetik olarak elde edilen bakteriyostatik etkili bir
ilagtir. Etkinligi INH ve RIF’e gore diisiik olup, ilaca kars1 daha diisiik diizeyde
direng gelisir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte,
EMB’nin arabinozil transferaz enzimini inhibe ederek, arabinogalaktan ve
lipoarabinomannanin hiicre duvarina tasinmasini engelledigi bilinmektedir. Cogalma
donemindeki bakteriler {iizerine etkilidir. Yan etkileri olduk¢a azdir. Nadiren,
retrobulber norit, hiperiirisemi ve gut artriti yapabilir (46, 49).

Streptomisin (SM): Aminoglikozid grubundan, ribozomlarin 30S alt
grubunu etkileyerek ribozom fonksiyonlarmi ve dolayisiyla protein sentezini bozar.
SM, 1in vitro olarak kiiciik konsantrasyonlarda mikobakteriler iizerine bakteriyostatik,
yiiksek konsantrasyonlarda bakterisid etki yapar. Biyolojik zarlar1 ve hiicre duvarini
gecemez. Hiicre icindeki basillere etkisiz olup, kaviteler igine ve kazedz odaklara
niifuz edebilir. Ciddi yan etkileri nedeniyle klinik kullanimi kisithdir. Nefrotoksik ve
ototoksiktir. Anafilaksi, noromuskuler blokaj, agraniilositoz, hemolitik anemi diger

yan etkileridir (49)

30



Pirazinamid (PZA):Nikotinamidin sentetik bir analogudur. PZA hiicre igi
bir nikotinamidaz yardima ile pirazinoik asite doniiserek etki eder. Hem uyuyan, hem
cogalan bakteriler {izerine etkili, bakterisidal bir ilactir. Monositler ve makrofajlar
icindeki yavas cogalan mikobakteriler iizerinde en etkili tiiberkiilosiddir. INH ve
RiF’e ilave olarak PZA’nm kullanilmasi akciger tiiberkiilozunun alt1 ayda tedavisini
miimkiin kilmaktadrr. Karacigerde metabolize olup, bobreklerle atilir. PZA’nin
hepatotoksik etki yapma potansiyeli vardir. Urik asit retansiyonu, fotosensitivite ve
dokiintii de yapabilir (49).

Ulkemizde oldugu gibi izoniazid direncinin %4’ten yiiksek oldugu yerlerde
tedavinin baslangic doneminde dort ilag (genellikle 2 ay), idame doneminde ise en az
iki ilag (genellikle 4 ay) kullanilmaktadir. Ulkemizde, Dogrudan Gozetimli Tedavi

Stratejisi uygulanarak, asagidaki tedavi semalar1 uygulanir (50):

Standart Tedavi : 2 ay HRZE (ya da HRZS) + 4 ay HR
Cocuk TB :2ay HRZ + 4 ay HR

Menenjit, Miliyer TB : 2 ay HRZE (ya da HRZS) + 7-10 ay HR
Tedaviyi Terkten Donen : 2 ay HRZES + 1 ay HRZE + 5 ay HRE
Niiks Olgu : 2ay HRZES + 1 ay HRZE + 5 ay HRE

(H:Izoniazid, R:Rifampisin, Z: Pirazinamid, E: Etambutol, S: Streptomisin)

1.1.10. fla¢ Direnci
1.1.10.1. izoniazid Direnci

INH direnci en sik karsilagilan antitiiberkiiloz ila¢ direncidir. Sadece INH’a
direngli tiiberkiilozun tedavisi nispeten kolaydir. Standart tedavi rejimi %98 oraninda
tedavi basarist saglamaktadir. INH’a direncli klinik izolatlarm yaklasik %50’sinde
katalaz-peroksidazi kodlayan katG geninde delesyonlar ve anlamsiz mutasyonlar
saptanmistir. INH, mikobakteriyel katalaz-peroksidaz ile reaksiyon sonucu aktive
edilmesi gereken bir 6n ilagtir. Katalaz- peroksidazdaki mutasyonlar sonucu inaktif
enzim ortaya ¢ikar ve bu enzim On ilact aktive etmez ve yliksek derecede INH
direncine yol acar. Bu mekanizma en sik rastlanan direng¢ mekanizmasidir. INH
direngli kdkenlerde katG geninde en sik rastlanan degisiklik 315. kodonda Ser315Thr
mutasyonudur (51, 52)

KatG negatif INH direngli suslarda, alkilhidroperoksid rediiktazi kodlayan

ahpC geninin promoter bolgesinde mutasyonlar bulunur. Alkilhidroperoksid
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rediiktazin asir1 ekspresyonu, katalaz-peroksidaz eksikligini kompanse ederek, basili
toksik radikallerin etkisine kars1 korur (51, 52).

Etionamid, tiiberkiiloz tedavisinde ikinci se¢enek ilag olarak kullanilmaktadir.
Etionamidin mikolik asit sentezini inhibe ederek, etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Bitisik a¢ik okuma g¢ergevesinden olusan iki genlik mabA-inhA operonun kodladig1
iirtinler hem INH, hem de etionamid direncine yol agmaktadir. MabA proteininin 3-
ketoagil-Acil Tasiyic1 Protein (ACP)- rediiktaz, InhA proteininin enoil-ACP
rediiktaz enzimlerini kodladig1 diistiniilmektedir. InhA proteininin NADH baglayan
bolgesinde olusan amino asit degisiklikleri mikolik asit biyosentezinin inhibisyonunu
onleyerek INH direncine yol agmaktadir. Klinik izolatlarin %25’inde inhA geninde
mutasyonlar saptanmistir. izoniazide direngli kokenlerde mabA geninde herhangi bir
mutasyon saptanmamustir (46, 51, 52).

Mikolik ait sentezinde rol alan bir enzim olan B-ketoacil ACP sentetaz, kasA
geni tarafindan kodlanir. kasA geninde mutasyon, hem INH’a direngli, hem de
INH’a duyarli suslarda gorilmiistiir. INH direngli suslarin bazilarinda kasA
mutasyonun ilaveten, katG veya inhA genlerinde de mutasyona rastlanmistir (46, 51,
52).

Son zamanlarda, mikotiol biyosentezinde rol alan bir enzimi kodlayan mshA
geninde mutasyonlarin, in vitro INH ve EMB direncine yol agtigi gdsterilmistir.
Ancak, bu genin klinik direngteki rolii heniiz tam aydinlatilamamistir (53).

1.1.10.2. Rifampin Direnci

Mikobakterilerde RIF’e direng gelisimi, diger bakterilerde oldugundan daha
yavastir. RIF’e direngli M. tuberculosis kokenlerinin %95’ inden fazlasinda RNA
polimeraz enziminin B-alt {nitesini kodlayan rpoB geninin 507-533. kodonlar:
arasindaki 81 baz ¢ifti (bg) uzunlugundaki RIF direnc belirleme bdlgesi (rifampin
resistance determining region, ‘RRDR’) veya ‘hot spot’ adi verilen bdlgede yanlis
anlamli mutasyonlar, kiiciik delesyon veya insersiyonlarin oldugu gosterilmistir.
Direncli kokenlerde mutasyonlar tek bir kodonda bir niikleotidin degismesi seklinde
olabilecegi gibi bir kodonda birden fazla niikleotidin degigsmesiyle ya da birden fazla
kodonu kapsayan ikili, ti¢clii hatta dortli kodon mutasyonlar1 seklinde de
olabilmektedir. Kodon 531, 526 ve 513’deki mutasyonlar yiiksek diizeyde RIF
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direncine neden olurken, 514 veya 533. kodonlarda goriilen mutasyonlar genellikle
diisiik diizey RIF direncine yol agmaktadir (46).

RIF direngli kokenlerde rifabutin, rifapentin ve KRM-1648 gibi diger
rifamisinlere kars1 duyarhiliklar da arastirilmustir. RIF’e direngli suslarin tiimiinde
rifapentine de capraz direng goriilmekte ve her iki antibiyotik icin de aynm1 MIK
degerleri saptanmaktadir. Buna karsm, RiF’e direngli kokenlerin rifabutin ve KRM-
1648’e duyarli olabildigi bilinmektedir (46).

1.1.10.3. Etambutol Direnci

Arabinozil transferaz enzimini kodlayan iic gen embC, embA ve embB
genleri 10kbg’lik bir operon (embCAB) olusturacak sekilde organize olmustur.
Etambutole direncli M. tuberculosis kokenlerinin onemli bir bolimiiniin embB
geninin kodladigi EmbB proteininde, duyarl olan kdkenlerde bulunmayan amino asit
degisiklikleri bulunmaktadir. EmbB proteininde saptanan cok sayida amino asit
degisikliginin EMB direncine yol actigi gbéz Oniine alinirsa, embB genindeki
mutasyonlarm ila¢ direncinin gostergesi oldugu soylenebilir. EMB’e direncli
kokenlerde embB geninde en sik rastlanan mutasyonlar 306. kodondaki anlamsiz
mutasyonlardir (46).

1.1.10.4. Streptomisin Direnci

Streptomisin bakteriyel ribozomun 30S alt iinitesine baglanarak, translasyon
esnasinda mRNA mesajinin yanlis okunmasina neden olur ve bu sayede protein
sentezini inhibe eder. SM’in asil etki yeri ribozomal S12 proteini ve 16STRNA’dur.
SM direnci, rpsL geninin kodladigi S12 proteini ve rrs geninin kodladig:
16SrTRNA’da mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. SM direncinin 6nemli bir
boliimiinden rpsL. genindeki nokta mutasyonlar sorumludur. Lys43Arg SM’e direncli
kokenlerde en sik rastlanan mutasyondur ve yiiksek diizey SM direncine yol agar.
16SrRNA’y1 kodlayan rrs genindeki nokta mutasyonlar: ise genellikle 530 ve 915.
niikleotidlerin ¢evresindeki bolgelerde kiimelenmislerdir (46, 51).

Kanamisin ve amikasin gibi aminoglikozidlere karsi, rrs geninde 1400.
kodondaki mutasyonlar sonucu yiiksek diizey diren¢ goriilir. SM ile amikasin ve
kanamisin arasinda g¢apraz direng goriilmez ama amikasin ve kanamisin arasinda

capraz direng vardir (46, 51).
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1.1.10.5. Pirazinamid Direnci

Pirazinamidin fagolizozomlarm asidik ortaminda tiiberkiiloz basilinin iirettigi
pirazinamidaz 1ile aktif sekli olan pirazinoik aside doniiserek etki ettigi
disiiniilmektedir. Pirazinamide direngli M. tuberculosis izolatlarinda pirazinamidaz
aktivitesinin olmamasi da bu hipotezi desteklemektedir. PZA’e direncli suglarin
%72-97’sinde pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA geninde cesitli tipte
mutasyonlarm oldugu bilinmektedir. Mutasyonlarm ¢ok fazla degiskenlik géstermesi
ve gen boyunca dagilmis olmasi, pncA disindaki direng genlerinde goriilmeyen bir
durumdur. pncA geninin ti¢ bolgesinde ( 3 ile 17, 85 ve 132 ile 142. kodonlar
arasinda) belli bir kiimelesme goriilmektedir. Bu bdlgede anlamsiz mutasyonlarin
yaninda, insersiyon ve terminasyon mutasyonlarinin da olabilecegi bilinmektedir
(46).

1.1.10.6. Florokinolon Direnci

Tiiberkiiloz tedavisinde ikinci segenek ilag olarak kullanilan siprofloksasin ve
ofloksasin, sentetik nalidiksik asit tiirevleridir. Florokinolonlarin hedefi DNA giraz
enzimidir. DNA giraz gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan iki adet A ve iki
adet B alt iinitesinden olusan heterotetramer yapida bir proteindir. Florokinolonlar
arasinda capraz direng¢ siktir. gyrA geninin kinolon direnci belirleyen bdlgesindeki
(QRDR), ozellikle 90, 91, 94. kodondaki mutasyonlar kinolon direncine yol
acmaktadir. M. tuberculosis izolatlarinda goriilen kazanilmis florokinolon direncinin
%75-94’tinden QRDR bédlgesindeki gyrA mutasyonlar1 sorumludur. Ilaca
gecirgenlign azalmasi ve aktif ilag pompalanmasi florokinolon direncine yol agabilen
diger mekanizmalardir (46, 51).

1.1.11. Tiiberkiiloz Tedavisinde Bir Sorun Olarak ila¢ Direnci

Birgok bakteride goriilenin aksine Myobacterium tuberculosis’de plazmid
veya transpozonlar araciligryla olusan horizontal gen transferine bagli direng
goriilmemektedir. M. tuberculosis’de ilag direnci her antibiyotik i¢in farkli siklikta
olmak iizere spontan kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya c¢ikmaktadir.
Ornegin, INH’e spontan direng goriilme sikligi 10°, RiF’e diren¢ gériilme siklig
10*dir. Bir hastanin akcigerindeki tiiberkiiloz kavitesi 10° kadar bakteri igerir. Bu

durumda teorik olarak kaviter lezyonlarin i¢inde ¢ok az sayida da olsa genetik olarak
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ilag direnci bulunan basiller bulunabilmektedir. Fakat ilaca direncli bu mutantlar,
duyarl basiller arasinda diliie olmaktadirlar. Buna karsin 6zellikle biiyiik kaviter
lezyonlar1 olan hastalarda tedavide tek bir antibiyotigin kullanilmasi ya da diizensiz
antibiyotik kullanimi ile duyarli mikroorganizmalar baskilanmakta ve ilaca direngli
suslar secilerek bakteri toplulugu icinde baskin duruma gegmektedirler. Baska bir
deyisle normal sartlarda dogada var olan bir fenomen, insanoglu tarafindan
¢ogaltilmaktadir. Bir kavitenin igerebilecegi en fazla basil sayisinmn 10’ ve bir basilde
hem INH hem de RiF direncinin bir arada olma olasiliginmn 10™* (10°x10®) oldugu
g0z Oniinde bulundurulursa, teorik olarak duyarl bir bakteri toplulugunda ¢ogul ilag
direnci gelisme olasiligmin olmadigmi soéylemek yanlis olmaz. Cok ilaca direng
hemen daima belli bir antibiyotige direncli topluluktaki basillerde yeni mutasyonlarla
olusan mutant kokenlerin, antibiyotik baskisiyla secilip topluluk iginde baskin
duruma ge¢mesi sonucunda gelismektedir. DSO’niin tanimlamasina gére “cok ilaca
direngli tiiberkiiloz”, en az izoniazid ve rifampinin ikisine birden direngli suslarla
olusan tiiberkiilozdur (46, 51, 54).

Gegmiste tedavi almis hastalarda gelisen dirence kazanilmig direng ya da
sekonder direng, olusan diren¢li suslarin baska birine bulastirilip, bu kisinin hasta
olmasiyla olusan dirence ise primer ila¢ direnci denir (46).

Son yillarda, ila¢ direncini belirlemek i¢in kullanilan, teknik ve giivenlik
acisindan kolayliklar tasiyan radyometrik veya olmayan, yar1 otomatik veya
tamamen otomatize sistemler gelistirilmistir. Buna ragmen pozitif bir kiiltiir sonucu
elde edildikten itibaren direnci belirlemek icin gereken siire hala 7-10 giin
civarindadir. Ilag direncini daha hizli belirleyebilmek igin gelistirilen molekiiler
metodlar, direkt olarak hasta 6rneklerinden bir giin i¢inde sonug¢ verebilmektedir. Bu
molekiiler metodlardan biri olan Genotype MTBDR yontemi M. tuberculosis
kompleks suslarinda izoniazid ve rifampin direncine neden olan rpoB ve katG
mutasyonlarmni tespit edebilen revers hibridizasyon esasma dayali bir DNA strip
yontemidir. M. tuberculosis kompleks suslarinda rifampin direncinin yaklasik
%95’inden rpoB geninin 81bg¢’lik (baz ¢ifti) boliimiindeki mutasyonlar sorumludur.
Izoniazid direncine neden olan mutasyonlar cesitlilik gdstermesine ragmen direncin

yaklasik %90’indan katG ve inhA bolgesindeki mutasyonlar sorumludur (5, 55-57).

35



Duyarli tiiberkiiloz basilleriyle enfekte hastalarda kiir oran1 %100’e yakinken
CID TB’da kiir oranlar1 %70’lerdedir. Eger CID TB’un yayilmasmi 6nlemek
istiyorsak etkenin izolasyonu, tipinin tayini ve ilag¢ direnci i¢in harcanan ve klasik
metodlarla haftalar alan siireyi kisaltmamiz gerekmektedir. Hizli molekiiler tani
yontemleri bu ydnde mikrobiyoloji laboratuvarlarina biiylik kolayliklar
getirmektedirler. Genotype MTBDR yontemi kullanimi pratik, giinlik rutin
calismada kolay uygulanabilir ve ayni giin i¢inde sonug¢ alinabilen bir yontemdir
(58).

Bu calismanin amaci, Genotype MTBDR yOnteminin hizli antibiyotik
tanisindaki degerini belirlemektir. Bu amagla, Genotype MTBDR ve referans yontem
olan BACTEC 460 TB yontemleriyle, M. tuberculosis kompleks suslarinin rifampin
ve izoniazid direnci arastirilacaktir. Genotype MTBDR yontemi ile elde edilen

sonuclar BACTEC 460TB ile elde edilenlerle karsilastirilacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

Ocak 2008-Aralik 2010 tarihleri arasinda, Firat Universitesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Tiiberkiiloz Laboratuarina génderilen rutin 6rneklerden
izole edilen 50 Mycobacterium tuberculosis kompleks susu ¢alismaya alind.

Suglar Middlebrook 7H9 besiyerinde +4°C’de, alt1 ayda bir pasajlar yapilarak
saklandi. Calisma sirasinda Lowenstein—Jensen kati ve BACTEC 12B (Becton
Dickinson, ABD) besiyerlerine subkiiltiirleri yapilarak canlandirildi. BACTEC
460TB (Becton Dickinson, ABD) ve Genotype MTBDR (Hain Lifescience,
Almanya) yontemleriyle INH ve RIF duyarliliklar1 ¢ahsildi.

2.1. BACTEC 460TB Antibiyotik Duyarhhk Testi
2.1.1. Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi:

BACTEC SIRE (Becton Dickinson) kitinden INF ve RIF’in stok soliisyonlar1
hazirlandi. Her liyofilize antibiyotik sisesinin kapagi alkollii pamukla silindi ve tiim
siselere 5 ml steril distile su eklenip ¢oziindiiriildii. Her antimikrobiyal ajan i¢in tek
bir konsantrasyon kullanildi. Tablo 6’da antimikrobiyal ajanlarin diliisyon semasi ve
son konsantrasyonlar1 goriilmektedir. Stok soliisyonlar1 pargalara boliiniip 2-8°C’de 3
giin veya -20’de duyarlilik testi yapilana kadar saklandi. .

Tablo 6. INH ve RIF icin stok solisyon ve BACTEC 12B’deki final

konsantrasyonlar1
Sisedeki Sulandirma Sulandirma BACTEC BACTEC
liyofilize S1vIS1 sonrasi 12B’ye 12B’deki son
Antibiyotik miktar konsantrasyon konulan konsantrasyon
miktar
INH 0,02 mg 5ml 4 ng/ml 0,1 ml 0,1 pg/ml
RIiF 0,4 mg 5ml 80 pg/ml 0,1 ml 2,0 pg/ml

2.1.2.Antibiyotik iceren BACTEC 12B besi yerlerinin hazirlanmasi:

Her bir antibiyotik duyarlilik testi i¢in li¢ adet 12B sisesi ve bir adet diliisyon
stvis1 (Becton Dickinson) sisesi hazirlandi. Siselerin {izerine hasta numaralar1 ve
calisilacak antibiyotiklerin adlar1 yazildi. Tiiberkiilin enjektorii ile, daha Once
hazirlanan stok soliisyonlardan, siselerin birine 0,1 ml INH, birine de 0,1 ml RIF

eklendi.
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2.1.3. inokulum hazirlanmasi:

Gerek subkiiltiir yapilan, gerekse primer izolasyon sisesi kullanildiginda,
gilinliik olarak GI degerleri okundu ve GI degeri 500-800 aras1 olan siselerden
antibiyotik duyarliligi i¢in kullanilacak 12B besiyerlerine 0,1 ml ekim yapildi. GI
degeri >800 olan siseler, diliisyon sivisi ile 1/1 oraninda diliie edildi ve bu
siispansiyon inokulum i¢in kullanmildi. Siselerin lastik kapaklar1 alkollii pamukla
dezenfekte edilip, inokulum i¢in kullanilacak besiyerlerinden, antibiyotik igeren
besiyerlerine 0,1ml inokule edildi. Diliisyon sivisina da 0,1 ml inokulum eklenerek
1/100 oraninda sulandirildi. Daha sonra bu soliisyondan 0,1 ml antibiyotik igermeyen
BACTEC 12B sisesine inokule edildi. Bu sise kontrol sisesi olarak kullanildi. Siseler
kapaklar1 6nce dezenfektan sonra alkol igeren pamukla silindikten sonra, 37°C’de
etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince siseler her giin ayni saatte (+ 2 saat)
BACTEC 460 (Becton Dickinson) cihazinda okutulup, giinliik GI degerleri not
edilmistir.

2.1.4. Sonuclarin degerlendirilmesi:

Glinliik okutulan GI ile bir 6nceki giiniin GI’s1 arasindaki fark AGI olarak
belirtilmektedir. Negatif AGI tiremede bir azalmay1 gosterirken, pozitif AGI liremede
artis1 gostermektedir. Kontrol sisesinin GI’s1 30’a ulastiginda sonucglar yorumlandi.

AGI kontrol>AGI ilag— Duyarl

AGI kontrol<AGI ilag— Direngli

AGI konrol =AGI ilag— Simirda

Smirda sonuglar s6z konusuysa, siseler 2-3 giin daha okutuldu veya test tekrar

edildi.
2.2. Genotype MTBDR Yontemi

Genotype MTBDR testi, DNA-strip teknolojisini baz alan ve Orneklerden
M. tuberculosis kompleksin molekiiler genetik identifikasyonuna ve rifampin
ve/veya izoniazid direncinin tespitine olanak veren bir yontemdir. RIF direncinin
identifikasyonu, rpoB genindeki en anlamli mutasyonlarin tespiti ile yapilir. INH
direncinin tespiti i¢in katalaz peroksidazi kodlayan katG geni incelenir. Islemin
tamamu li¢ basamaktan olusur:

1. Kiiltiirlerden DNA’ni izolasyonu
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2. Biotinlenmis primerlerle multipleks amplifikasyon

3. Revers hibridizasyon

Hibridizasyon da asagidaki basamaklari igerir:

1. Amplifikasyon iirlinlerinin kimyasal denatiirasyonu

2. Tek zincirli, biotinle isaretli amplikonlarin membrana bagli problara

hibridizasyonu

AN

Stringent soliisyonu ile yikama
Streptavidin/alkalin fosfataz (AP) konjugatinin ilavesi
AP aracili boyama reaksiyonu

Band paternlerinin hizli yorumu

2.2.1. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu BACTEC 12B sivi besiyerinden DNA Ekstraksiyon kiti

(Invitek,

Almanya) ile ireticinin direktifleri dogrultusunda Sinif II giivenlik

kabininde asagidaki gibi yapildi.

1.

11.
12.
13.

12B sisesinin lastik kapagi dezenfektanli ve alkollii pamukla silindikten
sonra, tek kullanimlik tiiberkiilin enjektorii ile 1 ml 6rnek almip 1,5 ml’lik
ependorf tiipiine konuldu.

15 dakika 10000 rpm’de santrifiij edilip, bakteriler ¢oktiiriildii.

Ustteki siv1 atilip, 1,5 ml’lik Ekstraksiyon Tube L’ye aktarildi.

Uzerine 400 ul Resuspension Buffer R eklenip énce 65°C’de 15 dakika
calkalamali olarak inkiibe edildi.

Daha sonra tiipler 95°C’de 5-10 dakika inkiibe edildi.

Bu arada Elution Buffer 65°C’de 6n 1sitmaya alind.

Ardinda tiip 13 000 rpm’de 2 dak. Santrifiij edildi.

Ustte kalan s1v1 yeni 1,5 ml’lik tiipe aktarildu.

400 ml Binding Buffer B6 eklendi ve vortekslendi.

. Bu arada bir spin kolon 2 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirilip, siispansiyon

spin kolona aktarild1.

1 dak.lik inkiibasyon sonrasi, 10 000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildi.
Spin kolon yeni bir tiipe aktarilip, iizerine 500 pul Wash Buffer I eklendi.
10 000 rpm’de 1 dak. santrifiij edilip, spin kolon yeni bir tiipe aktarild.
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14.

15.

16.

17.
18.

Uzerine 700 ul Wash Buffer II eklenip, 10 000 rpm’de 1 dak. santrifiij
edildi.

Spin kolon yeni bir tiipe aktarilip 12 000 rpm’de, alkoliin uzaklastirilmasi
icin 3 dak. santriftij edildi.

Sonra spin kolon yine baska bir tiipe aktarilip, lizerine daha 6nceden
1isit1ilmig Elution Buffer’den 200 pl eklendi.

1 dak. inkiibasyon sonrasi, 8000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildi.

Spin kolon atildiktan sonra ekstraksiyon tamamlandi.

2.2.2. Amplifikasyon

Amplifikasyon, tretici firmanin direktifleri dogrultusunda, bir kismi

Genotype MTBDR Kkiti ile birlikte temin edilen malzemelerle asagidaki gibi yapildi.

Once 6rnek basma 45 pl PZR karisimi hazirlandr ve iizerine 5ul ekstrakte

edile DNA’dan eklendi. PZR karisimina konan reaktifler ve miktarlar1 asagidaki

tablo 7°de gosterilmektedir. PZR karisimi hazirlandiktan sonra bir “thermal cycler”

ile (Applied Biosystems, ABD) iiretici firmanin 6nerdigi amplifikasyon protokolii

uygulandu.
Tablo 7. PZR karisim1 hazirlanmasi

Reaktif Miktar1
*PN miks (Primer Niikleotid Miks)(PNM) 35ul
10xPCR Buffer (Fermentas, Kanada) Sul
MgCl, 25mM(Fermentas, Kanada) 4 ul
Su 1 ul
HotStart Taqg DNA Polimeraz 500U (Fermentas, Kanada) 0,2 ul
Ornek 5ul
Toplam PZR reaksiyon hacmi 50 ul
*Kitle birlikte bulunur.

Amplifikasyon protokolii:
5 dak. 95°C— 1 sikliis

30 san. 95°C 10 } sikliis
2 dak. 58°C
25 san. 95°C

40san. 53°C 0 } sikliis
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40 san. 70°C

8 dak. 70°C — 1 sikliis

Amplifikasyon sonras1 %2’lik agaroz jel ile PZR {iriinlerinin jel elektroforezi
yapild1

2.2.3. Hibridizasyon

On islemler
Hibridizasyon i¢in bir calkalamali su banyosu (Memmert, Almanya)
kullanildi
e  Su banyosunun 1s1s145+1°C’ye ayarlandi
e Hibridizasyon (HYB) ve Stringent (STR) soliisyonlar1 kuru 1s1 blogunda
37-45°C’ye kadar 1sit1ld1
e Konjugat (CON-C) ve Substrat (SUB-C) +4°C’de korunurken diger tiim
soliisyonlar oda 1sisinda bekletilerek 1sitild1
e Falkon tiipleri icinde CON-C ve SUB-C konsantreleri kendi sulandirma
soliisyonlar1 ile 1:100 oraninda sulandirildi.
o CON-C, CON-D ile
o SUB-C, SUB-D ile
Her bir strip i¢in;
10 pl konsantre+ 1 ml (1000 pl) sulandirma soliisyonu

1. 20 pl denatiirasyon (DEN) soliisyonu her tray’in (striplerin yerlestirildigi
plak) orneklerin ¢aligilacagi kuyucuklarin kdselerine pipetlendi.

2. 20 pl PZR ile ¢ogaltilmis ornekler DEN soliisyonuna pipetlenerek
karistirilip ve oda sicakliginda 5 dak. inkiibe edildi.

3. Tray’in 6rneklerin konuldugu kuyucuklarina dikkatlice 6nceden 1sitilmis
1 ml HYB soliisyonu konulup, homojen renk elde edilene kadar yavascga
calkaland:.

4. Stripler dikkatlice trayin kuyularmna yerlestirildi.

5. Tray onceden hazirlanan su banyosunda 45°C’de 30 dak. inkiibe edildi.

6. HYB soliisyonu pasteur pipeti kullanilarak tamamen kuyucuklardan
bosaltildi.

7. Her bir kuyucuga 1 ml STR soliisyonu eklendi ve 15 dak. 45°C’de
calkalanarak inkiibe edildi.
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8. STR soliisyonu, kuyucuklardan tray atik kabma komple sekilde dokiilerek
bosaltildi ve kuyucuklar i¢cinde kalan bir miktar sivi da yine tray ters
cevrilerek tist ucu kurutma kagidina emdirilerek uzaklastirildi.

NOT: Bu basamaktan itibaren oda sicakliginda ¢alisildi.

9. Her bir kuyucuktaki strip tizerine 1 ml Rinse soliisyonu (RIN) eklenerek 1
dak. calkalanarak yikandi. Daha sonra tray ters ¢evrilerek sivi dokiildii.

10. Kuyucuklardaki striplerin tizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmis CON-
C eklendi ve 30 dak. ¢calkalamali olarak inkiibe edildi.

11. CON-C bosaltild1 ve her strip 2 kez 1 ml RIN soliisyonu ile 1 kez de
distile su ile 1’er dakika ¢alkalanarak yikandi.

12. Her strip tlizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmig Substrat soliisyonu
eklendi ve karanlikta, bantlarin olugmasina gore 3 ile 20 dak. arasinda
calkalamadan inkiibe edildi.

13. Bant olusma islemi, striplerin distile su ile iki kez yikanmasi ile
sonlandirildi.

14. Son olarak, stripler kuyucuklardan almarak kurutma kagidinin arasina
konularak kurutulup, degerlendirme agamasina gegildi.

2.2.4. Sonu¢ Degerlendirme

Calismanin kabul edilebilir olmasi i¢in asagidaki kosullarin saglanmasi
gerekmektedir.

1. Conjugate control band1 (konjugat kontrol): Konjugat kontrolii, strip iizerinde
konjugat baglanma ve substrat reaksiyonunun verimlili§ini gdstermektedir.
Konjugat kontrol bandmnin olusmasi gerekir.

2. Universal control bandi (Universal kontrol): Bilinen tiim mikobakterileri ve
yiiksek G+C icerigi olan gram pozitif bakterileri tanimlar.

3. M. tuberculosis kompleks band1 (TUB): M. tuberculosis kompleks tliyelerinden
olusan amplikonlarin varliginda band paterni olusur. Eger TUB bdlgesinde band
olusmamigsa test edilen bakteri M. tuberculosis kompleks olarak
degerlendirilmez.

4. rpoB ve katG bandi: llgili gen bolgelerini gdstermektedir. Vahsi (Wild) tip
bolgesinde olusan bandlar duyarliligi, mutasyon (MUT) bdlgelerinde olusan
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bandlar ila¢ direncini belirlemektedir. Vahsi tip bolgesinde band olugsmamasi
ornegin direncini gosterir.

5. rpoB bandlari: rpoB Uni bolgesi, genin rpoB’ye 6zgii bolgesini gdstermektedir
ve her zaman bu bdlgede band olusmalidir. Bes farkli vahsi gen bolgesi (rpoB
WT 1-5) ve dort adet mutant (rpoB MUT: D516V, H526Y, H526D ve S531L)
bolgesi bulunmaktadir. Band siddeti Universal kontrol band siddeti kadar veya
daha giiclii olan band paternleri degerlendirmeye alinir. Vahsi tip bdlgesindeki
tim bandlar olustugunda calisilan gen bdlgesinde mutasyon yok demektir. En
azindan bir vahsi tip bolgesinde band olugsmamasi, ¢alisilan 6rnekte rifampin
direnci oldugunu gostermektedir.

6. katG bandlar1: katG Uni bolgesi, genin katG’ye 6zgii bolgesini gostermektedir ve
her zaman bu bolgede band olugsmalidir. katG vahsi tip probu 315. pozisyondaki
INH direng bdlgesini saptamaktadir. iki katG mutant bandi, katG geninde
siklikla rastlanan INH diren¢ mutasyonlarini saptamaktadir. Vahsi tip bolgesinde
band olustugunda, diger iki mutant bdlgede band gozlenmeyecektir. Duyarliligi
gosterir. Vahsi tip bolgesinde band olusmamasi ¢alisilan 6rnekte INH direnci
oldugunu gostermektedir. Eger direng bu iki INH mutasyon bdlgesinden
kaynaklaniyorsa (S315T1/2), vahsi tip bolgesinde band olugmayacak, ancak
mutant iki bolgede (katG MUT1-MUT?2) band goézlenecektir. Eger INH direnci
iki mutant gen bolgesinden degil de vahsi tip gen bolgesinin oldugu yerden
kaynaklaniyorsa ne vahsi tip prob, ne de iki mutant prob bdlgesinde band

gozlenmeyecektir.
2.3. Kalite Kontrol

Kalite kontrol i¢in Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), RIF
direngli Mycobacterium tuberculosis ATCC 35838 ve INH direncli Myobacterium
tuberculosis ATCC 35822 suslar1 kullanildi.

2.4. istatiksel Analizler

Veriler SPSS for Windows (versionl1.0) paket programi kullanilarak
bilgisayar ortamina aktarildi. Ortalama degerler aritmetik ortalama + standart sapma
olarak gosterildi. Sayisal olmayan veriler ise % olarak ifade edildi ve istatistiksel

degerlendirilmesi’ ki kare’ testi ile yapild.
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3. BULGULAR

Bu calismada, Ocak 2008-Aralik 2010 tarihleri arasinda Firat Universitesi T1p
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Tiiberkiiloz Laboratuvarma gonderilen
farkli rutin Orneklerden izole edilen 50 Mycobacterium tuberculosis kompleks
susunun ilag duyarliliklar1 incelenmistir. INH ve RIF duyarliigit hem BACTEC
460TB, hem de Genotype MTBDR yontemleriyle ¢alisiimistir.

Calismaya alinan suslarin ait oldugu hastalarin 26’smin kadin (%52), 24’{iniin
erkek (%48) oldugu gozlenmistir. Hastalarin yas ortalamasi1 52,5+3,0 (11-87)dir.
Suslari %741 balgam orneklerine aittir. Calismaya alinan suslarim izole edildikleri

orneklere gore dagilimi1 Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Calismaya alinan suslarm izole edildikleri 6rneklere gore dagilimi.

Hasta Ornegi N %
Balgam 37 74
Bronkoalveoler lavaj 2 4
Doku 2 4
Apse 1 2
Plevra 4 8
Periton 1 2
Idrar 1 2
Sinovyal s1vi 1 2
Aglik mide sivisi 1 2
Toplam 50 100

Calismaya alinan 50 susun ait oldugu hastalarin yas ve cinsiyete gore dagilimi
Tablo 9.’de gosterilmistir.

Caligmaya alinan 50 susun BACTEC yontemi ile 11’inde (%22) INH direnci,
3 susta ise (%6) hem INH, hem de RIF direnci birlikte gdriilmiistiir. Tek basma RIF
direnci gosteren susa rastlanmamustir. Duyarlilik sonuglar1 Tablo 10°da

goriilmektedir.
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Tablo 9. Calismaya alman 50 susun ait oldugu hastalarin yas ve cinsiyete gore

dagilimlari.
Yas Gruplar Kadin Erkek Toplam

N % N % N %

0-15 1 2 1 2 2 4

16-25 2 4 4 8 6 12

26-35 4 8 2 4 6 12

36-45 3 6 2 4 5 10

46-55 4 8 3 6 7 14

56-65 2 4 5 10 7 14

65+ 10 20 7 14 17 34
Toplam 26 52 24 48 50 100

Tablo 10. Calismaya alinan 50 susun BACTEC yontemiyle ila¢ duyarlilik sonuglar1

ilac Direncli Duyarh Toplam
N % N % N %
Izoniazid 11 22 39 78 50 100
Rifampin 3 6 47 94 50 100
CID (INH+RIF) 3 6 47 94 50 100

Calismaya alman 50 susun yillara gore dagilimi da Tablo 11°de
goriilmektedir.

Tablo 11. Calismaya alinan 50 susun yillara gére dagilimi

YIL N %
2008 12 24
2009 19 38
2010 19 38
Toplam 50 100
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Calismaya alman 50 susun ait oldugu hastalarn 11 (%22) tanesi daha 6nce
antitiiberkiiloz tedavisi almis hastalardi. Bunlarin 2’sinde INH+RIF direnci vardi. Iki
tanesinde de sadece INH direnci vardi. Daha 6nce tedavi almamis hasta grubunda 1
hastada INH+RIF direnci goriiliitken 6 hastada sadece INH direnci vardi Tablo
12’de primer, sekonder ve tiim hastalar gruplarinda diren¢ oranlarinin
karsilastirilmasi goriilmektedir.

Tablo 12. Primer ve sekonder hasta gruplarinda direng oranlarinin karsilastirilmasi

Primer Sekonder
Diren¢ Durumu (Yeni Hasta) (Tedavi Gormiis) Tiim Hastalar
N % N % N %
INH direngli 7 14 4 8 11 22
RIF direngli 1 2 2 4 3 6
CiD TB 1 2 2 4 3 6

Genotype MTBDR testinde, BACTEC ile duyarli oldugu gbzlenen izolatlarin
hi¢birinde direng paternine rastlanmamistir. BACTEC ile INH direnci gozlenen 11
izolatin 8’inde (%72,7) INH direng paternleri gozlenirken, 3’iinde duyarlilik paterni
gozlenmistir. INH+RIF direnci gozlenen (CID TB) 3 hastamin tamaminda bu
bulguyu destekleyen paternlere rastlanmistir. Tablo 13’de genotipik ve fenotipik test
sonuclar1 karsilastirilmaktadir. Tablo 14°de Genotype MTBDR testinde ortaya ¢ikan
hibridizasyon iirlinlerine gdre yorumlanan genotipik diren¢ sonuglarmnin fenotipik
sonuglarla karsilastirilmas: goriilmektedir.

Tablo. 13. Genotype MTBDR test sonuclar1 ile fenotipik direng paternlerinin

karsilastirilmasi
izolat Genotype MTBDR Paterni Direng
Sayis1
Mutasyonlari -
N % Pozitif WT prob Pozitif Mutant Prob n Yerlesimi RIF INH
4 36,3 r1poB,WTI1,2,3,4,5/katG katGT1 S315T1 S R
1 9,1 rpoB,WT 1,2,3,4,5/katG yok yok S R
2 18,2  rpoB,WT 1,2,3,4/katG rpoBMUT3/katGT1 S531L/S315T1 R R
1 9,1 rpoB,WT 1,2,3 4/katG katGT1 S315T1 R R
3 18,2 rpoB,WT1,2,3,4,5/katG WT  yok Yok S R
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Tablo 14. BACTEC ile direng goriilen izolatlarn genotipik ve fenotipik test

sonuglarinin karsilastirilmasi

izolat Sayis1 BACTEC 460 TB Genotype MTBDR

N % RiF INH RiF INH
5 455 S R S R
3 27,3 R R R R
3 27,2 S R S S

Sekil 3’de Genotype MTBDR testinde, DNA striplerinin hibridizasyon

sonucu olusan tipik goriintiileri gériilmektedir.
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Sekil 3.Genotype MTBDR testi sonucu DNA striplerinin hibridizasyon paternleri.

Kolon 1: negatif kontrol, Kolon 2: RIF direncli Mycobacterium tuberculosis ATCC 35838 susu,
Kolon 3: rpoBWT1,2,3.4,5/katG T1 (RIF duyarl, INH direngli), Kolon 4: rpoB WT1,2,3,4,5/katGWT
(RIF ve INH duyarl1), Kolon 5: rpoB WT1,2,3,4 MUT3/katG T1 (RIF ve INH direnci), Kolon 6: rpoB
WT 1,2,3,4/katG T1 (RIF ve INH direnci), Kolon 7: rpoB WT1,2,3,4,5/katG (RIiF duyarli, INH
direngli).
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4. TARTISMA

Tiiberkiiloz, diinyada HIV/AIDS’den sonra eriskinlerde en ¢ok 6liime yol
acan ikinci enfeksiyon hastaligi olarak hala ciddi derecede 6nemini korumaktadir.
Tiberkiilozun 1970’1l ve 1980’11 yillarda kontrol altina alindigi saniliyordu. Bu
durum Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nin epidemiyolojik verilerine dayanan
bir yanilgiydi. 1990’11 yillar ile birlikte, tiiberkiilozun 6nemli bir saglik sorunu
oldugu yeniden hatirland1 ¢ilinkii diinya niifusunun iigte biri M. tuberculosis ile hala
enfekteydi ve yilda 8 milyon insan tiiberkiiloz hastaligina yakalaniyor, 3 milyon kisi
bu hastaliktan 6liiyordu (19, 59).

Son 30 yil i¢cinde sosyo-ekonomik sorunlar, gocler, savaslar, tiiberkiiloz
kontrol programlarmmin ihmal edilmesi ve Ozellikle HIV/AIDS salgminin ortaya
¢ikmasi ile tiiberkiiloz insidansinda bir¢ok iilkede artis olmustur. Koétii kontrol
programlar1 sonucu ilag direnci yaygmlasmus, dzellikle de CID TB insan sagligi i¢in
onemli bir tehdit niteligini kazanmistir (59).

Biitiin bu sorunlarm ortaya ¢ikmasi nedeniyle DSO 1993 yilinda tiiberkiiloz
konusunda acil durum ilan etmis ve biitiin lilkelere “Dogrudan Gozetimli Tedavi
Stratejisi’ni (DGTS) 6nermistir. Bu stratejide amaglar; hiikiimetlerin politik karalilik
gostermesi, balgamm mikroskopik muayenesinin yayginlastirilmasi, gerekli
tiiberkiiloz ilaglarnin kesintisiz ve iicretsiz temini, standart kisa siireli tedavi
rejimlerini direk gézetim altinda uygulamak ve standart kayit ve rapor sistemi ile
tiiberkiiloz kontrol programmnin degerlendirilmesi olarak belirlenmistir. Bu
programin 2015 i¢cin koydugu hedef, olasi tiim yayma pozitif vakalarin en az
%70’ine tan1 konulmasi ve en az %85 inin kiir edilmesidir. Gliniimiizde 190 iilkede
uygulanan DGTS ile bakteriyolojik tani oranlar1 ve tedavi basarisi diinya ¢apinda
artmistir (19, 59).

Diinya genelinde tiiberkiiloz hastaligmin artis1 konusunda DSO, dort dnemli
unsur tizerinde durmustur:

1. Hiikiimetlerin hastaligit ihmal etmeleri sonucunda TB kontrol
sistemleri kotiilesmis ve hatta bir¢ok yerde kaybolmustur.

2. Kotii yonetilen ya da dogru yaklasimlarin uygulanmadigi TB kontrol
programlari, hastaligin artis1 yaninda ilaca direngli tiiberkiilozun

artigina yol agmustir.
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3. Tiiberkiiloz ve HIV’in birlikte oldugu hallerde, HIV’in endemik
oldugu yerlerde TB patlayic1 artis yapmustir.

4. Niifus artisi, TB olgularinin sayilarinda artisa yol agcmistir. Hastalik
insidansinin yiikksek oldugu tilkelerden goclerle gelen TB olgulari,
sanayilesmis tilkelerde artis nedenlerinden birisini olusturmaktadir
(60).

Diinyadaki hastalarin yaklasik %80’1 22 farkli {ilkede bulunmaktadir.
DSO’niin  “Yiiksek Olgu Yiikii Olan Ulkeler” olarak adlandirdigi bu iilkeler
sunlardir: Hindistan, Cin, Endonezya, Nijerya, Benglades, Pakistan, Etiyopya, Giiney
Afrika, Filipinler, Kenya, Kongo, Rusya Federasyonu, Vietnam, Tanzanya, Brezilya,
Uganda, Tayland, Mozambik, Zimbabve, Myanmar, Afganistan ve Kambogya (59).

Diinya Saghk Orgiitii 1997 yilindan beri her yil, tiiberkiilozun kontroliine dair
yillik rapor yaymlamaktadir. Raporun ana amaci, tiiberkiiloz epidemisinin genis
kapsamli ve giincel bir degerlendirmesini yapmak ve tiiberkiilloz tedavi ve
kontroliindeki global, bolgesel ve iilkeler seviyesindeki ilerlemeyi gérmektir. 2010
yilindaki rapora gore, 2009 yilinda diinyada yeni vaka sayist 9,4 milyon olarak
tahmin edilmistir. 2007°de bu sayr 9,27 milyon idi. Toplam say1 artmis gibi
goriinebilir ama 2007°de insidans 100 000 niifusta 139 iken, 2009°da 100 000
niifusta 137’ye diismistiir. Niifus siirekli artti§1 i¢cin insidans oranlar1 da diisiik
cikmaktadir. Her yi1l yavas da olsa insidans oranlarinda bir azalma goriilmektedir.
Tiim vakalarin sayis1 2007°de 13,7 milyon olarak tahmin edilmisken, 2009 tahmini
14 milyondur. Bu degerlerin prevalansi da 2007°de 100 000 niifusta 206 iken,
2009°da 100 000 niifusta 200°e diismiistiir. 2007 yi1linda tahminen, 1,3 milyon HIV
negatif kisi tiiberkiiloz nedeniyle dlmiistiir (100 000 niifusta 20). Ilaveten, 456 000
HIV pozitif kisinin tiiberkiiloz nedeniyle 6ldiigli tahmin edilmektedir. 2009 yilinda
da tiiberkiilozdan 6lenlerin sayis1t HIV negatif hastalarda 1,3 milyon olarak ve orani
da 100 000 niifusta 20, HIV pozitif hastalardan 6lenlerin sayis1 da 400 000 civarinda
olarak tahmin edilmektedir. Tiiberkiilozdan toplam 6liimlerin sayis1 1,7 milyon ve
yiizbin niifusta 26 olarak tahmin edilmektedir. 1990’11 yillarda artig gosteren global
tiiberkiiloz insidanst 2004 yilindan beri yavas yavas diismektedir. 1990 ile 2009
arasinda global seviyedeki 6liim oranlari, %35 oraninda azalmistir. Bu diisiis oranlar1

korunabilirse 2015°te hedeflenen %50 azalma gerceklestirilebilir (20, 61).
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[k antitiiberkiiloz ilag streptomisinin kullanilmaya baslanmasiyla birlikte ilag
direnci de goriilmeye baslanmistir. Clinkii monoterapi sonucu, streptomisin direngli
suslar canli kalabilmis ve bunlarla hastaligin tekrarladign goriilmiistiir. Ilerleyen
yillarda diger ilaglarin da devreye girmesi ile kombine tedavi protokollerine ge¢ilmis
ve bu sayede diren¢ olusumunun Oniine gecilemese de niiksler onemli miktarda
azaltilabilmistir. Ancak, yetersiz tiiberkiiloz kontrol programlari, hastalarin tedaviye
devam etmemeleri, tiiberkiiloz ilaglarmin gereksiz yerlerde recete edilmesi,
tiiberkiilozla savasta kaynak yetersizligi gibi nedenlerle ila¢ direnci gederek artis
gostermistir (62).

Ilag direnci ilk defa, 1992 yilinda New York sehrinde tiiberkiiloz hastalarinin
%12’sinin CID TB’lu oldugu fark edildiginde biiyiik bir problem olarak gériilmeye
baslanmistir (62).

2008 yilinda, 440 000 CiD TB vakasi goriildiigii tahmin edilmektedir. Bu
vakalarin %86’s1 27 iilkede (15 tanesi Avrupa bdlgesinde) goriilmektedir. Bu
iilkelerin dort tanesinde vaka sayist digerlerinden daha yiiksektir. Cin’de 100 000,
Hindistan’da 99 000, Giiney Afrika’da 13 000 ve Rusya Federasyonu’nda 38 000
CID TB vakas1 oldugu tahmin edilmektedir. Global tiiberkiiloz insidansinda goriilen
diisiise ragmen CID TB hastalarinin %96’dan fazlasina tan1 konulamadig1 ve standart
tedavi rejimleriyle tedavi olduklar1 tahmin edilmektedir. Global plandaki hedeflere
ulasmak icin, 6zellikle CID TB vakalarmin %57 sinin gériildiigii {i¢ iilkede (Cin,
Hindistan, Rusya Federasyonu) tan1 ve tedavi oranlarmi yiikseltmek gerekir. Aksi
takdirde 2010 raporunda 58 {iilkeden en az bir vakanin bildirildigi “yaygm ilag
direngli” (YID TB) tiiberkiiloz vaka sayisi artacaktir. YID TB terimi (XDR-TB
“Extensively Drug Resiatant-TB”) ilk defa Mart 2006’da Amerika Birlesik Devletleri
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) ile DSO’niin birlikte yaymladiklar1 bir
raporda kullanilmistir. Bu rapora gore YID TB, sadece INH ve RIF’e direngli degil,
aynt zamanda  alti gruba ait ikinci segenek ilaglardan (aminoglikozidler,
polipeptidler, florokinolonlar, tioamidler, sikloserin ve PAS) en az iligline daha
diren¢li olan M tuberculosis suslar1 ile olusan tiiberkiilozdur. Fakat sonradan bu
tanimlamanin ila¢ duyarlilik testlerinde bir takim zorluklara neden oldugu goriilmiis
ve DSO Ekim 2006°da Isvicre’de yapilan bir toplantida bu tanimlamada diizeltmeye
gitmistir. Buna gére YID TB, birinci segenek ilaglardan en az INH ve RIF direncine
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ilaveten her hangi bir florokinolon (siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin) ve en
az bir ikinci segenek parenteral ilaca (amikasin, kanamisin ve kapreomisin) direngli
M. tuberculosis suslari ile olusan tiiberkiilozdur (20, 63, 64)

Sahra alt1 Afrika’nin bazi iilkelerinde, tiiberkiiloz ve HIV birlikteligi orani
dramatik olarak artmaktadir. HIV pozitif hastalarin %50-80’1 latent tiiberkiiloz
enfeksiyonu tasimaktadirlar ve bunlar, tiiberkiiloz gelisimi i¢in biiylik risk
altindadirlar. Tiberkiiloz, HIV ile enfekte kisilerde, 6limiin ana sebeplerinden
biridir. Direncli suslar, direncli olmayanlara gore daha az virulan ve daha az yeni
enfeksiyon yapma potansiyeline sahip olmalarma ragmen, HIV pozitif hastalarda
yiiksek diren¢ orani goriilmesinin nedeni direngli suslara karsi yiiksek oranda
duyarhlik olabilir. Hastaneye yatma da etkene maruz kalma riskini arttirrr. 2006
yilinda Giiney Afrika’da YID tiiberkiiloz bulasi nedeniyle, HIV prevalansmimn yiiksek
oldugu bir bolgede, hem hastalar hem de calisanlar arasinda ¢ok fazla 6liim meydana
gelmistir (62).

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, bir CID TB hastasinin yalnizca ilaglarmin
maliyeti duyarl: bir tiiberkiiloz hastasinin ila¢ maliyetinden 50-200 kat daha fazladur.
2010-2015 arasi, 27 yiiksek CID TB olgu yiikii olan iilkelerde, 1,3 milyon CID TB
vakasinin tedavisi i¢in tahmin edilen maliyet 16,2 milyar dolardir. 2015°te CID TB
ile savasta ihtiya¢c duyulacak finansman 2010°dakinin 16 kat1 olacaktir. Tiiberkiiloz
tedavi edilebilir bir hastalik olmasma ragmen, CID TB’de kiir oranlar1 ¢ok diisiiktiir
ve 6liimciil olabilir. CID TB ydnetimi zor, komplike, pahali, deneyimli ve kalifiye
saglik personeli gerektiren bir hastaliktir. Tiiberkiiloz tanis1 kolay bir hastalik
olmasina ragmen, CID TB tanis1 koymak igin giivenilir ve pahali kiiltiir ve duyarlilik
testleri gerekir. Ne yazik ki, diinyanmn bir¢ok yerinde bu olanaklar mevcut degildir.
CID TB tedavisinde kullanilan ikinci segenek ilaclar daha az etkili, daha ¢ok yan
etkiye sahip ve daha pahali ilaglardir (20, 64).

Dogrudan Gézetimli Tedavi Stratejisi’nin de CID TB prevalansmin yiiksek
oldugu bolgelerde basarisiz oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, bu bdolgelerde
DGTS’nin basartyla uygulanmasina ek olarak ilag duyarlilik testlerinin yapilmasimni
ve ikinci segenek tiiberkiiloz ilaglarinin kullanilmasmi iceren DGTS-Art1 (DOTS-
Plus) uygulamasina gecilmistir. DSO, daha dnce tedavi almis veya CID TB olma

ihtimali bulunan hastalara mutlaka 1ila¢ duyarlilik testlerinin yapilmasimni
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onermektedir. Ayrica oOzellikle HIV’li ve mikroskopisi pozitif hastalara mutlaka
molekiiler yontemlerle ilag duyarlilik testi yapilmasin1 6nermektedir (40, 60, 65)

Ancak, konvansiyonel yontemlerle ila¢ duyarlilik testleri oldukca uzun bir
zaman almaktadir. Her ne kadar sivi bazli, yar1 otomatik, radyometrik BACTEC
460TB yontemi (BD), M. tuberculosis kompleks suslarinin {ireme ve ilag duyarlhilik
testleri i¢in gerekli zaman1 oldukga azaltmis olsa da hala ila¢ direncinin belirlenmesi
icin gerekli siirenin kisaltilmasina ihtiya¢ vardir. Diger radyometrik olmayan, tam
otomatize sistemler de siireyi kisaltamamislardir. Bu nedenle M. tuberculosis
kompleks suslarmin saatler icersinde tanisin1 ve ilag direncini belirleyebilen
molekiiler yontemler gelistirilmistir (67).

Resmi verilere gore Tiirkiye, tiiberkiiloz insidansmin orta diizeyde oldugu
iilkeler arasinda yer almaktadir. Elimizdeki resmi rakamlar tiiberkiiloz insidansinin
1965°de yiizbinde 172, 1980°de yiizbinde 52,2, 1990°da ylizbinde 43,8 oldugunu
belirtmektedir. Goriildiigii gibi tiiberkiiloz insidansi hala yiiksek olmasina ragmen,
yillar igerisinde diisiis gostermektedir. Verem Savasi Daire Bagkanlig1 verilerine gore
2005 yilinda yeni vaka sayis1 18753 ve insidans yiizbin niifusta 26,0 iken, 2008
yilinda yeni vaka sayis1 16760 ve insidans ylizbin niifusta 23,4’tlir. 2005 yilinda
toplam olgu sayis1 20535 ve prevalans yiizbinde 28,5 iken, 2008 yilinda toplam olgu
say1s1 18452 ve prevalans ylizbin niifusta 25,8 olarak bulunmustur (21, 59).

Tirkiye genelinde direng oranlariyla alakali ok merkezli bir ¢aligma yoktur.
Durmaz’in (69) 1995-2004 yillar1 arasinda ¢esitli bolgelere ait calismalardan yaptigi
analizde CID TB, yeni hastalarda %1,3-4,8, daha dnce tedavi gérmiis hastalarda 4,4-
16,6 arasinda bir dagilim gostermistir (68).

Ulkemizde yapilan cesitli calismalarda direng oranlar1 oldukga yiiksek, fakat
farkli oranlarda belirlenmistir. Bu ¢aligmalarda diren¢ bulgular1 arasinda saptanan
farkliliklar, biiylik olctide degisik direng Olgiitlerinin - kullanilmasimdan
kaynaklanmaktadir. Ucan tarafindan yapilan bir arastirmada, 1953-1994 donemini
kapsayan konuyla ilgili caligmalar tolanmis, 105 yaym ve 135679 susla ilgili direng
verilerinin analizi yapilmustir. Primer direng oranlar1 SM, RIF, INH ve EMB’de
sirasiyla %16, %13,%12 ve %3; sekonder direng oranlar1 %30, %25, %35 ve %10;
toplam direng oranlar1 ise %31, %22, %34 ve %7 olarak belirlenmistir (70).
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Yolsal ve ark. (70), 1984-1989 ve 1990-1995 yillar1 arasinda yaymnlanmis
makalelerden, karsilastrmali ila¢ direnci analizleri yapmislardir. Yaptiklar1 meta
analizde 1985-1989 yillar1 arasina ait 11, 1990-1995 yillar1 arasina ait 12 arastirma
degerlendirmeye alinmistir. 1984-1989 yillar1 arasina ait primer ilag direng oranlar1
SM, INH, RIF ve EMB i¢in sirastyla %8,8, %14,4, %5,7, %2,2°dir. 1990-1995 aras1
primer diren¢ oranlar1 SM, INH, RIF ve EMB i¢in sirasiyla %10,1, %8,8, %8,9,
%3,0 olarak bulunmustur. Sekonder ila¢ direnci oranlari ise, 1984-1989 aras1 SM
icin %24,6, INH i¢in %34,1, RIF icin %23,1, EMB icin %13,3 olarak belirlenmistir.
1990-1995 yillar1 i¢in, sekonder diren¢ oranlari1 SM’de %17,7, INH’da %30,1,
RiF’de %31,9, EMB’de %13,7’dir. 1984-1989 aras1 toplam direng oranlari, SM’de
%22,5, INH’da %27,8, RiF’de %22,3, EMB’de %7,8 olarak tespit edilmistir.
1990-1995 ddénemine ait toplam SM direnci %17,9, INH direnci %23,8, RIF direnci
%22,1, EMB direnci %7,7 ¢ikmistir. Arastirmacilar, farkl kaynaklarca verilen direng
oranlarinin bir homojenlik gostermedigini belirtmislerdir. Ancak, bulgular her ne
kedar tartigmali olarak degerlendirilse de, Tiirkiye’de direng oranlarmin gelismis
iilkelerle kiyaslanmayacak 6lgiide yiiksek oldugu sonucuna varilmaistir.

Arseven ve ark. (71) Dogu Karadeniz bolgesinde antitiiberkiiloz ila¢ direnci
ile ilgili bir ¢calisma i¢in, 6nce 1985-1990 yillar1 arasinda Giresun, Trabzon, Rize,
Artvin ve Gilimiishane illerini kapsayan iki G6glis Hastaliklar1 Hastanesi ve 10
Verem Savas Dispanserinde tedavi goren, kiiltiir pozitif ve antibiyogram incelemesi
yapilmis, 1388 tiiberkiilozlu hastanin kayitlarini tarayarak, antibiyogram sonuglarini
elde ettiler. Calismanin ikinci boliimiinde yine ayni bdlgede, 1993 yilinda ve 1994
yilmin ilk alt1 ayinda kiiltiir pozitif olarak saptanan ve ila¢ duyarlilik sonuglar1 alinan
333 tiiberkiilozlu hastanin dort major ilaca karsi direng durumunu belirlemislerdir.
1985-1990 yillar1 arasinda tespit edilen 1388 hastada INH direnci %29,6, RIF direnci
%17,1, SM direnci %23,3 ve EMB direnci %8,8 olarak bulunmustur. CID TB orani
ise %9,1°dir. 1993-1994 yillarinda saptanan 333 hastanin INH direnci %34,8, RIF
direnci %25,2, SM direnci %29.4 ve EMB direnci %10,5 olarak belirlenmistir. CID
TB orant ise %22,5 olarak bulunmustur. bu ¢aligmanin yapildig: tarihlerde Karadeniz
bolgesi tiiberkiiloz prevalansi agisindan Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nden sonra

ikinci sirada gelmekteydi.
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Kartaloglu ve ark. (72) Ocak 1999-Ocak 2000 tarihleri arasinda Giilhane
Askeri Tip Akademisi Camlica G6glis Hastaliklar1 Hastanesinde 365 tiiberkiiloz
hastasi lizerinde bir arastirma yapmuglardir. Bu arastirmaya gore, INH’a direng orani
%14,8, RiF’e direng¢ %3, EMB direnci %10,7, SM direnci %2.,5 oalarak
bulunmustur. 10 hastada (%2,7) CID TB tespit etmislerdir. Bir veya daha fazla
birinci secenek ilaca direncin sikligindan dolay:r 6zellikle asker koguslari, okul
yurtlar1 ve hapishaneler gibi kapali alanlarda yasayan tiiberkiiloz hastalarina mutlaka
ila¢ duyarlilik taramasi yapilmasi gerektigi sonucuna varmislardir.

Tahaoglu ve ark. (73) yaptig1 ¢alismada primer tiiberkiiloz vakalarinda SM
direnci %20,6, RIF direnci %10,8, INH direnci %5,1 bulunmustur. Sekonder
tiiberkiiloz vakalarinda direng SM i¢in %31,9, INH igin %30,0 ve RIF i¢in %36,2
olarak bulunmustur.

Durmaz ve ark. (74) 2000 yilinda 88 yeni tiiberkiiloz hastas1 {izerine
yaptiklar1 bir arastirmada, tek ilaca diren¢ oranlarmi INH icin %10,22, SM i¢in
%7,95, EMB icin %4,54, RIF icin %0,0 olarak bulmuslardir. Yalnizca iki hastada
(%2,26) birden fazla ilaca direng tespit etmislerdir.

Talay ve ark. (75) 1997-2000 yillar1 arasinda 135’1 daha 6nce hi¢ tedavi
almamis 185 vaka {izerine yaptiklar1 bir ¢calismada, primer ila¢ direngleri SM, INH,
RIF, EMB i¢in sirasiyla %13,3, %8,9, %3,0, %2,2 olarak bulunmustur. Sekonder ilag
diren¢ oranlar1 ise SM icin %18,5, INH icin %22.2, RIF i¢in %22,2 ve EMB i¢in
%13,9 olarak bulunmustur. Toplam ila¢ diren¢ oranlar1 ise SM’de %14,8, INH’da
%12,7, RIF’de %8,5, EMB’de %5,3’diir. CID TB acisindan incelendiginde ise
primer CID TB oran1 %2,9, sekonder CID TB oram %16,6, toplam oran ise %6,8
olarak bulunmustur.

Baylan ve ark. (76) 2002 yilinda yaptiklar1 calismada, M tuberculosis
kompleks iireyen 63 hastanin 5 tanesinde (%7,9) sadece INH direnci, 1 tanesinde
(%1,6) sadece SM direnci, 1 tanesinde INH+SM direnci (%1,6) ve 1 tanesinde
INH+RIF+SM+EMB (CID TB) direnci (%1,6) tespit etmislerdir. Isparta yoresinde,
Yayli ve ark. (77) yaptig1 ¢alismada INH, RIF, SM ve EMB direngleri sirasiyla
%13,88, %1,85, %1,85 ve %0,92 olarak bulunmustur.

Tansel ve ark. (78) yaptig1 calismada BACTEC yontemiyle M. tuberculosis

kompleks oldugu belirlenen 139 izolata, birinci segenek antitiiberkiiloz ilaclarla
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duyarlhlik testi yapilmistir. D6rt major antitiiberkiiloz ilacin hepsine duyarl sus sayisi
119 bulunmustur (%88,8). izolatlarin %9’unda INH, %4,5’inde RIF, %2,2’sinde SM,
%1,5’inde EMB direnci belirlenmistir. CID TB oran1 da %3 olarak bulunmustur.

Karadag ve ark. (79) Ondokuz Mayis Universitesi’nde 50 M. tuberculosis
kompleks izolat: iizerinde yaptiklar1 ilag duyarlilik testinde INH direnci %16, RIF
direnci %4, SM direnci %4, EMB direnci %2 ve en az izoniazid ve rifampine birlikte
direngli sus oran1 %4 olarak bulunmustur.

Korkmaz ve ark. (80). BACTEC 460TB sistemi ile M. tuberculosis kompleks
olarak soyutlanan 104 6rnegin antibiyotik duyarlilik testlerini hem BACTEC ile hem
de agar proporsiyon yontemi ile yapmislardir. BACTEC yontemi ile toplam 59
kokenin (%56,73) en az bir ilaca direngli oldugu, 26 susun (%25) INH’e, 11 susun
(%10,58) RiF’e, 19 susun (18,27) EMB’e, 3 susun (2,89) SM’e direngli oldugu
bulunmustur. CID TB oran1 da %S5,76 olarak bulunmustur. Agar proporsiyon
yontemi ile 66 susun (%63,46) en az bir ilaca direngli oldugu, 25 susun (24,04)
INH’e, 11 susun (%10,5) RIF’e, 27 susun (%25,96) EMB’e, 3 susun (%2,89) SM’e
direncli oldugu saptanmistir. CID TB orami %35,77 olarak hesaplanmistir. RIF
duyarhilig1 icin her iki yontem karsilastirildiginda duyarlilik ve 6zgiilliigiin her ikisi
de %100 olarak bulunmustur. INH duyarlilig1 i¢in her iki yontem karsilastirildiginda
duyarlhilik %100, 6zgiilliik %98,7 bulunmustur.

Gonliigiir ve ark. (81) 2004-2006 yillar1 arasinda yaptiklar1 caligmada, 158
M. tuberculosis kompleks susunun, %17,7’sinde INH direnci, %4,4’iinde RIF
direnci, %11,4’iinde SM direnci, %5,1’inde EMB direnci ve %3.,8’inde de CID
belirlenmistir.

Diindar ve Sonmez Tamer’in (82) 2007 ve 2008 yillarin1 kapsayan
calismalarinda, M. tuberculosis izolatlarmin 2007 yilinda %62’s1, 2008 yilinda
%72’si tiim primer ilaclara duyarli bulunmustur. Iki yilin ortalamasi olarak tek
basina INH direnci %13, SM direnci %4, EMB direnci %3 bulunurken, tek basina
RIF direnci gdsteren izolata rastlanmamustir. Iki yiln ortalamasi olarak ¢ok ilaca
direngli izolatlar %5 oraninda bulunmustur.

Aslan ve ark.(83) Ocak 2005-Haziran 2006 tarihleri arasinda yaptiklar
calismada, 84 M. tuberculosis kompleks izolat1 tizerinde BACTEC 460TB ve agar

proporsiyon yontemleriyle birinci segenek 1ilag duyarhiliklarinin  sonuglarini
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karsilastirmislardir. BACTEC ile INH, RIF, SM ve EMB direnci sirasiyla % 36,9,
%23,8, %20,2, %13,1 ve CID oran1 % 11,9 olarak bulunmustur. Agar proporsiyon
yontemiyle INH, RiF, SM ve EMB direnci sirastyla %33,3, %22,6, %17,8, %14,3 ve
CID oran1 %10,7 olarak belirlenmistir. BACTEC 460 sisteminin, agar proporsiyon
yontemine gore antitliberkiiloz ila¢ duyarhiliklarindaki tanisal performansinin
degerlendirilmesinde, INH icin duyarlilik %100, dzgiilliik %94,9, RiF i¢in duyarlilik
%100, ozgiilliikk %98,4 olarak belirlenmistir.

Bayraktar ve ark. (84) 1998-2004 wyillar1 arasinda tespit edilen 442
M. tuberculosis izolatinda %24,6 oraninda INH direnci, %15,8 oraninda RiF direnci,
%9,9 oraninda SM direnci ve %18,8 oraninda EMB direnci belirlemislerdir. CID TB
oranini ise % 14,7 olarak tespit etmigler ve yillara gére bu orani incelediklerinde
1999 yilinda %19,6 ile en yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. CID TB suslarmin
ornek dagilimmi incelediklerinde de %87,7’sinin balgam Ornegi oldugunu tespit
etmislerdir.

Aydm (85), yaptig1 calismada primer diren¢ oranlarini SM, INH, RIF ve
EMB i¢in srrasiyla %13,1, %18,2, %2,0 ve %3,0 olarak bulmustur. Sekonder direng
oranlarmi ise yine ayni sirayla %50, %42,9, %35,7 ve %14,3 olarak tespit etmistir.
CID TB oranini ise %8 olarak belirlemistir.

Elaz1g ilinde daha 6nce Atalar’in (86) yaptig1 bir caligmada, 1999-2004 yillar:
arasinda izole edilen M. tuberculosis suslarindan 27 tanesinin antitiiberkiiloz ilag
duyarhlik c¢alismasi, BACTEC 460TB yontemi ile yapilmistir. Bu ¢alismada INH
direnci %21, RIF direnci %25, SM direnci %17 ve EMB direnci %37 olarak tespit
edilmistir. CID TB oran1 da %14,1 olarak bulunmustur.

Tiim bu caligmalar bir arada degerlendirildiginde, birbirinden oldukc¢a farkl
diren¢ oranlar1 goriilmektedir. Kullanilan ydntemler, bolgesel farkliliklar, hasta
gruplarmin farkliliklar1 gibi bir¢ok etken direng oranlarindaki degiskenlikleri
etkilemektedir. Verem Savas1 Dairesi Baskanligi’nin verilerine gore Tiirkiye’de 2008
yilinda yeni hastalarda, INH direnci %11,3, RIF direnci %3,9, EMB direnci %3,4 ve
SM direnci %6,5’tir. Tedavi gdrmiis hastalarda, INH, RIF, EMB ve SM direnci
sirasiyla %27,9, %21,8, %9,6 ve % 12,9 olarak belirtilmistir. Tiim hastalarda INH,
RIF, EMB ve SM direnci sirastyla %13,8, %6,6, %4,3, %7,5tir. CID TB oranlar1 ise

56



yeni hastalarda %3,0, tedavi gérmiis hastalarda %18,6 ve tiim hastalarda %35,3 olarak
belirtilmistir (21).

Bu calismada ilag duyarliligi ¢alisilan 50 izolatin 8 tanesinde sadece INH
direnci, 3 susta da INH+RIF direnci goriilmiistiir. Primer ila¢ direnci INH igin
%17,9, RIF i¢in %2,6 ve INH+RIF direncli suslar icin %2.,6 olarak bulunmustur.
sekonder ilac direnci INH’te %36,3, RIF’te %18.2 ve CID izolatlarda %18,2 olarak
tespit edilmistir. Tiim hastalarda diren¢ oranlar1 ise INH icin %22, RIF icin %6 ve
CID oran1 da %6 olarak bulunmustur. Bu calismadaki INH direng oranlar1 Verem
Savas1 Dairesi Baskanligi’nin yayinladigi Tiirkiye ortalamalarinin listiinde ¢ikmustir.
RIF ve ¢ok ilaca direng oranlar1 ise Tiirkiye ortalamalarina yakin bulunmustur.

Bu c¢alismada, yas gruplar1 ve yillar arasinda tiiberkiiloz vakalar1 arasinda
anlaml bir fark bulunmamistir (p>0,05). Daha 6nce tedavi almis hastalar ile yeni
hastalar arasinda da diren¢ oranlar1 acisindan anlamlhi bir farka (p>0,05)
rastlanmamuistir.

Duyarlilik sonuglar1 olmaksizin yapilan tedaviler, beraberinde direng
sorununu ve tedavi basarisizhiklarini da getirmektedir. DSO, tiiberkiiloz tedavi
programlarinin etkilerinin takip edilebilmesi i¢in, standart tedavi rejimlerine ilaveten
ilag duyarlilik testlerinin de siirveyansin1 Onermektedir. Klasik yOntemlerle,
tiiberkiiloz etkeninin kiiltiirde iiretilmesi ve ilag duyarlilik ¢aligmalarmin yapilmasi
oldukca uzun bir zaman almaktadir. Otomatize veya yari1 otomatize hizli kiiltiir
yontemleriyle bile bu siire en az 2-3 haftadir. Bu nedenle 6zellikle ila¢ direnci olma
ihtimali yiiksek olan olgularda, DSO molekiiler hizli ila¢ duyarlihk testlerini
onermektedir. Bu yontemlerden biri olan Genotype MTBDR yontemi ile ilgili
iilkemizde yaymlanmis ¢ok fazla yayin yoktur (20).

Bu yayimnlardan biri Aslan ve ark. (87) tarafindan yapilan bir ¢caligmaya aittir.
Aslan ve ark. RIF direnci saptanan 1, INH direnci saptanan 15 ve INH+RIF direnci
saptanan 10 M. tuberculosis susu lzerinde Genotype MTBDR yodnteminin
giivenilirligini test etmislerdir. RiF’e direngli 11 izolatn 4’iiniin (%36,3) rpoB
MUT3 (S531L) mutasyonu ve 1 tanesinin (%9,1) rpoB MUT1 (D516V)
mutasyonuna sahip oldugu gozlenmistir. 4 izolatda da (%36,4) WT hibridizasyon
probunda hibridizasyon gozlenmemesi ile ortaya ¢ikarilan mutasyonlar da mevcuttur.

Izolatlarin %81,8’ini Genotype MTBDR yontemiyle RIF’e direncli olarak tespit
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etmiglerdir. INH direncli 25 izolatin 16’sinda (%64) INH direnci dogru olarak tespit
edilmistir. Bu izolatlarm 14’iiniin (%56) katG T1 mutasyon probunda, S315Tl1
mutasyon tipini tasidigi saptanmistir. Genotype MTBDR testi ile fenotipik duyarlilik
testi arsindaki uyum orani RIF igin %81, INH igin % 64 olarak belirlenmistir.

Cavusoglu ve ark. (88) proporsiyon metodu ile 37’si ¢ok ilaca direngli 41
RIF direngli izolat iizerinde Genotype MTBDR testini ¢alismuglardir. RiF direngli 41
izolatin, 22 (%53,7) tanesinde bu yOntemle mutasyon problariyla hibridizasyon
gozlenmistir. 41 RIF direngli izolatn 17’sinde (%41,5) en az WT rpoB problarindan
birinde negatif sinyal gbzlenmistir. En sik rastlanan mutasyon kodon 531°de (%56,1)
goriilmiistiir. Iki RIF direngli izolat Genotype MTBDR ile RIF duyarli olarak tespit
edilmistir. 41 izolatm 39 tanesinde RIF direncini tespit eden Genotype MTBDR
yonteminin, RIF direncini belirleme oranm1 %95,1 olarak bulunmustur. 37 INH
direngli izolatm 27°sinde (%73) kodon 315°de mutasyon tespit edilmistir. Bu
izolatlardan sadece 31 tanesi yiiksek diizey INH direng paterni tasidigindan dolay,
Genotype MTBDR yonteminin yiiksek diizey INH direncini belirleme oran1 %87,1
(27/31) olarak tespit edilmistir.

Bu iki calismada oldugu gibi Firat Universitesi Hastanesi T1bbi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’nda da yapilan bu ¢alismada en sik gozlenen RiF direng paterni kodon
531°de gozlenmistir. INH direncli izolatlarda da en ¢ok katG T1 probunda
hibridizasyon paterni gézlenmistir.

Italya’da yapilan bir calismada, Miotto ve ark. (89), 142 RIF direncli izolatin
141°inde (%99,3) Genotype MTBDR yontemi ile direng tespit etmislerdir. En ¢ok
mutasyon kodon 531°de gozlenmistir. 64 fenotipik olarak RIF duyarli susun 61°i
dogru olarak tanimlanmistir. 173 INH direngli susun 115’inde (%66,5) Genotype
MTBDR yontemiyle direng saptanirken, 33 duyarli susun hi¢birinde direng paternine
rastlanmamistir. 139 CID izolatm sadece 97’si (%69,8) Genotype MTBDR ile dogru
olarak tespit edilebilmistir. Yontemin duyarliligi, RiF, INH direnci ve CID suslar
icin sirastyla %91,5, %67,1, %69,8 olarak hesaplanmistir. Sensitivite ise yine ayni
strayla, %99,3, %100, %99,3 olarak hesaplanmustir .

Somoskovi ve ark. (67) yaptig1 calismada 57 yiiksek diizey INH direngli
izolatin 48’inde (%84,2) Genotype MTBDR yontemiyle de direng saptanirken, 35
disik diizey INH direngli izolatin sadece iki (%S5,7) tanesinde direng
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saptanabilmistir. 26 RIF direngli izolatin 25’inde (%96,2) Genotype MTBDR
yontemiyle de direng saptanmistir.

Hilleman ve ark. (55) yaptig1 calismada 103 CID ve 40 tamamen duyarli
izolatta Genotype MTBDR yodntemiyle ilag direnci ¢aligilmistir. 203 CID izolatin
102’sinde rpoB gen bolgesinde bir mutasyona rastlanmistir. En sik kodon 531°de
direng paterni goriilmiistiir. 103 6rnegin 91’ inde (%88,4) katG kodon 315°de direng
goriilmiistiir. Duyarli suslarin hi¢ birinde mutasyon paterni goriilmemistir. Genotype
MTBDR testinin INH direncini belirlemede duyarliligi %88,4 ve 6zgilligii % 100
olarak bulunmustur.

Bang ve ark. (90) yaptig1 calismada, Genotype MTBDR ile elde edilen
genotipik sonuglarin BACTEC ile elde edilenlerle %95 oraninda uyumlu oldugundan
bahsedilmektedir. Uyumsuz sonuglarin, kodon 315 disindaki lokalizasyonlarda
bulunan mutasyonlarin da INH direncine neden olmasiyla agiklanabileceginden
bahsetmiglerdir.

Brossier ve ark. (91) yaptiklar1 ¢alismada, Genotype MTBDR yOnteminin
yiiksek diizey INH direncini saptamada %89 oraninda basar1 gdsterirken, RIF
direncini belirlemede ise %100 oraninda basarili oldugunu bildirmislerdir.

Bizim c¢alismamizda Genotype MTBDR testinin RIF direngli ve CID suslar
icin duyarlilig1 %100, 6zgilligii %100 olarak bulunmustur. INH direnci belirlemek
icin ise duyarlilig1 %78,6 ve 6zgiilliigii %100 olarak bulunmustur. RIF direnci ve ¢ok
ilaca diren¢ icin oranlarin yiiksek c¢ikmasinin sebebi Ornek sayisinin azligma
baglanabilir. Ancak INH direncini belirlemede duyarlilik genellikle diger
calismalarla benzerlik gostermektedir.

Genotype MTBDR ydntemi RIF direncini belirlemede biiyiik bir duyarliliga
sahiptir. Ancak INH direncini belirlemede bazi dezavantajlar1 vardir. RIF’e direncli
M. tuberculosis kokenlerinin %95’inden fazlasinda RNA polimeraz enziminin B-alt
iinitesini kodlayan rpoB geninin 507-533. kodonlar1 arasindaki 81 baz cifti (bg)
uzunlugundaki RIF direng belirleme bdlgesi (rifampin resistance determining region,
“RRDR”) veya “hot spot” adi verilen bdlgede mutasyonlar vardir. Yontem de bu
bolgeyi hedeflediginden dolayr duyarliligi yiiksektir. INH direnci tasiyan
M. tuberculosis kokenlerinin ¢ogunda da katG gen bolgesinde mutasyonlar mevcutsa

da %25 oraninda inhA ve bazi suslarda da ahpC gen bolgelerinde mutasyon vardir.
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Bu nedenle en azindan inhA gen bdlgesini de icerecek sekilde bir yapilanma, testin
duyarliligin1 ve giivenilirligini daha da arttiracaktir. Bu durumu goz Oniinde
bulundurarak yakin zamanda Genotype MTBDR ydnteminin bir {ist versiyonu olan
Genotype MTBDR plus testi (Hain Lifescience, Almanya) iiretici firma tarafindan
piyasaya siiriilmiistiir. Genotype MTBDR plus yontemiyle, RiF direncini belirleyen
rpoB bantlarinmn sayisi artirilarak testin RIF direncini belirleme duyarlilig: arttirildig:
gibi, INH direncini belirlemek i¢in inhA gen bdlgesini iceren bant paternleri de DNA
striplerine yerlestirilmistir. Lacoma ve ark. (52) yaptig1 ¢alismada, yeni bantlarin
eklenmesiyle testin RIF direncini belirlemede duyarliliginmn %8,4, INH direncini
belirlemede de %31,4 oraninda artis gosterdigi belirtilmektedir (66).

Bu calismanin asil amaci hizli molekiiler tan1 yontemlerinin, Mycobacterium
tuberculosis kompleks varligin1 tespit etmede ve ilag direncini belirlemedeki
glivenilirligini  belirleyerek, bu yontemlerin rutinde kullanimi konusundaki
tartigmalara katkida bulunmaktir. Daha az gelismis bir yontemle bile oldukca iyi
sonuclar elde edilmis olmasi, hizli molekiiler tan1 testlerinin en azindan acilen ilag
duyarlilig1 calisilmasi gereken durumlarda giivenilirligini gostermektedir.

Sonug olarak, Genotype MTBDR ydntemi,en sik rastlanan RIF ve INH direng
bolgelerini tespit etmesi, uygulanmasi kolay bir test olmasi, test i¢in kullanilan PZR
teknolojisinin ve revers hibridizasyon metodunun etkili ve tekrarlanabilir olmas1 ve
sonuglar1 yorumlamak i¢in yetigmis uzman denetimine ihtiya¢c duyulmamasi
nedeniyle rutin laboratuvarlarda kolaylikla kullanilabilecek bir molekiiler yontemdir.
Ancak, hi¢bir molekiiler yontemin klasik kiiltiir bazli ilag duyarlilik testlerinin yerini

tamamen alamayacagi unutulmamalidir.
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