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1. GIRIS ve AMAC

Diinya niifusunun yaklasik 1/3’inlin tiiberkiiloz (TB) etkeni olan
Mycobacterium tuberculosis basili ile enfekte oldugu ve her yil yaklasik 9 milyon
kisinin yeni TB hastasi oldugu tahmin edilmektedir (1). Verem Savasi 2012
verilerine gore; iilkemizde 2010 yilinda insidans yiizbin nufiista 20.6’dir. Son
yillarda giderek artan kiiresel ¢abalara ragmen yeni TB olgularinin sayisi1 hizla
artmaktadir (2). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) niin 2015 yilindaki hedefi, olas1 tiim
yayma pozitif vakalarin en az %70’ine tan1 konulmasi ve en az %85’inin tedavi
edilmesidir. 2050 yilindaki hedefi ise TB’u diinyadan elimine ederek bu halk saglig

sorununu ortadan kaldirmaktir (1).

1940’1 yillarin  sonunda ilk antitiiberkiiloz ilag streptomisinin (SM)
kullanilmaya baslanmasiyla birlikte ila¢ direnci de goriilmeye baslanmistir (3).
Izoniazid (INH) ve rifampin (RIF) en az yan etkiye sahip en etkili antitiiberkiiloz
ilaclardandir. INH ve RIF’e birlikte direncin olmasi ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz
(CID-TB) olarak tanimlanir. CID-TB infeksiyonlarin sayist 1990’lardan bu yana
giderek artis gostermektedir. CID-TB tedavisi zor, komplike, pahali bir uygulamadir.
Bu nedenle tedavinin dogru yonlendirilmesi ve yonetimi direngli suslarla bulasma
zincirinin kirilmasi ve diren¢ yayiliminin 6nlenmesi agisindan kritik 6neme sahiptir.

Bu uygulama ise deneyimli ve kalifiye saglik personeli gerektirmektedir (4).

M. tuberculosis basilinin saptanmasiin ve kiiltiirde iiretilmesinin ardindan
mikrobiyoloji laboratuvarininin en 6nemli gorevi oncelikle tedavide ilk secenek olan
primer ilaglara kars1 duyarlilik testi yapilmasidir. Onerilen, her hastaya ait ilk izolat
icin duyarhilik testinin yapilmasi, iki aylik tedaviye ragmen kiiltlirii pozitif olan
hastalarda tekrarlanmasidir (5). Ancak, fenotipik yontemlerle yapilan ilag duyarlilik
testleri zahmetli ve olduk¢a zaman alicidir. Rutin laboratuvarlarda en sik kullanilan
fenotipik yontem sivi bazli ilag duyarlilik sistemlerinden birisi olan BACTEC MGIT
960 sistemidir. DSO, 6zellikle ila¢ direnci olma ihtimali yiiksek olan olgularda
molekiiler hizli ilag duyarlilik testlerini dnermektedir. Bu sebeple son yillarda
mikobakterilerin tiir tanimlamas1 ve ila¢ duyarhiliklarinin hizli tespiti i¢in bir¢ok

molekiiler yontem gelistirilmistir (6).



Bu c¢alismada, laboratuarimizda BACTEC MGIT 960 sistemi ile ilag
duyarlilik testi yapilan izolatlarin hizli molekiiler tan1 yontemlerinden olan Reverse
Blot Hybridization Assay Mycobacterium tuberculosis Drug Resistance (REBA
MTB-MDR) testi ile degerlendirilerek, iki yontemin karsilastirilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Tarih Oncesi ¢aglardan beri bilinen ve insanlik tarihi kadar eski bir gegmise
sahip olan halk arasinda verem diye bilinen TB, farkli bolgelerde degisik tarihlerde
epidemilere neden olmustur. Bu salginlardan sonra hastaligin goériilme oranin da ani
olarak diisiisler kaydedilmistir. Bu tiir dalgalanmalarin olusmasinda, bagisiklik

sisteminin, sosyo-ekonomik olaylarin ve hastaligin dogal seyrinin etkisi olmustur (7).

“Oliimiin Kaptan1” lakab:r verilen TB’un patogenezinin anlagilmast,
Theophile Laennec’in 19. yiizyil basindaki ¢alismalariyla baglamistir. 1865 yilinda
da Jean-Antoine Villemin’in TB’un bulasiciliginin ispatiyla ilerletilmistir. 1882
yilinda Robert Koch TB’dan 6len bir hastanin akcigerindeki basili gostermis, TB’un
M. tuberculosis ile olusan bir infeksiyon hastaligi oldugunu kanitlayarak yeni bir
donem baglatmistir. 20. yiizyilin baslarinda ilk sanatoryumun agilmasiyla TB
tedavisinde farkli bir yaklasim baslamistir. Fransiz bilim adamlari, Albert Calmette
ve Camile Guerin gliserin-safra-patates karisiminda iireyen TB basilinin virulansini
kaybettigini bulmuslardir ve ¢alismalar sonucunda bu susu ast yapiminda kullanarak
ilk TB asisini, Bacillus Calmette-Guerin (BCG)’i gelistirmiglerdir. 1921 yilinda
Fransa’da ilk kez BCG asis1 insanlarda kullanilmaya baslanmistir. 1930°da Pasteur
Enstitiisii’'nden getirilen BCG asis1 Refik Saydam Merkez Hifzisthha Enstitiisii’'nde
tiretilerek tilkemizde kullanilmaya baslanmistir. Florence Seibert ve Glenn 1930°1u
yillarda old tiiberkiilini saflastirmis ve TB infeksiyonunu saptanmak igin
kullanmuslardir(7).

1944°de SM, 1952’de INH, 1949’da para-amino salisilik asit’in (PAS)
bulunmasi ile TB’da yeni bir dénem baslamigtir. Kemoterapideki son devrim
1966°da RIF’in kullanima girmesi olmustur. Bu kesif su anda da uygulanmakta olan
kisa siireli tedavinin yolunu agmistir. Kombine tedavinin uygulanmasiyla TB tedavi
edilebilir bir hastalik haline gelmistir. Antibiyotik tedavisinin baslamasindan sonra
TB ozellikle gelismis iilkelerde olmak tizere siirekli bir diisme egilimi gostermistir.
Ancak bu egilim 1985 yilindan itibaren degismis, TB ve ilaca direngli olgularinin

sayis1 artmaya baglamustir. Ozellikle halk saghg ile ilgili ¢aligmalardaki



yetersizlikler, Kazamlmis Immun Yetmezlik Sendrom (AIDS)’lu olgularin
sayisindaki artis ve bozulan sosyoekonomik durum bu artigin baslica nedenleri olarak

One stirtilmiistir (8,9).
2.2. Mikobakterilerinin Genel Ozellikleri

Mycobacterium; Actinomycetales takimmin Mycobacteriaceae ailesinde
bulunan tek cins olup, diger mikolik asit igeren cinsler ile iliskisi vardir. Mikobakteri
tirlerinin yiliksek G (guanin) + C (sitozin) igerikleri (M.leprae harig), diger mikolik
asit igeren Gordonia, Tsukamurella, Nocardia, Rhodococcus ve Corynebacterium
tiirleri gibidir.

Mycobacterium cinsi iginde bugiin 130°dan fazla tiir tamimlanmistir. Konak
tropizmlerinde, fenotipik oOzelliklerinde ve patojenitelerinde biiylik farkliliklar
olmasina karsin bakteriyolojik ozellikleri ve DNA Dbenzerlikleri nedeniyle
birbirleriyle yakin iligkili tiirler "kompleks” basligi altinda toplanmaktadirlar. M.
tuberculosis kompleks; M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M.
caprae, M. microti, M. canetti ve M. pinnipedii tiirlerinden olusmaktadir.
Kompleksin diger iiyeleri insanlarda seyrek olarak hastaliga yol agtigindan M.
tuberculosis cinsin en Onemli {iyesidir ve giinlimizde insanlarda gorilen

tiiberkiilozun esas etkenidir (10).

1959°da  Ernest Runyon, M. tuberculosis kompleks disinda, klinik
orneklerden izole edilen diger mikobakteriler i¢in bir gruplama yapmustir. Bu

siniflamada her grup degisik tiirleri igermektedir.

Grup I: Sadece 1s1kta sari-portakal rengi pigment olusturan fotokromojenik
mikobakteriler (M. kansasii, M. marinum, M.asiaticum, M. intermedium,

M.novocastrense),

Grup |Il: Karanlikta portakal rengi veya kirmizi pigment olusturan
skotokromojenik mikobakteriler (M.scrofoleceum, M.szulgai, M.gordonae, M.
innterjektum, M.herkeshornanse, M.tusciae, M. kubicae, M. gordonae, M. cookie, M.
hiberniae),



Grup I11: Nonfotokromojenik, yavas tireyen, S tipi ve krem rengi kolonileri
olan mikobakteriler (M.avium complex, M. xenopi, M. ulcerans, M. malmoensa,

M.genovensa, M.haemophilum, M. heidelbergense, M. shimoidei, M. smiae) ,

Grup IV: 25 ve 37 °C’de iiremeleri icin bir haftadan daha az bir siireye
gereksinim duyan hizli iireyen mikobakterileri (M.fortuitum-chelonae kompleks,
M.chelonae) igermektedir. Runyon gruplandirmasinda; pigmentasyon, koloni

morfolojisi ve iireme hizi temel alinmistir (10,11).

Runyon gruplandirmasindaki mikobakteriler “atipik mikobakteriler” olarak
adlandirilmigsa da son yillarda bu tiirlerin atipik olmadiklar1 kabul edilmis ve bu
grup i¢in “Mycobacteria Other Than Tuberculosis” veya “non-tuberculosis
mycobacteria" terimleri kullanilmistir. Ancak bu terimlerin de mikobakteri tiirlerini
tanimlamada yetersiz kaldigi goriilmiistiir. Klinik agidan onemli gesitli mikobakteri
tirlerinin ~ olusturdugu infeksiyonlarin  tedavileri farkli oldugu icin tiim

mikobakterilerin tiir adlar1 ile belirtilmeleri gerekmektedir (11).

Mikobakteriler 0.2-0.6 um eninde, 1-10 pm boyunda, diiz veya hafif kivrik
basillerdir. Klinik drnekten hazirlanan preparatlarda tek tek, kisa zincirler yapacak
sekilde u¢ uca veya dallanma gostererek durabilirler. Icerdikleri polimetafosfat
graniillerine bagh olarak basil, kendisinden daha koyu boyanmis boncuklu veya ince
bantlar iceren sekillerde de goriilebilir ve spor, kapsiil, flagel veya migelleri

bulunmaz (9,10).

Mikobakteriler aerop veya mikroaerofildirler. %5-10 CO;’li ortamda
tiremeleri hizlandirilabilir. Tipik suslarin replikasyon zamami 15-20 saattir. M.

tuberculosis’in optimal iireme 1s1s1 37°C’dir (9,10,12).

Mikobakteriler karmasik bir yap1 gosterirler. Bir plazma zar ile sinirlanan
sitoplazma ve bunlar1 gevreleyen lipitden zengin bir hiicre duvarina sahiptir.
Mikobakterilerin hiicre duvar1 tabakalardan olusmustur. Plazma zarinin iizerinde
bulunan en i¢ tabaka peptidoglikandandir. Bu tabaka kisa peptid zincirleri, ¢apraz
baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirleri igerir ve hiicrenin sert yapisini
saglar. Peptidoglikan tabakasina fosfodiester kopriileriyle baglanan ikinci tabaka
arabinogalaktan tabakasi olup hiicre duvar1 kitlesinin  %35'ini  olusturur.

Arabinogalaktanlarin yan zincirindeki arabinaz birimlerine mikolik asit diye



adlandirilan, uzun zincirli bir grup yag asiti kovalent olarak baglanirlar. Bu asitler
hiicre duvar1 kalinligindan ve biiyiik oranda da hiicrenin aside direngli olmasindan
sorumludur. Mikolik asitler, trehalose gibi sekerlere baglandiginda kord faktorii
olustururlar. Viriilansla ilgili oldugu disiiniilen bu faktdr hiicrelerin birbirine

dolanmig demetler olusturarak paralel zincirler halinde iiremelerine yol agar (9).
2.3. Immiinopatogenez

Tiiberkiilozun en onemli bulag yolu inhalasyondur. Ayni ortam havasim
paylasan TB’lu bir hastadan, temas halinde olan bir insana M. tuberculosis‘nin hava
yolu ile bulagsma olasiligl; maruziyet siliresine ve bakteri yogunluguna, konak
savunmasi ile bakteriyel virulans arasindaki dengeye baghdir (13). Basilin girisinden
sonraki inflamatuvar yanit 4 ayr1 evrede Ozetlenebilir. 1. evre de TB basili alveolar
makrofajlar tarafindan fagosite edilir; genel olarak yok edilir ya da yok edilemezse,
basil ¢ogalir ve makrofaji enfekte eder. 2. evre de noétrofiller ve monositler olay
yerine gelir fakat basil tamamen oldiiriilemez. Basil alveolar makrofajlarin igerisinde
logaritmik olarak ¢ogalir. Bu asamada hafif doku hasar1 meydana gelir. 3. evre de
antijene 6zgii T hiicreleri olay yerine gelir, monositleri aktive eder ve epiteloid ve
langans tipi dev hiicrelere farklilastirir. Basilin viicuda yayilimi 6nlenir. Evre 4
graniilom evresidir. Bu evre de immun yanitin basarisiz olmasina bagli dormant

basiller aktivasyon gosterir ve kazeifikasyon nekrozu ile karakterizedir (13-16).

Solunum yoluyla alinan basil; dendritik hiicreler, alveolar makrofajlar,
notrofiller ve epitelyal hiicrelerin yiizeylerinde bulunan reseptorlere tutunmaktadir.
M. tuberculosis, mannoz reseptor, kompleman reseptorler, toll-like reseptorler,
stirfaktan protein reseptorler, scavenger (¢opcil) reseptorler ile etkilesime girerek
konak hiicrelerine tutunabilirler. Bu reseptorler M. tuberculosis 'nin komponentleri
olan, lipoprotein, DNA, lipoarabinomannan ve fosfatidilinozitol mannozidi tanirlar
(13). Basil reseptore tutunduktan sonra gesitli sinyal yollar1 tetiklenirken fagozom
icerisine alinir. Basilin trehaloz 2- siilfat ile fagozom-lizozom birlesmesini 6nledigi
ve ¢ok miktarda amonyak salgilayarak hiicre i¢inde canli kalmasini kolaylagtirdigi
yapilan c¢alismalarda  gosterilmistir.  Tiberkiilozun konak immiinitesinden
korunmasinda bir¢ok mekanizma rol oynar. Salgiladigi siiperoksit dismutaz, katalaz

enzimleri ve lipoarabinomannan komponenti ile reaktif oksijen derivelerini elimine



eder (13-16). Reaktif oksijen deriveleri ve nitrojen radikalleri tiiberkiiloz basiline
kars1 savasan defans mekanizmalarinin en onemlilerindendir. IFN-y, TNF-a ve 1,25
dihidroksi kolekalsiferol (vitamin Ds), varhiginda yapimi artan indiiklenebilir
nitrikoksit sentaz-2 (INOS-2) enzimi; reaktif nitrojen radikallerinin olusumunu
saglamaktadir. Naturel resistance associated macrophage protein (Nramp) nitritin
hiicre icerisinde tasinmasindan sorumlu bir proteindir. Uretimindeki defektler

mikobakteriye karst duyarliligr arttirdigi gosterilmistir.

Inflamatuar yanit ve yapimu tetiklenen pek ¢ok kemokin ve sitokinin varlig
notrofillerin, dogal 6ldiiriici (NK) hiicrelerinin, y/6 T lenfositlerinin ve o/f T
lenfositlerinin inflamasyonun oldugu dokulara gogiinii saglamaktadir. Notrofiller
tirettikleri defensiler gibi molekiillerin yardimiyla makrofajlardan bagimsiz olarak
mikobakterileri oldiirerek ve infeksiyonun erken fazinda TB’dan korumada gorev
aldig1 gosterilmistir (17-19). M. tuberculosis‘nin sinirlandirilmasinda, fagositik
konak hiicre aktivasyonu ve hiicresel immun mekanizmalar ¢ok énemli role sahiptir.
Bu mekanizmalarda problem olmasi hastaligin prognozunu belirgin sekilde
etkilemektedir (20). M. tuberculosis‘e karsi makrofaj savunmasinda potansiyel
mekanizma apoptozis denilen programlanmis hiicre Slimiidiir. M. tuberculosis ile
iliskili apoptoz; apoptoz inhibitorii olan bcl-2’nin down regiilasyonu araciligi ile
gelismektedir (13,14). NK aktivasyonu tiiberkiiloz kemoterapisine gii¢clii bir destek
olusturur, NK aktivitesindeki azalma CID-TB ile iliskilidir. Diisiik NK aktivitesi
hastalik i¢in sebep degil hastaligin bir sonucudur (16,21).

TB hiicresel immun yanit aracilikli korunmada klasik bir patojendir. Aktive
olan T hiicreleri infeksiyon alanina go¢ ederler ve antijen sunan hiicreler ile
etkilesime girerler. Graniilomlarda CD4+ ve CD8+ T hiicreleri birlikte bulunur,
infeksiyonun graniilom iginde smirli kalmasma yardimci olur ve reaktivasyon
engellenmis olur. CD4+ T hiicreler M. tuberculosis‘e karst korunmada major rol
oynar. Primer etkisi INF-y ve diger sitokinler ile makrofaji aktive etmek ve nitrojen
radikallerinin olusumunda goérev almaktir. M. tuberculosis’e 6zgii CD8+ T hiicreleri
enfekte makrofaj ve dentritik hiicrelerin lizisini saglayarak hiicre i¢i basil miktarini
azaltilmasinda rol almaktadirlar (13-15). TB intraseliiler bir patojen oldugu i¢in

humoral immiinitenin katkis1 olmadig1 diisiiniilmiis fakat son yapilan ¢aligmalarda



TB’a kars1 B hiicreleri tarafindan olusturulan antikor iiretiminin koruyucu bir rol

oynayabilecegini destekleyen bulgular elde edilmistir (14).
2.4. Diinyada Ila¢ Direnci

Primer tiiberkiiloz ilaglarina direng tiim diinyada hizla artmaktadir. 136 ayri
iilkeden toplanan verilere gore hazirlanan DSO’niin  yaymladigi, “Kiiresel
Antitiiberkiiloz Ila¢g Direnci 2013 Rapor”unda, CID-TB insidansiin bugiine kadar
rapor edilen en yiiksek seviyeye ulastigr bildirilmektedir. Genel olarak yeni tani
almig olgularda %3.6 (2.1-5.1), dnceden tedavi almis olgularda % 20.2 (13.3-27.2)
olarak verilmektedir. En yiiksek CID-TB oranlar1 Dogu Avrupa ve Orta Asya
iilkelerinde izlenmektedir. Bu {ilkelerde yeni vakalarin %20’sinde, dnceden tedavi
almis vakalarin %50’sinde CID-TB gériilmiistiir. 2012 yilindaki sonuglar 2011
yilindaki verilerle karsilastirildiginda; 2011 yilinda 66 bin olan tedavi edilen CID-TB
vakas1 2012 yilinda 94 bin oldugu gériilmiistiir. 2015 yilinda hedeflenen CID-TB
olgularinin %75’inin tedavi planin1 107 {ilkeden 34 gergeklestirmis olup genel olarak
bu vakalar1 %48 basarili sekilde tedavi edilmistir. CID-TB olgularin1 %9.6’s1 ayni
zamanda artmus ilaca direngli tiiberkiiloz (AID-TB) olgusudur. Afrika’dan bildirim
yapilan AID-TB vakalarinda 2009 yilina gére 2012°de %10 artis saptanmistir (1).

2.5. Tiirkiye’de Tla¢ Direnci

“Kiiresel TB Kontrolii 2011 Rapor”’unda; 2008 yilinda 200’den fazla CID-TB
vakasi raporlayan iilkeler i¢inde tedavi basaris1 siralamasinda Tirkiye ikinci sirada
yer almaktadir. Tiirkiye’nin 2008 yilinda CID-TB olgu sayis1 263 olup bu hastalarda
24 ay tedavi basaris1 oram1 %68.4’diir. Verem Savast 2012 verilerine gore; ilag
duyarlilik testi yapilan toplam 4965 hastanin sonuglart incelendiginde; %19.5 en az
bir ilaca diren¢ saptanmistir. En yiiksek oranlarda direncin %13.3 ile INH’ye karsi
gelistigi goriilmiistir ve CID-TB oram %5 tespit edilmistir. CID-TB oran1 yeni
olgularda %2.5 iken, onceden tedavi gérmiis olgularda %22.8 olarak saptanmistir
(2).

Isparta’da Verem Savasi 2012 verilerine gore; 2005 yilinda 49, 2006 yilinda
50, 2007 yilinda 46, 2008 yilinda 47, 2009 yilinda 48 ve 2010 yilinda 50
tiiberkiilozlu vaka saptanmigtir. 2010 yilindaki vakalarin %481 erkek, %52’si



kadindir. %36’s1 akciger TB’u, %52’si akciger dist TB, %12 vakada da birlikte
infeksiyon goriilmiistiir. Yas dagilimina bakilacak olursa; 0-4 yas vaka yoktur, 5-24
yas 13, 25-44 yas 12, 45-64 yas 16, 65 yas Ustli 9 vaka bildirilmistir. 2010 yilinda
yeni olgu sayis1 47, niiks 3 vaka da bildirilmistir (2).

2.6. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullamlan ilaclar

Gilinimiizde TB tedavisinde kullanilan ilaglar, kabul edilebilir diizeydeki
toksisite profili ile birlikte en efektif olan "birinci segenek" ilaglar ve genellikle daha
az etkili, daha pahali ve daha ¢ok toksisitesi olan "ikinci se¢enek" ilaglar olarak
gruplandirilir. Birinci smifta bulunanlar; basta INH olmak iizere, RIF, etambutol
(ETB), SM ve pirazinamid (PRZ)'dir. Basiller duyarli oldugu siirece TB tedavisi bu
ilaglardan olusan tedavi rejimleri ile yapilmalidir. Ikinci sinifta etionamid, PAS,
tiasetazon, sikloserin, siprofloksasin, ofloksasin ve aminoglikozid olan (streptomisin-
dis1) viomisin, kapreomisin, kanamisin ve amikasin bulunur. Genellikle birinci
secenek ilaclara karsi direng gelistigi ya da toksik etki meydana geldigi durumlarda
kullanilirlar (9,22).

2.6.1. Tla¢ Direnci

Diger bir¢cok bakteride oldugu gibi tiiberkiiloz basillerinde de ilaglara karsi
dogal ve kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 etkili olmaktadir. Dogal direng; ¢ok kath
hiicre duvarina bagli olarak ilaglarin hiicre igine alintminin engellenmesi, artmis

efluks ve hiicre i¢inde ilacin toksik etkisinin notralizasyonu seklinde olmaktadir (3).

Birgok bakteride goriilenin aksine M.tuberculosis’de plazmit, bakteriyofaj,
transpozon veya insersiyon segmentleri araciligi ile olusan horizontal gen transferine
bagl direng goriilmemektedir. Kazanilmig direng ise genellikle her antibiyotik i¢in
farkli siklikta olmak {izere spontan kromozomal mutasyonlar sonucunda olur. Dogal
yollarla direncin gelismesi, bakteri ile ilacin temas oranina ve spontan mutasyonun
tiriine baghdir. Birinci secenek ilaclarin ¢ogu i¢in mutasyon orani her hiicre
boliinmesinde 10°dur. Yani ilacin etkinligi diisiik ve bakterinin yogunlugu fazla ise
direng riski etkin ilag diisiik bakteri yogunlugundaki temastan daha yiiksek olacaktir.
Ornegin, RIF i¢in dogal mutasyonel yolla direng gelisme ihtimali 3.32x10°°, INH i¢in
bu ihtimal 2.56x10%, SM igin; 2.29x10®, ETB icin; 1.00x10"dir. Akciger
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tiiberkiilozunda bir kavite, biyiikliigiine gore ortalama 108 basil icermektedir. Bu
durumda teorik olarak, kaviter lezyonlarin iginde ¢ok az sayida da olsa genetik olarak
ila¢ direnci olan kokenler bulunabilmektedir, ancak ilaca direngli basiller duyarl
mikroorganizmalar arasinda diliie olmaktadirlar. Buna tedavide ilaglarin hatali
recetelenmesi, kullanim siirelerinin iyi planlanamamasi, hasta ilag uyumsuzluguna
bagli diizensiz antibiyotik kullanimi sonucu duyarli mikroorganizmalarin
baskilanmasi ve ilaca direngli kdkenlerin segilerek bakteri toplulugu iginde baskin
duruma ge¢meleri sebep olmaktadir. Bir basilde hem INH hem de RIF direncinin bir
arada olma olasiigmin 1.00x10™* oldugu g6z 6niinde bulundurulursa teorik olarak
duyarli bir bakteri toplulugunda spontan mutasyonlarla ¢oklu ilag direnci gelisme
olasiliginin ¢ok disiik oldugu sdylenebilir. Coklu ilag direnci hemen daima belli bir
antibiyotige diren¢li topluluktaki basillerde yeni mutasyonlarla olusan mutant
kokenlerin antibiyotik baskisiyla se¢ilip topluluk iginde baskin duruma gegmesi
sonucunda olusmaktadir. Bununla birlikte, bir kistm klinik M. tuberculosis

izolatindaki direng, klasik gen mutasyonlari ile agiklanamamaktadir (8,23-27).
2.6.2. Ila¢ Direnciyle Ilgili Tanimlar

Primer diren¢: Heniiz TB ilaglarin1 kullanmamis ya da bir aydan kisa siire
icin ila¢ almis yeni tliberkiilozlu olguda tedaviye baslamadan 6nce saptanan ilag

direncidir. Primer direng, basilin alindig1 kaynaga ait olan direngtir.

Sekonder diren¢: Baslangigta duyarli olan basillerle enfekte olan TB
hastasinda, uygun olmayan tedaviye bagli olarak direngli basillerin artmasi

sonucunda gelisen direngtir (28).

Tek ilaca direnc: Bir antitiiberkiiloz ilaca diren¢li olmasidir. En sik INH ve
SM’e kars1 goriiliir.

Birden cok ilaca diren¢: INH ve RIF direngli olma kosulu olmaksizin iki ya

da daha fazla ilaca direncli olma durumudur.

Cok ilaca diren¢: Diger antitiiberkiiloz ilaglara direngli olsun veya olmasin
en azindan giiniimiizde mevcut en giiglii birinci basamak antitiiberkiiloz ilaglardan

olan INH ve RIF'a kars1 ayn1 anda direng olusturmasi durumudur.
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Artmus ila¢ direnci: M. tuberculosis susunun birinci basamak antitiiberkiiloz
ilaglardan en azindan INH ve RIF'e ek olarak ikinci basamak antitiiberkiiloz
ilaglardan herhangi bir florokinolona (ofloksasin, siprofloksasin ve levofloksasin
gibi) ve parenteral kullanilan antitiiberkiiloz ilaglardan (kanamisin, kapreomisin ve

amikasin gibi) en azindan birine kars1 gelisen direnci ifade etmektedir.

Tiim ilaglara direng: Birinci ve ikinci segenek antitiiberkiiloz ilaglarin

tiimiine direngli olmasidir (29).
2.6.3. izoniazid Direnci

[zoniazid, TB tedavisinde kullanilan 6nemli birinci secenek ilaglardan biridir.
INH, sadece M.tuberculosis ve baz1 mikobakteriler iizerine etki etmesi yonii ile dar
spektrumlu antitiiberkiiloz ilagtir. TB tedavisinde ve profilaksisinde uzun yillardir
kullaniliyor olmasina ragmen etki spekturumu tam olarak anlagilamamistir. Bir 6n
ilag olan INH, bakteri tarafindan {iretilen katalaz peroksidazin katalizledigi
oksidasyon reaksiyonu ile aktif hale gegmektedir. Bu islem katG geninin
kontroliindedir. INH’in okside olmus sekli NADH’nin nikotinamid pargasina
kovalent olarak baglanarak INH-NADH bilesigini olusturur. Bu bilesik NADH
antimetaboliti olarak etki yapar ve inhA geniyle kodlanan enoil rediiktaza baglanmak
icin yarisir (9). Primer etkisi hiicrenin iginde c¢esitli biyolojik siiregleri etkileyerek
bakteri duvar yapisinda bulunan mikolik asidin sentezini inhibe etmektir. Ayrica

NAD metabolizmasi, enerji metabolizmasini, makromolekiil sentezini de bozar.

Katalaz peroksidaz enzimleri gerek INH’in basil i¢ine alinmasindan, gerek
aktif metobolitine doniisiimiinden sorumludur. Nitekim, INH’a kars1 klinik
izolatlarda en ¢ok rastlanan direng katalaz-peroksidaz eksikligine bagh
gozlenmektedir ve izoniazide direngli klinik izolatlarin yaklasik %50-95’inde
katalaz-peroksidazi kodlayan katG geninde mutasyonlar saptanmistir. katG geninin
degisik bolgelerinde gelisen mutasyonlar, degisen Olgiilerde enzim eksikligine,
dolayisiyla degisik oranlarda INH direncine neden olmaktadir. katG negatif INH
direngli suslarda, alkilhidroperoksid rediiktazi kodlayan ahpC genininde mutasyonlar
bulunur. Alkilhidroperoksid rediiktazin asirt ekspresyonu, Kkatalaz peroksidaz
eksikligini kompanse ederek, basili toksik radikallerin etkisine karst korur

(8,9,30,31).
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Bir diger mekanizma mikolik asit sentezinde rol alan enoil rediiktazin fazla
ekspresyonuna bagli olarak gelisen direnctir. INH’a direncli klinik izolatlarin %20-
35’1 inhA geninin promotor bolgesinde mutasyonlar igerir ve buna bagli olarak enoil
rediiktaz yapimi artar. Boylece INH’in hedefledigi biyolojik molekiil miktari, inhibe
edebileceginden daha fazla olmakta ve fazla miktardaki enzim mikolik asit yapimina

devam etmektedir.

ahpC ve kasA genlerindeki mutasyonlar da INH direncine neden olabilir.
Mikolik asit sentezinde rol alan bir enzim olan B-ketoacil tasiyici protein sentetaz,
kasA geni tarafindan kodlanir. INH direncinde kasA ve ahpC genindeki
mutasyonlarin da katki derecesi tam olarak bilinmemekle birlikte rollerinin diisiik
oldugu distiniilmektedir. Toplam bu dort gendeki (katG, inhA, ahpC, kasA)
mutasyonlar INH direncinin yaklasik olarak %90 nindan sorumludur (8,9,30).

2.6.4. Rifampin Direnci

Rifampin, bakterinin DNA’ya bagimli RNA polimerazinin potent
inhibitoriidiir. RNA polimerazin £ alt iinitesine baglanarak mRNA sentezini inhibe
etmektedir. RIF ozellikle yavas iireyen intermittant aktivite gosteren M.tuberculosis
tizerine etkili olup, bu ilaca karst gelisen direng tiiberkiiloz tedavisinde
basarisizhiginin 6nde gelen nedenidir. M.tuberculosis’de siklikla RIF direnciyle
beraber INH direnci de gozlenir. RIF’e direngli kdkenlerinin %95’inden fazlasinda
RNA polimeraz enziminin f-alt iinitesini kodlayan rpoB genin 507-533. kodonlari
arasindaki 81 baz ¢iftlik (bp) “hot spot” bolgesinde mutasyonlarin, oldugu
gosterilmistir (8,9,32,33).

Yine rpoB genini kodlayan bu bolge disinda 146, 490, 505, 535, 541, 553 ve
572. kodonlarda da mutasyonlar gosterilmistir. RIF direngli vakalarda en sik rpoB
geninin 531. kodonunda mutasyon saptanmistir. Bunu 526. kodondaki mutasyon
izlemektedir. Kodon 531, 526 ve 513'deki mutasyonlar yiiksek diizeyde rifampisin
direncine neden olmaktadir. 514 ve 533. kodon mutasyonlar1 genellikle diisiik
diizeyde mutasyonlardir. Ayrica mutasyonlarin sikligi tilkeler arasinda farkliliklar

gostermektedir (8,32).
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2.6.5. Pirazinamid Direnci

Nikotinamid’in sentetik pirazin anologudur. Ila¢ in vivo olarak bakterisidal
etkisini, makrofaj fagolizozomlar1 gibi asidik hiicre i¢i bdliimlerinde bulunan
semidorman M. tuberculosis’e gostermektedir. Bir oncii ila¢ olan pirazinamid,
mikobakteri hiicre duvarindan diffiize olduktan sonra pirazonoik aside g¢evrilir, bu
ilacin aktif formudur. Direngli suslarda pirazinamidaz aktivitesinde kayip
belirlenmigtir. Direngli suslarin %72-94’linde bu enzimi kodlayan pncA gen

bolgesinde mutasyonlar saptanmaistir (9).
2.6.6. Streptomisin Direnci

Streptomisin, bakterinin 30S ribozomuna irreversible olarak baglanip protein
yapimini inhibe ederek etki gosterir. Ilaca kars1 direngli M. tuberculosis suslarinin
%80’inde iki tiir mutasyon saptanmistir; ribozomal S12 proteinini kodlayan rpsL
geninde olusan nokta mutasyon ve 16S rRNA’y1 kodlayan rrs geninde olusan
mutasyondur. Ribozomlardaki bu degisiklikler ilacin bakteriye baglanmasini

azaltarak dirence katkida bulunur (9).
2.6.7. Etambutol Direnci

Etambutol, hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek etki eden bakteriyostatik bir
ilagtir. Hedefi arabinol transferaz enzimidir. Duvar sentezini bozmasi yaninda
duvarin permeabilitesini arttirarak diger ilaclarin bakteri i¢ine girmesini kolaylastirir.
Etambutol direnci saptanan suslarin %70’inde embB geninde mutasyonlar

gosterilmistir (9).
2.7. Duyarhlik Testleri

Duyarlilik sonuglart olmaksizin yapilan tliberkiiloz tedavileri, tedavi
basarisizlig1 riskini ve antitiiberkiiloz ilaglara karsi direng gelisimini arttirmaktadir.
Ulkemiz ve TB insidansinin yiiksek oldugu iilkelerdeki dnemli sorunlardan biri
direng belirleme testlerinin diizenli olarak yapilamamasi veya test sonug¢larinin uzun
stirede alinmasidir. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)'iin 6n gordiigii

kosullar; tedaviye baglamadan 6nce her hastaya ait ilk M.tuberculosis izolat1 igin, 2-3
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aylik tedaviye ragmen kiiltiirii pozitif olan hastalarda veya klinik olarak tedaviye
yanit gozlenemeyenlerde birinci secenek ilaglara karsi duyarlilik testi yapilmasidir
(34). M.tuberculosis'in antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesinde fenotipik ve

genotipik yontemler kullanilmaktadir.
Fenotipik Yontemler
Klasik Kiiltiir Yontemleri
- Orant1 (proporsiyon) Y ontemi
- Mutlak Konsantrasyon (Absolu Konsantrasyon) Y ontemi
- Direng Oran1 Y ontemi
Hizh Kiiltiir Yontemleri
- Radyometrik Kiiltiir Sistemi
- Floresan Kiiltiir Sistemi
- Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi
- Karbondioksit Olusumunu Saptayan Sistem
- E-test
Bakteri Varhgina Dayanan Yontemler
- Lusiferaz Tastyici Faj Yontemi (LRP)
- Biyoluminesans Yontemi (hiicresel ATP 6lglimii)
- Flow Sitometri Yontemi
Genotipik Yontemler
- DNA Dizi Analizi
- Ters Hibridizasyon
- RNA/RNA Mismatch Analizi
- PCR SSCP (Single-Strand Conformational Polymorphism)
- Heterodupleks Analiz

- Real Time PCR
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- DNA Microarray

TB basillerinin antitiiberkiiloz ilaglara duyarliliklarinin saptanmasinda direng
orani, mutlak konsantrasyon ve proporsiyon yontemleri gibi konvansiyonel fenotipik
yontemler yillardir kullanilmaktadir. Bunlardan ilk ikisi standardizasyon zorlugu,
yogun islem gerektirmeleri ve hata oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle simirli

merkezlerde ¢alisilabilmistir.

Proporsiyon yontemi; kati ve sivi besiyerleri i¢in gerekli standardizasyon
calismalart yapilmis ve gilivenilirligi onaylanmig referans bir yontemdir. Fenotipik
yontemlerin en Onemli dezavantaji kiiltiirdeki iiremeden sonra otomatize sivi
besiyerlerinde yapilan duyarlilik testlerinin 7-12 giin, Lowenstein Jensen (LJ) gibi
kat1 besiyerlerinde yapilan testlerin ise 21-42 giin kadar siirede sonuglanabilmesidir.
Ayrica bu testler kontaminasyonlara ¢ok agiktir. Konvansiyonel duyarlilik testlerinde
yasanan silire sikintisini gidermek amaciyla yeni fenotipik yontemlere yonelme

olmustur. Ancak bunlarla ilgili daha ¢ok arastirmaya ihtiyag¢ vardir (35).

M.  tuberculosis'de ilag  direncinin  molekiiler = mekanizmalarinin
anlasilmasindan sonra hizli ilag direnci saptamaya yoOnelik molekiiler yontemler
gelistirilmistir. Molekiiler diren¢ saptama testlerinin ¢ogu RIF ve INH direncini
saptamak icin kullanilmaktadir ve en biiylik avantaji hizli olmalaridir. Molekiiler
testler basilin canliliginin devami igin gerekli olan &zel 6rnek saklama ve transfer
kosullarina gereksinim duymazlar. Testlerin uygulamasi kolay olmakla birlikte,
sonuglarinin yorumlanmasinda egitimli uzman goriisiine ihtiya¢ vardir. Ayrica
kullanilan ydntem direncin seviyesi hakkinda bilgi verebilmektedir. Ornegin;
katG'deki mutasyonun yiiksek diizey INH direng ile inhA'daki mutasyonun ise diisiik
diizey direngle iligkili oldugu bilinmektedir. Bu bolgelerdeki mutasyonlarin
tanimlanmasi, hekime yiiksek doz INH'la tedaviye devam edebilme konusunda
yararl bilgi sunmaktadir (35,36).

Molekiiler yontemlerin major dezavantajlar; yliksek maliyet, biitiin ilaglara
karst direngten sorumlu molekiiler mekanizmalarin heniiz tam olarak
aciklanamamasi, klinik olarak dirence yol agan bakteri toplulugu igindeki direngli
suslarin duyarlilara oraninin kesin olarak belirlenememesi, saptanan mutasyonlarin

(sessiz mutasyonlar) her zaman ilag direnciyle iligkili olmamasi, solunum yolu disi
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klinik 6rneklerdeki performanslar1 hakkinda sinirli verilerin olmasi olarak sayilabilir

(36).

Centers for Disease Control and Prevention (CDC)nin 2011 yilinda
giincellenen raporuna gore molekiiler ila¢ direng testleri, direng tespitinde
konvansiyonel testlerin yapilmasindaki gerekliligi ortadan kaldirmamustir. Nedenler

sOyle siralanmustir:

a. Bu testler, M. tuberculosis kompleks saptamada kiiltiirden daha duyarli
degildir.
b. Molekiiler duyarlilik testleri RIF igin ¢ok yararli, INH i¢in daha az etkindir.

Uzerinde calismalar olmakla birlikte diger ilaglar igin heniiz tatminkar sonuglar

alinamamaktadir.

C. Molekiiler direng testleri, direngli ve duyarli bir bakteri karisitmindaki
direncli bakterilerin oranini saptamada kiiltiire dayali proporsiyon testi kadar duyarh
degildir.

d. Yalanci pozitif ve negatif molekiiler direng testi sonuglari olmaktadir.

Klinik 6rneklerde bulunabilecek inhibitrler nedeniyle solunum yolu &rneklerinde

%2,5 oraninda yalanci negatif sonug alinabilmektedir.

e. Molekiiler direng testi ve konvansiyonel test sonuglar1 arasinda
uyumsuzluk oldugunda, uyumsuzluk ¢oziiliinceye kadar konvansiyonel test sonucu

dikkate alinmalidir.

f. Yurt dis1 hesaplamalarda kit maliyeti yeni valide edilmis molekiiler direng

tetlerinde $ 8-30/6rnek arasinda degismektedir (37).
2.7.1. Genotipik Yontemler

M. tuberculosis’de ila¢ direncinin saptanmasi i¢in onceki yillarda tizerinde
calistlan RNA/RNA ‘Mismatch’ analizi, PCR-SSCP ve Heterodubleks analizi gibi
yomtemler rutin uygulamada yaygin kullanim alani bulamamistir. Yaygin olarak
kullanilan yontemler PCR-reverse hibridizasyon yontemi olmak {izere Real-time
PCR, DNA dizi analizi ve ‘microarray’ dir. Kullanilan molekiiler ydntemlerin

cogunda lic ana asama vardir: klinik 6rneklerden niikleik asitin ekstraksiyonu,
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gendeki direngten sorumlu spesifik bolgenin amplifikasyonu, ¢ogaltilan gen bolgesi
tizerindeki mutasyonlarin saptanmasidir. Uygun primerlerle amplifiye edilen hedef

DNA’daki mutasyonlar yontemlerden herhangi birisi ile saptanmaktadir.

DNA dizi analizi mutasyonlar: saptamak i¢in en dolaysiz ve giivenilir
yontemdir. Bilinen mutasyonlar yaninda, Onceden bilinmeyen mutasyonlarin
saptanmasina izin verir. Ancak, 1-2 giin igerisinde sonu¢ vermesi ve fazla
maniiplasyon islemlerinin olmasi nedeniyle rutin uygulanan bir yontem degildir.
Genellikle diger molekiiler test sonuglarini dogrulama ve aragtirmalar igin

kullanilmaktadir (35).

DNA strip testleri, kat1 fazda ters hibridizasyon esasli yontemlerdir. Inno-
LiPA RIF TB (Innogenetics, Ghent, Belgium), GenoType MTBDR/MTBDRplus
(Hain Lifescience, Nehren, Germany) ve REBA MTB-MDR(YD Diagnostics,
Korea) gibi farkli ticari kitler bulunmaktadir. Kullanim kolaylig1 nedeniyle en ¢ok
tercih edilen yontemlerden biridir. Bu yontemde direncten sorumlu genler biyotinle
isaretli primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edilir, ardindan isaretlenmis PCR
tirtinleri denatiire edilerek nitroseliiloz serit iizerine yerlestirilmis 6zgiil problarla
(vahsi tip ve mutant problar) hibridize edilir. Olusan hibridler alkelen fozfatazla
konjuge edilmis streptoavidin ve kromojen substrat eklenerek saptanir. Elde edilen
bant paternlerine gore test edilen mikroorganizmanin duyarli veya direncli oldugu
belirlenir. Bu testler M. tuberculosis izolatlarinda RIF direncine neden olan
mutasyonlarin ¢ogunlugunu, INH direncine neden olan mutasyonlarin biiyiik bir
kisminin tespit edilmesini saglamaktadir. Yapilan bir¢ok calismada da referans

yontemlerle uyumlu olarak bulunmustur (6,33).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu ¢alisma, 2008-2013 yillar1 arasinda Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji laboratuvarinda TB 6n
tanili hastalardan gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 55 M. tuberculosis
kompleks susu ile yapilmigtir. Suslarin primer antitiiberkiiloz ilag duyarliliklart 6nce
BACTEC MGIT 960 sistemiyle belirlendikten sonra INH ve RIF duyarliliklart
molekiiler bir yontem olan REBA MTB-MDR testi ile aragtirllmistir. Caligsma i¢in
Siileyman Demirel Universitesi Etik Kurulu’ndan 25 Aralik 2012 tarihli ve 02 sayili

etik kurul izni alinmustir.
3.1. Orneklerin Islenmesi

Balgam, bronkoalveoler lavaj (BAL) gibi steril olmayan veya steril sartlarda
alimmayan 6rnekler homojenizasyon ve dekontaminasyon islemlerinden sonra; beyin
omurilik sivist (BOS), periton-plevra sivisi, biyopsi materyali gibi steril viicut
ornekleri de dekontamine edilmeden, bakteri yogunlugunu arttirmak i¢in sogutmali

satirfiijde 3000g'de 15-20 dk santrifiij edildi ve isleme alindi (5).
3.1.1. Homojenizasyon — Dekontaminasyon - Konsantrasyon islemi

Klinik o6rneklerin dekontaminasyon ve homojenizasyonu i¢in N-Asetil -L-
Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) yontemi hazir ticari kit (Mycoprosafe
Dekontaminasyon ve Konsantrasyon kiti, Salubris A.S., Istanbul) kullamldi. Klinik
ornek, i¢inde 40mg NALC ve 4 mm c¢apinda cam boncuklar bulunan, 50 ml'lik
polipropilen, dibi konik, burgulu kapakli steril tiiplere (Falkon tiipii) aktarildi ve
tizerine klinik 6rnegin miktar1 kadar NaOH (%4'liik) ve trisodyum sitrat (0.1 M,
%2.94) karisimi ilave edildi. Miktar1 10ml'den fazla olan 6rnekler igin karisimi ilave
etmeden Once tiipler 3000g'de 15 dk santrifiij edildi ve iist s1vi dezenfektan igeren bir
kaba dokiildiikten sonra kalan Sml'lik 6rnekten isleme devam edildi. Ornek + NALC-
NaOH karisimi igeren tiipler 30 sn ge¢meyecek sekilde vortekslendi. Tiipler oda
isisinda, 15dk bekletildi. Siire tamamlandiginda nétralizasyon amaci ile falkon
tiplinin 50ml isaretine kadar 0.067 M fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip,

dekontaminasyon islemi durduruldu. Fosfat tamponu ilave edilmis tiipler, bakteri



19

yogunlugunu arttirmak i¢in sogutmali satirfiijde 3000g'de 15-20 dk santrifiij edildi.
Siipernatant, i¢inde dezenfektan igeren bir kaba bosaltildi. Elde edilen sediment 1-
2ml fosfat tamponu ile siispanse edildi Elde edilen islemlenmis 6rnek siispansiyonu
mikroskobik inceleme ve kiiltiir i¢in kullanildi. Tiim iglemler biyolojik gilivenlik

kabininde yapild: (5,38).
3.2. Direkt Mikroskobik inceleme

Orneklerden direkt ve homojenizasyon-dekontaminasyon islemi sonrasi
olmak tizere ikiser adet yayma preparat hazirlandi. Direkt yayma igin 6rnekler 6ze
veya pipet kullanilarak bir miktar1 lama transfer edildi. Yogunlastirilmis yayma;
homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon islemleri uygulanan 6rneklerin
sedimentinden bir damla alinip, bir lam {izerinde ince tabaka halinde (1.5-1.5 cm)
yayildi. Preparatlar biyolojik giivenlik kabininde kurumaya birakildi. Orneklerden
hazirlanan preparatlar Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi ile boyanarak

mikroskobik inceleme yapildi (38).
3.2.1. Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) Y éntemi

Hazirlanan yayma preparatlar alevden ii¢ kez gegirilerek fikse edildi. Boyama
1zgarasina yerlestirilen preparatlar karbol fuksin ile kaplandi. Buhar ¢ikincaya kadar
lam alttan yavasc¢a kuruma ve kaynamaya izin vermeden aralikli 1s1 ile 3-5 dk 1sitildu.
Preparatlar sogumaya birakildi ve su ile yikandi. %3'liik asit-alkol ile renk akmayana
kadar yaklasik 2dk yikanarak dekolorizasyon igslemi uygulandi. Preparatlar su ile
yikandi ve zit boya olarak metilen mavisi ile 20-30 sn boyandi. Preparatlar tekrar su
ile yikand1 ve kurumaya birakildi. Her boyamada bir negatif kontrol (Escherichia
coli), bir pozitif (M.tuberculosis) kontrol boyamaya dahil edildi (5,38).

Boyanan preparatlar, immersiyon objektifiyle, x1000 biiylitmede ortalama
300 alan gezilerek degerlendirildiler. Bunun i¢in, lamin uzun kenari boyunca
birbirine paralel en az 3 hat incelendi. Metilen mavisiyle mavi renkte boyanan

zeminde, karbol fuksin ile kirmizi boyanan ince basillerin saptanmasiyla, aside

direngli basil (ARB) pozitif olarak degerlendirildiler (38).
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3.3. Kiiltiir (izolasyon)

Tiiberkiiloz kuskulu hastalardan alinan, ¢esitli klinik 6rnekler MGIT sistemi
ve LJ besiyerinde (Becton Dickinson, USA) iiretici firma Onerilerine uygun olarak

kiiltiirii yapildi. Tiim inokiilasyon islemleri biyolojik glivenlik kabininde yapilmustir.
3.3.1. Lovenstein-Jensen Besiyerinde Kiiltiir islemi

Tiim 6rneklerden LJ kat1 besiyerine 0.2 ml ekim yapildi ve drnegin besiyeri
ylizeyine yayilmast saglandi. Ekim yapilan besiyerleri kapaklari gevsek sekilde
etlivde 1-2 giin yatik konumda, daha sonra kapaklar1 sikilarak, dik konumda 37 °C'de
CO2’li ortamda inkiibe edildi. Haftada bir giin tireme kontrolii yapildi. Kuskulu
kolonilerden yayma preparat hazirland1 ve EZN yontemi ile boyanarak incelendi.
ARB pozitif bulunan kolonilerin tiir diizeyinde tamimlanmasi yapildi. Ureme
olmadig1 takdirde 8 haftanin sonunda kiiltiir sonucu negatif olarak degerlendirildi
(5,38).

3.3.2. BACTEC MGIT 960 Sisteminde Kiiltiir Islemi

MGIT sisteminde besiyeri olarak kullanilan tiiplere (Mycobacterium Growth
Indicator Tube, MGIT 7ml) ekimden 6nce zenginlestirici ve antimikrobiyal olarak
Oleik asit-albiimin-dekstroz—katalaz (OADC) + PANTA ¢o6zeltisi hazirlandi.
PANTA soliisyonu sulandirildiktan sonra antibiyotik konsantrasyonlar1 su sekilde;
Polimiksin B 50 tinite/ml, Azlosilin 10pug/ml, Nalidiksik asit 20 pg/ml Trimetoprim
5.0 pg/ml, Amfoterisin B 5.0 pg/ml elde edildi. Cesitli antibiyotikleri i¢eren bu
¢ozelti kiiltiir isleminden once, besiyeri siselerinin agz1 %70'lik alkolle silinerek, her
tipe 0.8 ml eklendi. Tiiplere daha sonra islenmis 6rneklerden 0.5 ml ekim yapildu.
Tiipler inkiibasyon ve iireme takibi i¢in firma Onerilerine géore MGIT cihazina

yerlestirildi.

MGIT sisteminde kullanilan tiipler Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip
kisimlarinda oksijene duyarl rutenyum metal kompleksi igeren silikon igermektedir.
Kullanilan besiyerlerinde herhangi bir iireme olmadiginda oksijen varligina bagh
olarak silikon tabakaya gonderilen UV 1simina Kkarsi fluoresans olusmazken

mikobakteri ve diger mikroorganizmalar trediginde oksijenin kullaniimasi
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sonucunda gonderilen UV 1sin1 ruthenium kompleksindeki degisiklik nedeniyle

floresans vermekte ve olusan floresans miktar1 tireme indeksi olarak
degerlendirilmektedir.

Cihazda tiremenin varligina ve olusan floresansa bagl olarak pozitif sinyal
alman MGIT tiiplinden preparat hazirlandi ve EZN yontemi kullanilarak boyama
yapildi, iireyen mikroorganizmalarin ARB olup olmadig1 arastirildi. Ayrica ayni
tiipten kanli agar plagina da kontaminasyon kontrolii i¢in ekim yapildi. ARB pozitif
bulunan ve kontamine olmayan tiiplerden TBc ID testi ile tanimlama yapildi. Altt

hafta sonunda cihazda iireme sinyali bulunmayan Ornekler negatif kiltiir olarak
sonuglandirildi (5,38,39).

3.3.3. TBc ID Testi

TBc ID testi (BD MGIT TBc Identification Test), yayma sonuglart pozitif
kiiltirlerin MGIT tiiplerinden alinan M. tuberculosis kompleks'in kalitatif tespiti i¢in
kullanilan immiinokromatografik hizli bir testtir. Bu test M.tuberculosis kompleks'e
0zgii mikobakteriyel bir antijen olan MPT64'i tespit eder.

Pozitif sivi besiyerlerinden, TBc ID test cihazina 100 pl eklendi ve
reaksiyonu tespit etmek i¢in 15 dk beklendi. 15 dk’nin sonunda okuma penceresinde
iki ¢izgi (kontrol "C" + test "T") olan izolatlar pozitif olarak kabul edildi, okuma
penceresinde tek ¢izgi (C) olan izolatlar negatif olarak kabul edildi ve kaydedildi.
Okuma penceresinde kontrol "C" konumunda pembe-kirmizi ¢izgi goriillmezse veya

arka plan rengi test yorumunu engellerse test gecersiz sayildi. Gegersiz izolatlarin

TBc ID testi tekrar edildi (40,41). (Sekil 1)
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Sekil 1. TBc ID testi, pozitif, negatif ve gegersiz sonuglar
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3.4. BACTEC MGIT 960 Sistemi Ile Duyarlihk Testi

MGIT SIRE kiti kiiltiirde izole edilen M.tuberculosis'i test etmek i¢in 4-13
giinde sonlanan nonradyometrik bir duyarlilik testidir. Kullanilan besiyerleri BBL
MGIT 7 ml MGIT tiip mikobakterilerin iiremesini ve saptanmasini saglayan
modifiye Middlebrook 7H9 besiyerini igerir. Kat1 besiyerinde veya MGIT tiiplinde
tiremis saf kiiltlirden inokulum hazirlanabilir. Dort adet antibiyotikli (S,I,R,E) ve bir
adet kontrol tiipii (K) hazirlanir. Uretici firma 6nerilerine gore test yapildiktan sonra
antibiyotik duyarlilik testi (AST) set tasiyicisina uygun sirayla (K, S, I, R, E)
yerlestirilir. Bundan sonra artik inkiibasyon da, iireme kontrolii de cihaz tarafindan
otomatik olarak gerceklestirilir. Kontaminasyon kontrolii i¢in de kanli agara ekim
yapilir. Antibiyotik igeren tiipiin floresans1 kontrol tiipiiniin floresans: ile
karsilastirilir. Antibiyotik iceren tiip ve lireme kontrol tiipii arasindaki relatif {ireme
orani, bilgisayar yazilim algoritmalar1 tarafindan yorumlanir; sonuglar veri rapor

formlarinda otomatik olarak listelenir.

Antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmasi i¢in, MGIT SIRE kiti olarak,
liyofilize halde tiretici firma tarafindan saglanan antibiyotik siselerinin kapagi alkolli
pamuk ile silindi. Her antibiyotik sisesine 4 ml steril distile su eklendi ve tamamen
¢Oziinene kadar karistirildi. Liyofilize haldeki antibiyotiklerin diliisyon semasi ve

MGIT 7 ml besiyerindeki final konsantrasyonlar: Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. MGIT liyofilize antibiyotiklerinin diliisyon semasi ve 7 ml'lik MGIT
tiipteki final konsantrasyonlari

Liyofilize  Sulandirim Sulandirildiktan MGIT tiipe MGIT tiipteki

antibiyotik (steril distile sonraki ilag eklenen final

su) konsantrasyonu miktar konsantrasyon
SM 4 ml 83 ul /ml 100 pl 1.0 pl /ml
INH 4 ml 8,3 ul /ml 100 pl 0.1 ul /ml
RIF 4 ml 83 ul /ml 100 pl 1.0 ul /ml
ETB 4 ml 415 pl /ml 100 pl 5.0 ul /ml

Her sus i¢in 5 adet 7 ml MGIT tiipii hazirland1. Ilk tiip kontrol tiipii olacak
sekilde sirastyla SM, INH, RIF ve ETB seklinde isaretlendi. Her birine aseptik
sartlarda 0.8 ml MGIT SIRE Supplement (Becton Dickinson, USA) ( Oleic acid,

dextros, catalase, bovine albumin, polyoxethylene stearate) eklendi. Aseptik kosullar
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altinda, firma Onerileri dogrultusunda sulandirilmis liyofilize ila¢ solusyonlarindan
100'er pl alinarak daha 6nce isaretlenmis olan uygun tiiplere eklendi. Kontrol tiipii
hazirlamak i¢in yukarida belirtildigi gibi hazirlanan inokulumdan 0.1 ml alinarak 10
ml steril serum fizyolojik i¢inde 1/100 diliie edildi. Bu siispansiyondan 0.5 ml, ilag
konulmamuis kontrol tiipiine ekim yapildi. Ilagh tiiplere ise inokulumdan 0.5 ml

eklendi. Tiiplerin kapaklar sikica kapatilarak AST seti ile cihaza yiiklendi (38,39).
3.4.1. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Antibiyotik iceren tiiplerin degerlendirmesi kontrol tiipiinde Ureme indeksi
400 Growth Unit’e (GU) ulasildiginda yapildi. Antibiyotik igeren tiiplerde iireme
gozlenmesi durumunda bakteri o antibiyotige direngli kabul edildi. Kontrol tiipiinde
4 giinden once 400 GU iireme gozlenmesi kontaminasyon varligi veya bakteri
miktarmin fazlalig: seklinde yorumlandi. Bu durumda ilgili izolat i¢in antibiyogram
tekrar1 yapildi. On {i¢ glinden sonra lireme gozlenmeyen (<400 GU) kontrol tiipleri
ise bakteri yogunlugu yetersiz olarak degerlendirilerek ilgili izolatin subkiltiirii

yapilarak veya LJ’de tiremelerinden antibiyogram tekrar1 yapildi (38,39).
3.4.2. Kat1 Besiyerinden inokulum Hazirlanmasi

LJ besiyerinde iiretilen ve 14 giinden eski olmayan suslar, steril bir 6ze ile, 8-
10 adet cam boncuk igeren 4 ml Middlebrook 7H9 Broth (BBL, Difco) besiyerine
alindi. Bu islem sirasinda kati besiyeri alinmamasia ve bakteri bulanikliginin 1
McFarland standardini (10” cfu/ml) gegmesine dikkat edildi. Bakteri siispansiyonunu
homojenize etmek amaciyla 2-3 dk vortekslendi. Siispansiyon 20 dk beklemeye
birakildi. Ustte kalan kisim baska bir steril tiipe aktarildi. Sedimentin alinmamasina
dikkat edildi. Tekrar 15 dakika bekletilerek, iistte kalan kisim bagka bir steril tiipe
aktarildi. Bu siispansiyon 0.5 McFarland standardina ayarlandi. Siispansiyondan 1 ml
alinarak 4 ml steril serum fizyolojik ile 1/5 diliisyon yapildi ve inokulum olarak

kullanild1 (38).
3.5. Ila¢ Direncinin Molekiiler Yontemle Saptanmasi

Bu amagla c¢alismamizda revers hibridizasyon esasina dayali, DNA strip

teknolojisi ile hazirlanan ticari bir {iriin olan REBA MTB-MDR kullanilmistir. Bu
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testle RIF ve INH ilaglarina karsi olusan mutasyonlarin bir kismini tespit etmek
mimkiindiir. Testin asamalar1; Kiiltir ortaminda elde edilen ve direng geni
arastirilacak her izolat igin PCR ile ¢ogaltma islemi gergeklestirildi. Takiben
direncten sorumlu gen bolgelerine ait DNA molekiilleri nitroselliiloz stripler tizerinde
bulunan direngten sorumlu gen boélgesine ait vahsi ve mutant dizileri i¢eren problar
ile hibridizasyona birakildi (Tablo 2). Hibridizasyon sonrasi mutant dizilere

baglanma durumu (bant olusumu) direng varlig1 olarak yorumlandi (42).
REBA MTB-MDR Kit i¢erigi:
Tiire 6zgii problarla kaplt membran stripleri
PCR Premix: Kullanima hazir
Pozitif/ Negatif kontrol: Kullanima hazir
DNA extraction soliisyon, 8-MOPP: Kullanima hazir
MTB-MDR Primer karisim: Primer niikleotid karisimi. Kullanima hazir
AP konjugat: Konsantre konjugat. Diliie edilerek kullanilir
NBT/BCIP stok soliisyon: Konsantre substrat. Diliie edilerek kullanilir
DS: Denatiirasyon stvist. Kullanima hazir
HS: Hibridizasyon sivisi. Kullanima hazir
CDS: Konjugat diliisyon s1vist. Kullanima hazir
WS: Yikama sivist. Kullanima hazir

SS: Boyama soliisyonu. Substrat diliienti igermektedir.
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Tablo 2. Reverse blot hibridizasyon testinde kullanilan problar (33)

Prob Sekans (5'-3") WT ve MT Yerlesimi
Myc GACGTCGTCGCCACCATCGA Mikobakteriyel prob

MTB AAACATGTCGGCGAGCCC M. tuberculosis prob

rpoB WT1 AGCCAGCTGAGCCAATTC rpoB kodonlar1 509-514 WT
rpoB WT2 ATGGACCAGAACAACCCG rpoB kodonlar1 515-520 WT
rpoB WT3 CCGCTGTCGGGGTTGACC rpoB kodonlar1 521-525 WT
rpoB WT4 TTGACCCACAAGCGCCGA rpoB kodonlar1 524-529 WT
rpoB WT5 CTGTCGGCGCTGGGGC rpoB kodonlart 530-534 WT
rpoB MT1 CTGTTGGCGCTGGGGC rpoB kodon 531 (TCG-TTG)
rpoB MT2 AAATGTCGGCGCCGGGGCC rpoB kodon 533 (CTG-CCG)
rpoB MT3 TTCATGTACCAGAACAACCCG rpoB kodon 516 (GAC-TAC)
katG 315 WT CACCAGCGGCATCGAG katG kodon 315 AGC WT
katG 315 MT ATCACCACCGGCATCGAG katG kodon 315 (AGC-ACC)
inhA 15UPS WT CGCGGCGAGACGATAGG inhA UPS -15 WT

inhA 15UPS MT CGCGGCGAGATGATAGG inhA UPS -15 (CAT)

inhA BUPS WT AAAGATAGGTTGTCGGGGTGACT inhA UPS -8 WT

inhA 8UPS MT GACGATAGGCTGTCGGGG inhA UPS -8 (T-C)

ahpC WT1 GCCGATAAATATGGTGTGATATCA ahpC -60, -38 WT

ahpC WT2 CCTTTGCCTGACAGCGACTT ahpC -38, -18 WT

ahpC WT3 CACGGCACGATGGAATGTC ahpC-17, +2 WT

ahpC WT4 GCAACCAAATGCATTGTCCGC ahpC + 3, + 23 WT

ahpC WT5 TTTGATGATGAGGAGAGTCATGC ahpC +24 , +44 WT

*UPS: Upstream promotor sekans; MT: Mutasyon; WT: Vahsgi (Wild) tip

3.5.1. DNA lizolasyonu

Steril bir 6ze ile LJ besiyerindeki koloniden bir parca alindi. 1 ml steril distile
su i¢inde ¢oziilip 1dk vorteks ile karistirildi. 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip
slipernatant tamamen atildi. 1ml steril distile su i¢inde resuspanse edilip vorteks ile
iyice karigtirilarak 13000 rpm’de 10dk santrifiij edildi. Siipernatant tamamen atild1 ve
400-500 pl steril distile su i¢inde resuspanse edilerek ve vorteks ile iyice
karistirilarak kaynama isisina gelmis su banyosunda 10 dk bekletildi ve oda 1sisinda
13000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Ust fazdan DNA alinip baska temiz bir tiipe
aktarildi. Siipernatandan 5 pl alinarak direkt PCR da kullamildi (42). Hemen

calisilmayan Ornekler i¢in slipernatan baska bir tiipe aktarilarak -80 °C'de saklandi.
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3.5.2. PCR Amplifikasyonu

PCR master miksi PCR laboratuvari temiz oda boliimiinde asagidaki gibi
hazirland1 ve oOrnekler 6rnek isleme odasinda misklere eklendi (Tablo 3 ). PCR
amplifikasyonu termal dongiide (Creacon T-Cy) Tablo 4'de verilen protokole gore

gerceklestirildi.

Tablo 3. PCR ana karigimi (master mix) oranlari

Reaktif Miktar (1 tiip icin)
2x PCR Premix 25 pul

REBA MTB-MDR Primer mixure 4 ul

Distile su 16 pl

Ornek 5 ul

Toplam hacim 50 pl

Tablo 4. PCR protokolii

Predenatiirasyon 94°C 5 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye 15 dongii
Baglanma 60 °C 30 saniye

Denatiirasyon 94 °C 30 saniye 45 dongii
Baglanma 54 °C 30 saniye

Uzama 72 °C 10 dakika 1 dongii

Negatif kontrol hazirlanirken PCR miksi i¢ine 6rnek yerine Sul steril distile

su kullanildi. Pozitif kontrol i¢in kitin i¢inden ¢ikan pozitif kontrol kullanildi (42).
3.5.3. Reverse Blot Hibridizasyon Yontemi

Oncelikle su bazli orbital calkalayict 50 °C'ye ayarlandi. HS ve WS
soliisyonlar1 cihaza yerlestirildi. Bu soliisyonlar kullanilmadan énce HS 50 °C, WS
60 °C'ye getirildi. PCR iiriiniiniin denatiirasyonu icin 45 ul DS ile 45 ul PCR iiriinii
orneklerin ¢alisilacagi kuyucuklarda pipetlenerek karistirildi. Oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edildi. Orneklerin konuldugu kuyucuklara dikkatlice énceden 1sitilmis 1ml
HS konuldu ve homojen renk elde edilene kadar yavasca calkalandi ve
hibridizasyonun gerceklesmesi saglandi. Bir pens yardimiyla her bir 6rnek igin bir
strip alind1 ve striplerin isaretli ucu numaralandirildi. Stripler dikkatlice kuyucuklara

yerlestirildi. Stripler yerlestirilirken marker line kisimi yukarida olacak sekilde



27

kondu ve tamamen siviya batmis olmalarn saglandi. Tray, su bazli orbital
calkalayicida 50 °C'de 60-80 rpm’de 30 dk c¢alkalanarak inkiibe edildi. Hibridizasyon
soliisyonu Pasteur pipeti kullanilarak tamamen kuyucuklardan bosaltildi. Her bir
kuyucuga 1 ml WS eklendi ve 10 dk 60°C'de inkiibe edildi. islem iki kez tekrarland.

Yikama islemi sona ermeden once 1 pl AP konjugat soliisyonu 1:2500
oraninda CDS igerisinde diliie edilerek hazirlandi. Bu basamaktan itibaren oda
sicakliginda calisildi. Yikama soliisyonu tamamen bosaltildi. Kuyucuklardaki
striplerin tizerine 1 ml sulandirilmis AP konjugat soliisyonu eklendi ve 30 dk
calkalanarak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi konjugat dokiilerek bosaltild:
ve her bir strip 2 kez calkalanarak 1ml CDS soliisyonu ile memran stripler yikandi.
Daha sonra CDS soliisyonu uzaklastirildi ve 6nceden hazirlanmig NBT/BCIP/SS, her
bir strip lizerine 1 ml eklendi ve calkalamadan 5 dk bant olusumu takip edilerek
inkiibe edildi. Bant olusma islemi stripler iki kez distile su ile yikanarak
sonlandirildi. Son olarak, stripler kuyucuklardan alindi, kurutma kagidinin arasinda

kurutuldu ve degerlendirme asamasina gecildi (42).
3.5.4. Sonu¢ Degerlendirme

Calismanin kabul edilebilir olmasi i¢in asagidaki kosullarin saglanmasi

gerekmektedir (42). Olusan bantlarin yorumu;
1) Marker line: Stribin en {ist ¢izgisini gosterir.
2) HC: Strip tizerinde konjugat baglanma ve substrat reaksiyonunun
verimliligini géstermektedir. Bu bandin olugmasi gerekmektedir.
3) Myc bandi: Herhangi bir mikobakteri genotipi varsa olusur.

4) M. tuberculosis kompleks bandi: M. tuberculosis kompleks tiyelerinden
olusan amplikonlarin varliginda band patterni olusur. Bu bolgede band
olusmamigsa test edilen bakteri M. tuberculosis kompleks'e ait degildir

ve bu sistemle degerlendirilemez.

5) Herbir WT bandi: lgili gen bélgelerini (rpoB, katG, inhA, ahpC)
gostermektedir. Wild tip bolgesinde olusan bandlar duyarliligi, mutasyon

bolgelerinde olusan bandlar ilag direncini belirlemektedir. Wild tip
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bolgesinde bant gozlenmeyen herhangi bir pattern calisilan ornegin

direngliligini gostermektedir.

6) rpoB, katG, inhA MT bandlari: Ornek, RIF ve/veya INH’e direncli ise
herhangibir mutant bdlge bandi olusur. Herhangi bir vahsi tip bolge
olusmaz ise de 6rnek direnglidir (Sekil 2, Tablo 5).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

WA S0 — e . s . . S e e e —
HC e e el sl oo ey sees sl . e
WE — —— — e e e ey —— — — —
FATECOMDEY ey s s e e ey s sl s s —
[ MECEWT T — e . e e e ey e — e —
T2 ey s e — e e e — — —
WTE e e . e . ey e e —
W 4
WT &
MNT T j— —
WIT 2 |—) —
WT 3 |—) |
EFEE WWT ey sl s e p— —— e —— — —
FAT  j— —
e, W 1
FAT  j— —
A WT 2
FAT  j— —
SApTWT T —— e — —— — —— — — —— —
VT2 e e . ——— — —— — — —
VTS s s D S S S N . . —
T — e e e e — e e e — —
L VTE — e e e e e e - — — —

Sekil 2. REBA MTB-MDR 6rnek test stripleri (42)
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Tablo 5. REBA MTB-MDR 6rnek test striplerinin yorumlanmasi (42)

Prop Strip

Rifampin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
WT1 + + + + + + + + + +
WT2 + + + - + + + + + +
WT3  + + + + + + + + + +

rpoB WT4 + + + + + + + + + +
WT5  + - + + + + + + + +
M1 - + - - - - - - - -
M2 - - + - - - - - - -
M3 - - - + - - - - - -

Izoniazid

katG WT + + + + - + + + + +
M - - - - + - - - -
WT1 + + + + + - + + + +

InhA M1 - - - - - + - - - -
WT2 + + + + + + - + + +
M2 - - - - - - + - - -
WT1 + + + + + + + - + +
WT2 + + + + + + + + - +

ahpC  WT3 + + + + + + + + + -
WT4  + + + + + + + + + +
WT5  + + + + + + + + + +

Yorum RIF° RIF® RIF® RIFf RIF° RIF° RIF° RIF° RIF° RIF

S:Duyarh

. . INH® INH® INH® INH® INHR INHR INHR INHR INHR® INHR
R:Direngli

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler MSExcel ve SPSS for Win. Ver. 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL., USA)
paket programi kullanilarak bilgisayar ortamina aktarildi. Ortalama deger “aritmetik
ortalama + standart sapma” olarak gosterildi. ki ydntemin karsilastirlmasinda
duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger (NPD)
hesaplandi. Analiz sonuglar1 % 95 giiven araliginda (% 95 CI: Confidence Interval)

degerlendirildi.



30

4. BULGULAR

4.1. Suslarin Genel Ozellikleri

Siileyman Demirel Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 2008-2013 yillar1 arasinda gonderilen klinik
orneklerden kiiltiir sonucu elde edilen 55 M. tuberculosis kompleks izolati ¢alismaya
dahil edildi. Aym1 hastadan sadece bir ornek degerlendirmeye alindi. Calismaya
alman hastalarin 37’si (%67.3) erkek, 18’1 (%32.7) kadin, 48’1 (%94.1) yeni tam
almis, 3’1 (9%5.9) daha once tan1 konulmus ve tedavi almis hastalardi. Dort hastanin
klinik bilgilerine ulagilamamistir. Hastalarin yas ortalamasi 53+20.2 (19-90 yas)’dir
(Tablo 6). Calismaya alinan suslarin ¢ogunlugu solunum yolu orneklerinden izole

edilmistir (%83.6) (Tablo 7).

Tablo 6. Calismaya alinan 55 susun ait oldugu hastalarin yaslara gore dagilimi

Yas gruplan Say1 Yiizde (%)
16-25 7 12.8
26-35 8 14.6
36-45 5 9
46-55 7 12.8
56-65 12 21.8

65+ 16 29

Tablo 7. Caligmaya alinan suslarin 6rneklere gore dagilimi

Hasta érnegi Say1 Yiizde (%)
Balgam 41 74.6
BAL 6 11
Doku 3 5.4
Plevra s1vist 2 3.6
Periton s1visi 2 3.6

BOS 1 1.8

Klinik 6rneklerden EZN yontemi ile ARB varligi degerlendirildikten sonra iki
farkli kiltiir yontemi ile (LJ + MGIT) incelendiler. Kiiltiirde tireyen Orneklerde
MGIT sisteminde ve REBA MTB-MDR testi ile INH ve RIF direnci arastirildi.
Calisilan testlerin kalite kontrolii M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) standart

susuyla yapildi. Calisilan tiim 6rneklerin test sonuglar1 Tablo 8’de goriilmektedir.
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Tablo 8. Calisilan hastalarin tiim test sonuglar1

DUYARLILIK

No ORNEK TURU EZN TEDAVI DURUMU MGIT MTB-MDR

INH RIF INH RIF

1 BALGAM - S S S S

2 BALGAM - S S S S

3 BALGAM S S S S

4 BALGAM + H S S S S

5 BALGAM - H S S S S

6 ABSE - H S S S S

7 BALGAM + H S S S S

8 BALGAM - H S S S S

9 BALGAM - H S S S S
10 BALGAM - H S S S S
11 DOKU + E S S S S
12 BAL - H S S S S
13 BALGAM - E S S S S
14 BAL - H S S S S
15 BALGAM - S S S S
16 BALGAM - H S S S S
17 BALGAM - H S S S S
18 BAL - H S S S S
19 BALGAM - H S S S S
20 BALGAM - H S S S S
21 BALGAM - E S S S S
22 DOKU - H S S S S
23 BALGAM + H S S S S
24 BALGAM - H S S S S
25 BALGAM - H S S S S
26 PARASENTEZ H S S S S
27 BALGAM + H S S S S
28 BALGAM - H S S S S
29 BALGAM - H S S S S
30 BAL - H S S S S
31 BAL - H S S S S
32 TOROSENTEZ - H S S S S
33 BALGAM - H S S S S
34 TOROSENTEZ - H S S S S
35 BALGAM - H S S S S
36 BALGAM - H S S S S
37 BALGAM + H S S S S
38 BALGAM - H S S S S
39 BOS - H R S - -
40 BALGAM H R S R S
41 BALGAM + H S R S R
42 BALGAM - H R R S S
43 BALGAM - H R S S S
44 BALGAM H R S S S
45 BALGAM + H R S S S
46 BALGAM - H R S S S
47 BALGAM - H R R S S
48 BALGAM - H R S S S
49 BAL - H R R R S
50 BALGAM - H S S - -
51 BALGAM + H S S R S
52 BALGAM + H S S - -
53 PARASENTEZ H S S - -
54 BALGAM + H S S - -
55 DOKU - H S S - -
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Calismaya alman suslarin gonderildigi klinige gore dagilimi Tablo 9’da
verilmistir. Kiiltiirde tireme saptanan 55 ornegin 12’sinde (%21.8) EZN boyama

yontemi ile ARB pozitif saptanmigtir. Bunlarin 11’1 balgam 1 tanesi doku drnegidir.

Tablo 9. Calismaya alinan suslarin kliniklere gére dagilimi

Klinikler Say1 Yiizde
Gogiis Hastaliklari 41 74.6
Dahiliye 7 12.8
Genel Cerrahi 2 3.6
Infeksiyon 2 3.6
Noroloji 2 3.6
Pediatri 1 1.8

Klinik 6rneklerin hepsinde MGIT Kkiiltiir yontemi ile lireme saptanmistir. Bu
orneklerin 49’u (%89) LJ besiyerinde de iretilirken, 6 6rnek yalnizca MGIT ile
dretilmistir. LJ’de goriilen tiim iiremeler koloni morfolojisi ve pigment olusumu
acisindan incelendiginde M. tuberculosis kompleks ile uyumluydu (Resim 1; Agik
krem renkli, kuru, ekmek kirintis1 gériintimiinde koloniler).Yapilan EZN boyama ile
ARB pozitifligi dogrulandi. MGIT besiyerlerinden, TBc ID test ile suslarin hepsi M.

tuberculosis kompleks olarak tanimlandi.

Resim 1. M. tuberculosis kompleks’in LJ besiyerinde goriiniimii ve TBc ID test ile
tanimlanmasi
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4.2. Antibiyotik Duyarhhik Test Sonug¢lar:

[lag diren¢ dagilimin1 degerlendirdigimizde 7 susda tek ilaca kars1, 4 susda iki
ilaca, 3 susda ise ii¢ ilaca direng tesbit edilmistir. MGIT yontemi ile 2008-2013
yillar1 arasinda izole edilen suglarin primer antitiiberkiiloz ilaglara kars1 tek tek ve

kombine direng oranlar1 Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Izole edilen 55 susun primer antitiiberkiiloz ilaglara direng oranlari

Ilaglar Say1 Yiizde(%)
SM 1 1.8
INH 3 55
Tek ilaca direnc RIF 1 1.8
ETB 2 3.6
Toplarp tek ilaca 7 127
direng
INH+RIF 1 18
N INH+ETB 1 18
ilaca diren
¢ INH+SM 5 36
Toplarp iki ilaca 4 7.2
direng¢
SM+INH+ETB 1 1.8
Uc ilaca direnc SM+INH+RIF 2 3.6
Toplam birden 7 12.7

fazla ilaca direnc

Susglarin 41’1 (%74.6) primer antitiiberkiiloz ilaca duyarli bulunmustur. Her
bir ilacin toplam diren¢ oranlari; SM i¢in 6 sus (%10.9), INH i¢in 10 sus (%18), RIF
i¢in 4 sus (%7.3), ETB icin 4 sus (%7.4) olarak tespit edilmistir. CID-TB oran1 %5.6
(3/55) olarak belirlenmistir (Tablo 11).

Bu calismada 13 (%23.6) olguda primer direng, sadece SM direngli bir
(%1.8) olguda ise sekonder direng tespit edilmistir. Primer ilag¢ direnci INH i¢in %18,
RIF i¢in %7.3, ETB i¢in %7.4, SM i¢in %9.1, sekonder ila¢ direnci sadece SM’de
%1.8 tespit edilmistir.
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Tablo 11. Her bir ilag icin tespit edilen toplam direng oranlari

Direncg
Qlaclar
Say1 Yiizde(%)
SM 6 10.9
INH 10 18
RIF 4 7.3
ETB 4 74
CiD (INH+RIF) 3 5.6

REBA MTB-MDR yontemi ile ilag direnci saptamada 6 Ornekte DNA
amplifikasyonu yetersiz olup soluk boyanma saptandigindan dolay1 iki testin
karsilastirilmasinda bu suslar dahil edilmemistir. 49 6rnekte INH ve RIF direncini
saptamada kullandigimiz iki yontemi birbiriyle karsilastirdigimizda MGIT’ da RIF
direnci belirlenen 4 6rnegin 3’iinde REBA MTB-MDR ile diren¢ saptanmadi. Bir
ornekte ise her iki yontemle de direng saptandi. MGIT ’da 9 INH direnci belirlenen
ornegin 7’sinde REBA MTB-MDR ile diren¢ saptanmadi. 2’sinde her iki yontemle
de direng saptandi (Tablo 12).

Tablo 12. Direng saptamada kullanilan iki yontemin ilaglara gore dagilimi

MGIT + MGIT -
REBA + REBA - REBA + REBA -
RiF 1 3 - 45
INH 2 7 1 39

RIF direncini saptamada MGIT ile REBA MTB-MDR Kkarsilastirildiginda
duyarlilik %25 (CI 4.12-79.6), ozgiillik %100, PPD %100, NPD %93.70larak
belirlendi. INH direncini saptamada MGIT ile REBA MTB-MDR Karsilastirildiginda
duyarlilik %22.2 (CI 3.47-59.9), 6zgiillik %97.5, PPD %66.6, NPD %84.7 olarak
belirlendi. Calismamizdaki kalite kotrol susunun, negatif kontroliin ve 10 6rnegin
REBA MTB-MDR test stripleri Resim 2, 3, 4,’de gosterilmistir. Tablo 13’de

fenotipik ve genotipik test sonuglar karsilagtirilmaktadir.
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Resim 3. Calismamizdaki REBA
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Resim 2. Kalite kontrol susunun (M. tuberculosis H37Rv) ve negatif kontroliin test stripleri
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MTB-MDR test stripleri;1, 4, 5. stripler: RIF+ INH
direnci yok, 2. strip: RIF direnci yok + inhA WT1 kaybina bagli INH direnci, 3. strip: RIF
direnci yok + katG mutasyonuna bagli INH direnci
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Rifampin Isoniazid
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Resim 4. Calismamizdaki REBA MTB-MDR test stripleri; 6, 7, 8, 9, 10. stripler: RIF+ INH

direnci yok
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Tablo 13. Calisilan tim M. tuberculosis izolatlarmin REBA MTB-MDR ile
hibridizasyon paternleri ve fenotipik direngleri

MGIT RIFFINH® RIFPINH® RIFSINH® RIFRINH® RIFRINHR RIFSINHR  RIFSINH®
rpoB  WT1 + + + + + + +
WT?2 + + + + + + +
WT3 + + + - + + +
WT4 + + + + + + +
WT5 + + + + + + +
MT1 - - - - - - -
MT2 - - - - - - -
MT3 - - - - - - -
katG  WT + + + + + + +
MT + - + - - - -
inhA WT1 + - + + + + +
15
UPS
MT1 - - - - - - -
inhA  WT2 + + + + + + +
8UPS
MT2 - - - - - - -
ahpC WT1 + + + + + + +
WT?2 + + + + + + +
WT3 + + + + + + +
WT4 + + + + + + +
WT5 + + + + + + +
izolat sayis1 1 1 1 1 2 5 38
Mutasyon katG inhA katG rpoB Mutasyon Mutasyon Mutasyon

Yerlesimi yok yok yok
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz, modern tani1 ve tedavi yontemlerine ragmen diinya genelinde
oldugu gibi iilkemizde de en 6nemli saglik problemlerinden birisidir. DSO, 1993
yilinda TB konusunda acil durum ilan etmis ve biitiin lilkelerde “Dogrudan Gozetimli
Tedavi Stratejisi’ni (DGTS) Onermistir. Bu stratejide amaclar; hiikiimetlerin politik
kararlilik goOstermesi, balgamimn mikroskopik muayenesinin yayginlastirilmasi,
gerekli tiiberkiiloz ilaglariin kesintisiz ve iicretsiz temini, standart kisa siireli tedavi
rejimlerini direkt gozetim altinda uygulamak ve standart kayit ve rapor sistemi ile TB

kontrol programinin degerlendirilmesi olarak belirlenmistir (43).

Diinya genelinde TB hastaliginin artis1 konusunda DSO, dort énemli unsur

tizerinde durmustur:

1. Hiikiimetlerin hastaligi ihmal etmeleri sonucunda TB kontrol sistemleri

kotiilesmis ve hatta birgok yerde kaybolmustur.

2. Kotii yonetilen veya dogru yaklasimlarin uygulanmadigi TB kontrol

programlari, hastaligin artis1 yaninda ilaca direngli tiiberkiilozun artisina yol agmustir.

3. TB ve HIV’in birlikte oldugu hallerde, HIV’in endemik oldugu yerlerde
TB patlayict artis yapmustir.

4. Niifus artisi, TB olgularinin sayilarinda artisa yol a¢mustir. Hastalik
insidansinin yiiksek oldugu iilkelerden goglerle gelen TB olgulari, sanayilesmis

tilkelerde artig nedenlerinden birisini olusturmaktadir (44).

DSO, 1997 yilindan itibaren tiiberkiilozun kontroliine dair yillik rapor
yayinlamaktadir. Raporun ana amaci, TB epidemisinin genis kapsamli ve giincel bir
degerlendirmesini yapmak ve TB tedavi ve kontroliindeki kiiresel, bolgesel ve

tilkeler seviyesindeki ilerlemeyi gormektir.

Tiiberkiiloz tedavisinde 1940’1 yillarin sonlarinda ilk antitiiberkiiloz ilag
SM’nin kullanilmaya baglanmasiyla birlikte ilag direnci de goriilmeye baslanmistir.
[lerleyen yillarda diger ilaglarin da devreye girmesi ile kombine tedavi protokollerine
gecilmis ve bu sayede direng olusumunun Oniine gegilemese de niiksler onemli

miktarda azaltilabilmistir. Ancak, yetersiz kontrol programlari, ilaglarin hatali regete
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edilmesi, kullanim siirelerinin iyi planlanamamasi, hasta ilag uyumsuzluguna bagl
diisiik doz ve siirede ila¢ kullanimi, ilaca, tan1 merkezlerine ulasmadaki zorluklar,
TB’la savasta kaynak yetersizligi gibi nedenlerle ila¢ direnci giderek artis
gdstermistir. Ila¢ direnci ilk defa, 1992 yilinda New York sehrinde TB hastalarmin
%12'sinin CID-TB'lu oldugu fark edildiginde biiyiik bir problem olarak gériilmeye
baslanmustir (3).

DSO’niin yaymladigi 136 ayr iilkeden toplanan verilere gore hazirlanan,
“Kiiresel Antitiiberkiiloz Ila¢ Direnci 2013 Rapor’unda, CID-TB insidansinin
bugiine kadar rapor edilen en yiiksek seviyeye ulastigi, genel olarak yeni tani almig
olgularda %3.6 (2.1-5.1), 6nceden tedavi almis olgularda %20.2 (13.3-27.2) oraninda
karsilagildigr bildirilmektedir. En yiiksek CID-TB oranlari Dogu Avrupa ve Orta
Asya liilkelerinde izlenmektedir. Bu iilkelerde yeni vakalarin %20’sinde, dnceden
tedavi almis vakalarin %50’sinde CID-TB gériildiigi bildirilmistir. CID-TB

olgularmin %9.6’sinim ayn1 zamanda AID-TB olgusu oldugu gériilmiistiir (1).

DSO'ne gére, bir CID-TB hastasinin yalmzca ilaglarinin maliyeti duyarli bir
TB hastasinin ilag maliyetinden 50-200 kat daha fazladir. 2010-2015 yillar1 arasi, 27
yiiksek CID-TB olgu yiikii olan iilkelerde, 1.3 milyon CID TB vakasinin tedavisi igin
tahmin edilen maliyet 16,2 milyar dolardir. TB, tedavi edilebilir bir hastalik olmasina
ragmen CID-TB'de kiir oranlar1 ¢ok diisiiktir ve 6liimciil olabilir. CID-TB
tedavisinde kullanilan ikinci segenek ilaclar daha az etkili, daha ¢ok yan etkiye sahip

ve daha pahali ilaglardir (4).

DGTSnin de CID-TB prevalansinin yiiksek oldugu bolgelerde basarisiz
oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, bu bolgelerde DGTS'nin basariyla uygulanmasina
ek olarak ila¢ duyarlilik testlerinin yapilmasini ve ikinci secenek TB ilaglarinin
kullanilmasim iceren DGTS-Art1 (DOTS- Plus) uygulamasma gecilmistir. DSO,
daha 6nce tedavi almis veya CID-TB olma ihtimali bulunan hastalara mutlaka ilag
duyarhilik testlerinin yapilmasim1 Onermektedir. Ayrica, Ozellikle HIV'li ve
mikroskopisi pozitif hastalara mutlaka molekiiler yontemlerle ilag duyarlilik testi

yapilmasini dnermektedir (44,45).

Resmi verilere gore Tiirkiye, TB insidansinin orta diizeyde oldugu iilkeler

arasinda yer almaktadir. TB insidansinin 1965'de yiizbinde 172, 1980'de yiizbinde
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52.2, 1990'da yiizbinde 43.8 oldugu belirtilmektedir. Ulkemizde 2005 yilindan
itibaren verem savas dispanserlerine kayitli her bir hastanin verisi bireysel olarak
toplanmakta ve analiz edilerek raporlanmaktadir. Verem Savagi 2012 verilerine gore;
2005 yilinda insidans ylizbin niifusta 26.0, 2006 yilinda 25.4, 2007 yilinda 25.2,
2008 yilinda 23.4, 2009 yilinda 22.0, 2010 yilinda 20.6’dir. Goriildiigii gibi
tiilberkiiloz insidans1 hala yiiksek olmasina ragmen, yillar igerisinde disis

gostermektedir (2,43).

Verem Savasi 2012 raporuna gore; 2010 yilinda ilag duyarhilik testi yapilan
hastalarin sonuglar1 incelendiginde; %19.5 en az bir ilaca direng saptanmistir. En
yiiksek oranlarda direncin %13.3 ile INH’e kars1 gelistigi goriilmiistiir. RIF, ETB,
SM’e kars1 dire¢ oranlari ise sirasiyla %6.8, %5.2, %9.1°dir. CID-TB oran1 yeni
olgularda %2.5, onceden tedavi gormiis olgularda %22.8 olarak, toplam %5 olarak

saptanmustir (2).

Tirkiye’de TB ilag¢ direncini ortaya koymak i¢in ¢ok merkezli bir ¢alisma
yoktur. Yapilan ¢esitli calismalarda direng oranlari farkli belirlenmistir. Ulkemizde
diren¢ durumunu yansitan en kapsamli yazi Yolsal ve ark., 1984-1989 ve 1990-1995
yillar1 arasinda yayinlanmis makalelerden, karsilastirmali ilag direnci analizleri
yapmuslardir. 1984-1989 yillar1 arasina ait primer ilag direng oranlart INH, RIF, SM
ve ETB igin sirastyla %14.4, %5.7, %8.8, %2.2'dir. 1990-1995 aras1 primer direng
oranlart INH, RIF, SM ve ETB i¢in sirasiyla %8.8, %8.9, %10.1, %3.0 olarak
bulunmustur. Sekonder ila¢ direnci oranlar1 ise, 1984-1989 arasi, INH icin %34.1,
RIF i¢in %23.1, SM icin %24.6, ETB i¢in %13.3 olarak belirlenmistir. 1990-1995
yillart i¢in, sekonder direng oranlari, INH'da %30.1, RIF'de %31.9, SM'de %17.7,
ETB'de %13.7'dir. 1984-1989 arasi toplam direng oranlari, INH'da %27.8, RIF'de
%22.3, SM'de %22.5, ETB'de %7.8 olarak tespit edilmistir. 1990-1995 dénemine ait
toplam, INH direnci %23.8, RIF direnci %22.1, SM direnci %17.9, ETB direnci
%7.7 ¢ikmistir. Arastirmacilar, farkli kaynaklarca verilen diren¢ oranlarinin bir
homojenlik gostermedigini belirtmislerdir. Ancak, bulgular her ne kadar tartigmali
olarak degerlendirilse de, Tirkiye'de diren¢ oranlarinin gelismis {lkelerle

kiyaslanmayacak ol¢iide yiiksek oldugu sonucuna varilmistir (46).
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Arseven ve ark., Dogu Karadeniz bolgesinde yaptiklari ¢alismada, 1985-1990
yillar1 arasinda tespit edilen 1388 hastada INH direnci %29.6, RIF direnci %17.1,
SM direnci %23.3 ve ETB direnci %8.8 olarak bulunmustur. CID-TB orani ise
%09.1'dir. 1993-1994 yillarinda saptanan 333 hastanin INH direnci %34.8, RIF
direnci %25.2, SM direnci %29.4 ve ETB direnci %10.5 olarak belirlenmistir. CID-
TB orani ise %22.5 olarak bulunmustur (47).

Talay ve ark. 1997-2000 yillar1 arasinda 135'i daha once hi¢ tedavi almamis
185 vaka lizerine yaptiklar1 bir ¢alismada, primer ilag direngleri INH, RIF, SM, ETB
icin sirastyla %8.9, %3.0, %13.3, %2.2 olarak bulunmustur. Sekonder ilag direng
oranlar1 ise INH ig¢in %22.2, RIF i¢in %22.2, SM i¢in %18.5, ve ETB i¢in %13.9
olarak bulunmustur. Toplam ilag direng oranlart ise INH'da %12.7, RIF'de %8.5,
SM'de %14.8, ETB'de %5.3'diir. CID-TB agisindan incelendiginde ise primer CID-
TB oran1 %2.9, sekonder CID-TB orani %16.6, toplam oran ise %6.8 olarak
bulunmustur (48).

Durmaz ve ark. 2000 yilinda 88 yeni tiiberkiiloz hastasi iizerine yaptiklar1 bir
arastirmada, tek ilaca diren¢ oranlarini INH i¢in %10.22, RIF i¢in %0.0, SM igin
%7.95, ETB i¢in %4.54 olarak bulmuslardir. Yalnizca iki hastada (%2.26) birden
fazla ilaca diren¢ tespit etmislerdir (28). Durmaz tarafindan cesitli bolgelerden
yapilan galismalarin analizinde, CID-TB oraninin yeni hastalarin izolatlarinda %1.3-
4.8, tedavi gormiis tiiberkiiloz hastalarinda ise %4.4-16.6 arasinda bir dagilim

gosterdigi belirtilmistir (49).

Isparta yoresinde Yayli ve ark., 2003 yilinda 108 M. tuberculusis izolatinda
yaptig1 ¢alismada, %83.3’liniin tiim ilaglara duyarli oldugunu ve INH, RIF, SM, ETB
direncleri sirastyla %13.88, %1.85, %1.85 ve %0.92 olarak belirlemislerdir. CID-TB

oranini ise %2.77 olarak saptamislardir (50) .

Diindar ve ark. 2007 ve 2008 yillarim1 kapsayan ¢alismasinda, 157 M.
tuberculosis izolatlinin duyarlilik testleri MGIT 960 sistemi ile test edilmistir ve
%66's1 tiim primer ilaglara duyarli bulunmustur. Tek ilaca direng orani her iki yilda
%21, CID-TB oram 2007°de %S5, 2008’de %4 oraninda bulunmustur. iki yilin

ortalamasi olarak en az bir ilaca diren¢ oran1 %34; tek basina INH direnci %13, SM
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direnci %4, ETB direnci %3 bulunurken, tek basina RIF direnci gésteren izolata

rastlanmamustir (51).

Ugar ve ark., Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Baskanlig1 Ulusal Referans
ve Arastirma Laboratuvarina gonderilen iilkemizin 7 farkli bolgesinde yer alan 62
ildeki hastalara ait 6rneklerden izole edilen 1091 susun direng oranlarini retrospektif
olarak degerlendirmistir. Suslarin %14.2°si test edilen ilaglardan en az birisine
direncli bulunmustur. INH, RIF, SM, ETB’e kars1 diren¢ oranlar1 sirasiyla %12.3,
%10.1, %15.8 ve %6 olarak saptanmustir. CID-TB oran1 %10 olarak belirlenmistir.
Calismada en yiiksek CID-TB oran1 %39.3 ile Akdeniz bdlgesinde saptanirken, en
diisik oran %4.3 ile Ege bolgesinde saptanmustir. Birbirine benzer cografi ve
demografik ozellikler gosteren bu iki bolge arasindaki farkliligin, bolgelerden elde
edilen sus sayilart arasindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi sonucuna

varmuslardir (52).

Oz ve ark’nin 2004-2011 yillar1 arasinda Eskisehir’de yaptiklar1 calismada
284 sus incelenmis ve tiim izolatlarin %17.6’s1 test edilen antitiiberkiiloz ilaglardan
en az birine direngli olarak tespit edilmistir. Toplam ilag direnci INH i¢in %14.4, RIF
icin %7, SM igin %2.1, ETB i¢in %2.8 ve CID-TB oran1 %4.6 olarak bildirilmistir
(53).

Artan ve ark., 2009-2012 yillar1 arasinda 275 ornekte yaptiklar1 ¢alismada
suslarin %74.5’ini primer antitliberkiiloz ilaglarin tiimiine duyarli , %25.5 ‘ini ise en
az bir ilaca direngli bulmustur. Antitiiberkiiloz ilaglarin toplam diren¢ durumu INH,
RIF, SM, ETB igin sirasiyla %14.9, %6.2, %9.5, % 7.9 olarak saptanmustir (54).

Calismalara bakildiginda Tirkiye’de direng oranlart INH i¢in %12.7 ile
%29.6, RIF i¢in %0 ile %22.3, SM i¢in %1.9 ile %29.4, ETB igin %0.9 ile %10.5
arasinda bildirilmektedir. Tiirkiye'de saptanan diren¢ oranlarinin farkli deger
araliklari, hasta sayilari, secilmis hasta gruplari, calismalarin yapildigi bolge ve
zaman dilimi ile kullanilan ¢alisma yontemlerinin farkli olmalarinin bir sonucu

olabilir.

Bu c¢alismada ilag duyarliligi fenotipik yontem olan MGIT sistemi ile test
edilmistir. MGIT sistemi tam otomatize ve kolay uygulanabilir olmasi, 4-13 giin gibi

kisa siirede sonug¢ verebilmesi agisindan onemli avantajlar saglamaktadir. Uzun
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donemde yapilan karsilagtirmali ¢alismalarda MGIT sistemi ile alinan sonuglar
referans yontemlerle alinan sonuglar ile uyumlu bulunmus, bu sistem CLSI
tarafindan fenotipik antitiiberkiiloz ilag duyarlilik testleri ic¢in Onerilen testler

arasinda bildirilmistir (34,55,56).

Calismamizda test edilen 55 izolatin 41’1 (%74.6) primer antitiiberkiiloz
ilaglara duyarli, 14’1 en az birine direngli (%25.4) bulunmustur. Her bir ilacin toplam
direng oranlari; INH i¢in %18, RIF i¢in %7.3, SM i¢in %10.9, ETB i¢in %7.4 olarak
tespit edilmigtir. Calismamizda en yiiksek ilag direnci INH igin belirlenmistir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda genel olarak INH ve SM direncglerinin yiiksek
oldugu gozlenmektedir. Bu durumun INH ve SM’nin tedavi ve profilakside en fazla
kullanilan ilaglar olmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Direngte goriilen artig
her yeni TB vakasinin primer antitiiberkiiloz ilaglara direngli olma olasiliginin arttigi
anlamma gelmektedir. Tedavi planlanirken bunun dikkate alinmasi gerekmektedir.
Bu c¢alismadaki INH direng orami ge¢misde bildirilmis oranlara benzer olmakla
birlikte Verem Savas1 2010 verilerine (%13.3) gore Tiirkiye ortalamalarinin iistiinde
cikmigtir. Diger ilaglarin direng oranlart ise Tiirkiye ortalamalarina yakin

bulunmustur.

Bu calismada 13 (%23.6) olguda primer direng, sadece SM direngli bir
(%1.8) olguda ise sekonder direng tespit edilmistir. Primer ila¢ direnci INH i¢in %18,
RIF i¢in %7.3, ETB i¢in %7.4, SM igin %9.1, sekonder ila¢ direnci sadece SM’de
%1.8 tespit edilmistir. Ilag kullanan hastalarda direncin daha yiiksek oldugu
bilinmektedir. Bu calismada sekonder ila¢ direncinin diisiik olmasi tedavi alan
hastalarin sayismin az olmasi ile agiklanabilir. CID-TB oram calismalarla uyumlu

olarak %5.6 olarak belirlenmistir.

TB basilinin saptanmasinin ve kiiltiirde tiretilmesinin ardindan mikrobiyoloji
laboratuvarmin en énemli gorevi oncelikle tedavide ilk segenek olan primer ilaglara
kars1 duyarlilik testi yapilmasidir. Her ne kadar gelistirilen fenotipik yontemler M.
tuberculosis kompleks suslarinin tireme ve ilag duyarlilik testleri zamanini oldukga
azaltmis olsa da hala ila¢ direncinin belirlenmesi i¢in gerekli siirenin kisaltilmasina
ihtiyag vardir. DSO, o6zellikle ilag direnci olma ihtimali yiiksek olan olgularda,

molekiiler hizli ilag duyarlilik testlerini 6nermektedir. Bu sebeple son yillarda
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mikobakterilerin tiir tanimlanmasi ve ilag duyarliliklariin hizli tespiti i¢in bir¢ok
molekiiler yontem gelistirilmistir. Molekiiler teknikler bir is giini ig¢inde M.

tuberculosis kompleks suslarinin tanisini ve ilag direncinin tahmin edilmesini

saglamaktadir (6,34,49).

M. tuberculosis’in ila¢ direncinin molekiiler temeli yeni hizli tanisal testlerin
ortaya cikarilmasini olanakli hale getirmistir. Kullanim kolaylig1 nedeniyle en ¢ok
tercih edilen molekiiler yontemlerden birisi kati1 faz hibridizasyon yontemidir. Bu
yontem ile bir ylizeye baglanmis mutasyonlara 6zgili problar kullanilarak, amplifiye
edilen bakteri kromozomundaki ilag direncine yol acan degisimler
saptanabilmektedir. Inno- LiPA RIF TB ve GenoType MTBDR/MTBDRplus DNA
strip testleri ticari olarak temin edilen hizli testler olup, multipleks PCR (wild tip ve
spesifik mutasyona ugramis suslari ayirimini yapan) ve ters hibridizasyon esasina
dayanmaktadir (6). Inno- LIPA RIF TB testi son yillarda siklikla kullanilmaktadir.
Ancak bu test ile sadece rpoB gen bolgesindeki mutasyonlarin varligi
degerlendirilebilmektedir. Birinci kusak GenoType MTBDR testi rpoB ve katG gen
bolgelerindeki nokta mutasyonlarinin varligini tespit edebilmektedir. Bu test rpoB
geninin 81 bp’lik “hot spot” bolgesindeki en sik ortaya g¢ikarilan kodon 516, 526,
531°deki dort farkli mutasyonu ve katG gen bolgesi kodon 315°deki iki farkl
mutasyonu tespit edebilmektedir. Bu sebeple Genotype MTBDR testi RIF ve INH’e
kars1 direnci ayni anda tespit edebilme avantajina sahiptir. Genotype MTBDR
yonteminin bir iist versiyonu olan Genotype MTBDRplus yontemiyle, RIF direncini
belirleyen rpoB bantlarinin sayisi artirilarak testin RIF direncini belirleme duyarlilig
arttirlldigr gibi, INH direncini belirlemek igin inhA gen bolgesini iceren bant
paternleri de DNA striplerine yerlestirilmistir. Bu sayede ikinci kusak GenoType
MTBDRplus teknigi ile diisiik ve orta diizey INH direncine neden olan inhA gen
bolgesindeki mutasyonlarida saptanabilmektedir (6,24,57).

DNA strip testlerinden en yenisi REBA MTB-MDR ticari kitidir. Diger
kitlerden farkli olarak bu testte rpoB, katG, inhA promotor bolgesine ek ahpC
intergenik bolge analizine imkan vermektedir. Bu test, rpoB geninin 81 bp’lik “hot
spot” bolgesindeki 531,533,516 {i¢ farkli mutasyonu ve katG gen bolgesindeki en sik
rastlanan kodon 315°deki bir mutasyonu, inhA promotor bolgesindeki iki mutasyonu

tespit edebilmektedir. Bu test diger srip testlerinden farkli olarak 526. kodondaki iki
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mutasyon yerine 533. kodondaki mutasyon probunu igermektedir. Ciinkii 526. kodon
oldukca polimorfizm gostermektedir ve 533 kodondaki mutasyon genellikle
fenotipik duyarhilik testleri ile kagirilan klinik olarak énemli diisiik diizey RIF direnci
ile iligkilidir (33,58)

Hillemann ve ark 103’ii CID-TB ve 40 INH ve RIF duyarli toplam 143 sus ile
yaptiklar1 ¢alismalarinda DNA sekans analizi ve Genotype MTBDR testini
kiyaslamiglar, 103 CID izolatin 102'sinde rpoB gen bélgesinde bir mutasyona
rastlamiglardir. En sik kodon 531'de direng paterni saptanmustir. 103 Ornegin
%88.4’tinde katG kodon 315'de direng gorilmiistiir. Duyarli suglarin hi¢ birinde
mutasyon paterni bulunmamistir. Genotype MTBDR'nin duyarlilik ve 6zgilliigiinii

sirastyla RIF i¢in %99, %100; INH i¢in %88, %100 olarak bulmuslardir (59).

Cavusoglu ve ark. proporsiyon metodu ile 37'si CID-TB 41 RIF direncli
bulunan izolatlar {izerinde Genotype MTBDR testini sekans analizi ile
karsilastirmislardir. RIF direngli izolatlarin, %53.7’sinde bu yontemle mutasyon
problariyla hibridizasyon gozlenmistir. 41 RIF direncli izolatin 17'sinde (%41.5) en
az WT rpoB problarindan birinde negatif sinyal gozlenmistir. En sik rastlanan
mutasyon kodon 531'de (%56.1) goriilmiistiir. 1ki RIF direngli izolat Genotype
MTBDR ile RIF duyarli olarak tespit edilmistir. 41 izolatin 39 tanesinde RIF
direncini tespit eden Genotype MTBDR yonteminin, RIF direncini belirleme orani
%95.1 olarak bulunmustur. 37 INH direngli izolatin 27'sinde (%73) kodon 315'de
mutasyon tespit edilmistir. Bu izolatlardan sadece 31 tanesi yiiksek diizey INH
direng paterni tasidigindan dolay1, Genotype MTBDR y&nteminin yliksek diizey INH
direncini belirleme orani1 %87.1 (27/31) olarak tespit edilmistir (60)

Miotto ve ark. 2002-2005 yillar1 arasinda Italya'da yaptign calismada,
proporsiyon metodu ile 139 CID-TB, 37 bir veya cok ilaca direngli ve 30 duyarh
izolatta Genotype MTBDR yontemini test etmistir. Bu yontemin duyarliligi, RIF,
INH direnci ve CID-TB suslar icin sirastyla %91.5, %67.1, %69.8 olarak,
Ozgiilligilinii ise yine ayni sirayla, %99.3, %100, %99.3 olarak hesaplanmistir (6) .

Aslan ve ark., MGIT 460 sistemi ile RIF direnci saptanan 1, INH direnci
saptanan 15 ve CID-TB saptanan 10 M. tuberculosis susunda Genotype MTBDR
yontemini test etmislerdir. RIF'e direncli izolatlatlarin %36.3 rpoB bolgesinde 531.
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ve %9.1 516. kodonda mutasyon bulundugu gozlenmistir. %36.4 WT hibridizasyon
probunda hibridizasyon gozlenmemesi ile ortaya ¢ikarilan mutasyonlar da mevcuttur.
Izolatlarn %81.8'ini Genotype MTBDR yontemiyle RIF'e direngli olarak tespit
etmiglerdir. INH direncgli izolatlarin %64’ dogru olarak tespit edilmistir. Bu
izolatlarin %56’sinda katG T1 mutasyon probunda, S315T1 mutasyon tipini tagidigi
saptanmistir. Genotype MTBDR testi ile fenotipik duyarlilik testi arasindaki uyum
orani RIF i¢in %81, INH i¢in % 64 olarak belirlenmistir (61).

Gliney’in 2011 yilinda Bactec 460 yontemiyle testini karsilagtirdigi
calismada, Genotype MTBDR ’nin RIF direngli ve CID suslar igin duyarliligi %100,
ozgilligl %100 olarak tespit edilmistir. INH direnci belirlemek i¢in ise duyarlilig
%78.6 ve Ozgiilligii %100 olarak saptanmustir (62).

Genotype MTBDR yonteminin RIF direncini belirlemede biyiik bir
duyarliliga sahip oldugu ancak INH direncini belirlemede bazi dezavantajlar1 oldugu
ve INH direncine neden olan farkli gen bolgelerini de (diisiik diizey direngten
sorumlu) icerecek sekilde bir yapilanmanin, testin duyarliligini ve giivenilirligini
daha da arttiracagi diistiniilmektedir. Nitekim Hillemann ve ark. yaptigi ¢alismada,
75 CID, 50 duyarl toplam 125 susta Genotype MTBDR ve Genotype MTBDRplus
testleriyle direng arastirmiglardir. Duyarli 50 susta her iki test tarafindan WT problari
gdsterilmis ve mutasyon saptanmamustir. 75 CID susun 65 (%86.7)’inde her iki testin
sonuclart DNA sekans analizi ve fenotipik DST ile ayni1 tespit edilmistir. 74 (%98.7)
ornekte her iki test RIF direnci tespit etmis fakat 1 tane RIF direnci saptanamamustir,
bu drnekteki mutasyonun rpoB “hot spot” bdlge disinda oldugu bildirilmistir. Her iki
test 65 Ornekte INH direncini dogru yakalamistir. MTBDR testi 3 (%4) susu INH’e
duyarl tespit etmistir. Oysa ki MTBDRplus testi bu suslarda inhA’daki mutasyona
bagli olarak INH’e direngli tespit etmistir. MTBDR testi 7 (%9.3) susta INH
direncini tespit etmekte yanilmistir. Bunlardan 2 tanesinde ahpC gen mutasyonu
gosterilmigtir.  Altin  standart olarak bilinen konvansiyonel testlere gore
degerlendirildiginde, MTBDR testinin duyarliligi RIF i¢in %97.8, INH igin ise
%388’dir. MTBDRplus duyarliligi INH i¢in %92’dir. Her iki testin 6zgilligi INH
icin %100 diir. Bu calismada eklenen problarin INH direncini saptama oranini %3

arttirdigini belirlemislerdir (63).
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Lacoma ve ark. 62 klinik 6rnegin degerlendirilmesinde Bactec 460 sistemiyle
Genotype MTBDRplus yontemini karsilastirmistir. INH ve RIF duyarliligini sirasiyla
%73 ve %91.7 olarak belirlemistir. INH’deki yanlis negatifligin ¢esitli izolatlarda
direncin katG bolgesi disindaki bir bolgeden kaynaklanabilecegi bildirilmistir.
Genotype MTBDRplus yonteminde yeni bantlarin eklenmesiyle testin RIF direncini
belirlemede duyarliliginin %8.4, INH direncini belirlemede de %31.4 oraninda artis

gosterdigi belirtilmektedir (64).

Cho ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 198’i CID-TB, 17’si RIF direncli ve
200 duyarli toplam 492 M. tuberculosis izolatinda fenotipik yontem ile REBA MTB-
Rifa testi karsilastirilmistir. RIF direngli 215 izolatin 211’1 bu test ile direncli
saptanmigtir. Direng belirlenemeyen 4 susun 3 tanesinde DNA dizi analizi ile
mutasyonlarin rpoB “hot spot” bolgesi disinda oldugu bildirilmistir. Bu testin
duyarlilig1 %98.1, 6zgiilliigii %100 olarak bulunmustur. En sik 531. kodonda ve 516
-531. kodonlarin birlikte goriildiigli mutasyon paternleri tespit etmislerdir. Bu
mutasyon oranlarinin Avrupa, Afrika ve Amerika verilerinden biraz yiiksek
oldugunu ve goriilen mutasyon farkliliklarinin wk farkliligina, iilkeler arasinda
degisik tedavi protokollerine ve hastalarin tedaviye uyumuna bagl olabilecegini ileri

stirmiislerdir (58).

Bizim c¢alismamizda kullanilmis olan REBA MTB-MDR yontemi ile
yapilmig literatiirde ulasabildigimiz tek c¢alisma olan Bang H ve ark.’nin
calismasinda 134 CID, 40 sadece INH direngli, 2 sadece RIF direngli, 64 duyarli
toplam 240 sus test edimistir. RIF direngli 136 izolatin, 132 (%97) tanesinde bu
yontemle direng tespit etmislerdir. En sik rastlanan mutasyon kodon 531'de
goriilmiistiir. 104 RIF duyarli izolatin tamami da bu testle duyarli bulunmustur. 174
INH direncli izolatin 141'inde (%81) bu yontemle direng tespit edilirken
cogunlugunda katG geninde kodon 315'de mutasyon tespit etmislerdir. 10 (%5.8)
izolatta sadece oxyR-ahpC intergenik bolgede mutasyon saptanmistir. 66 INH duyarli
susu bu yontemle de duyarli bulmuslardir.134 CID susun 107’sinde direng, 64 RIF
ve INH duyarl izolatta herhangi bir diren¢ saptamamislardir. REBA MTB-MDR
testi fenotipik ilag duyarlilik testi ile karsilagtirildiginda duyarliligt %79.8, 6zgiilligii
ise %100 olarak hesaplanmustir. Testin INH direncini saptamay1 %5.7 ve CID-TB
saptamasini %6.8 arttirdig1 belirtilmistir. Artig nedeninin teste oxyR-ahpC intergenik
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bolge probunun eklenmesi oldugunu ileri siirmiislerdir. Bu testin CID-TB tanisini
daha hizli koymasi igin prospektif klinik caligmalarin devam etmekte oldugu

bildirilmistir (33).

Calismamiza 1 RIF direngli, 7 INH direncli, 3 CID ve 44 tane bu iki ilaca
duyarli toplam 55 sus dahil edilmistir. 6 sus pozitif hibridizasyon bandi olmasina
ragmen, bazi problarin renklerinde belirsiz solmalar nedeniyle PCR asamasinda
sorun oldugu diisiiniiliip degerlendirme yapilmamigstir. RIF direngli 4 izolatin sadece
birinde rpoB bolgesinde WT3’de negatif hibridizasyon sinyali alinmigtir, mutasyon
tespit edilmemistir. INH direngli 9 izolatin birisinde katG mutasyonu birinde de inhA
WT1 probunda negatif hibridizasyon sinyali alinmistir. INH duyarli bir susta inhA
WT1 probunda negatif hibridizasyon sinyali alinmigtir. RIF direncini saptamada
MGIT ile REBA MTB-MDR Kkarsilastirildiginda duyarlilik %25 (CI 4.12-79.6),
ozgiillik %100, PPD %100, NPD %93.7 olarak belirlendi. INH direncini saptamada
ise duyarlilik %22.2 (CI 3.47-59.9), 6zgiilliik %97.5, PPD %66.6, NPD %384.7 olarak

belirlendi.

Bizim ¢aligmamizdaki duyarlilik oranlari literatiirdekilerden oldukga diisiik
bulunmustur. Bunun nedeni bu testlerde sadece yaygin mutasyonlarin hedeflenmesi
ve caligilan izolat sayisinin az olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu ¢alisma, Isparta
yoresinde yapilan TB ila¢ direncini saptamaya yonelik ilk molekiiler calisma
olmasindan dolay1 bolgemizde ila¢ direncine neden olan mutasyon paternleri
bilinmemektedir. Bu testle saptanan gen mutasyonlar1 disinda veya baska
mekanizmalar dirence neden olabilir. Tirkiye’de ila¢g direncine neden olan
mutasyonlarin ve mekanizmalarin belirlenmesi i¢in ¢ok merkezli daha kapsamli
caligmalara ihtiyag vardir. REBA MTB-MDR testi yeni kullanima giren bir
yontemdir. Bu yontemle yapilan c¢alisma sayist ¢ok kisithdir. Bu  testin
giivenilirligini degerlendirecek daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Calismamizda
fenotipik ila¢ duyarlilik yontemi olarak BACTEC MGIT 960 sistemi kullanilmustir.
MGIT 960 sistemi dahil tiim ila¢ duyarlilik testlerinde yontemin validasyonu ve
verifikasyonu i¢in siirekli i¢ ve dis kalite kontrol programlar1 ile denetlenmesi

gerekmektedir.
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Calismamizda teknik ve maddi olanaksizliklar nedeniyle DNA dizi analizi ve
ilag duyarhilik testlerinde altin standart kabiil edilen konvansiyonel yontemlerle
direng tespiti yapilamamustir. Sonuglarin daha dogru bir sekilde yorumlanabilmesi
icin bu yontemlerle birlikte yapilan ve izolat sayisinin yiliksek oldugu calismalara

ithtiyag¢ vardir.

Sonug olarak hicbir laboratuvar testi %100 giivenilir degildir. TB tanisinda
mevcut durum goz oniine alindiginda, mikroskopik inceleme, fenotipik yontemler ve
molekiiler yontemler gibi birden fazla testin kombinasyonu, giivenilir ve dogru
sonuglarin almmasi icin gereklidir. Ayrica CID-TB’nin yaygm oldugu bélgelerde
hizli molekiiler duyarlilik testlerinin kullanimi erken tedavi ve bulasin 6énlenmesinde
faydali olacaktir. Ancak, hi¢bir molekiiler yontemin klasik kiiltiir bazli ilag duyarlilik

testlerinin yerini tamamen alamayacagi unutulmamalidir.
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OZET

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde Klinik Orneklerden
izole Edilen Mycobacterium tuberculosis Kompleksinde Izoniazid ve Rifampisin
Direncinin Yeni Bir Reverse Blot Hibridizasyon Yontemi (REBA MTB-MDR)
ile Hizhh Tamisimin Arastirilmasi

Direngli Mycobacterium tuberculosis kompleksi Klinik izolatlarinin hizli
tespiti, erken ve uygun tedavinin planlanmasinda en 6nemli basamaktir. REBA
MTB-MDR (YD Diagnostics, Korea), klinik izolatlarda rpoB, katG, inhA, ahpC gen
mutasyonlarimin hizli tespiti i¢in tasarlanan ve ticari olarak temin edilen reverse blot
hibridizasyon esasli bir DNA strip testidir.

Bu ¢alismada, fenotipik ila¢ duyarlilik testi olan BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson) ile INH direnci saptanan 7, RIF direnci saptanan 1, INH + RIF
direnci (CID) saptanan 3, bu iki ilaca duyarli 44 olmak iizere toplam 55 M.
tuberculosis kompleksi klinik izolatinin INH ve RIF direnci ile iligkili mutasyon
tiplerinin REBA MTB-MDR testi ile belirlenmesi ve testin tanisal performansinin
BACTEC MGIT 960 ile karsilastirilmas1 amaglanmustir.

Calisilan 55 izolatin fenotipik yontemle 41°1 (%74.6) primer antitiiberkiiloz
ilaca duyarli, 14°i4 direngli (%25.4) bulunmustur. Her bir ilacin toplam direng
oranlart; INH i¢in %18, RIF i¢in %7.3, SM i¢in %10.9, ETB i¢in %7.4 ve CID orani
%5.6 olarak tespit edilmistir.

REBA MTB-MDR MGIT 960 ile karsilastirilarak degerlendirildiginde RIF
direncini saptamada duyarlilik %25 (CI 4.12-79.6), 6zgiilliikk %100, PPD %100, NPD
% 93.7 olarak, INH direncini saptamada ise duyarlilik %22.2 (CI 3.47-59.9),
ozgiilliik %97.5, PPD %66.6, NPD %84.7 olarak belirlendi.

Literatiirle birlikte degerlendirildiginde DNA strip testinin, direngli M.
tuberculosis kompleksi klinik izolatlarinda en yaygin goriilen mutasyonlarin hizli
tespitinde faydali olabilecegi ve uygun tedaviye baslamada hiz kazandiracagi
kanisina varilmistir. Ancak bu testin sik goriilmeyen mutasyonlar1 belirlemedeki
kisithligindan ve ilag direncine neden olan baska mekanizmalardan dolay1 rutin
Klinik laboratuvarlarda konvansiyonel duyarlilik testleri ile beraber kullanilmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, ilag direnci, REBA
MTB-MDR, rpoB, katG, inhA, ahpC
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SUMMARY

Investigation of rapid diagnosis of Isoniazid and Rifampicin resistance in
Mycobacterium tuberculosis isolated from Clinical Specimens in Suleyman
Demirel University using a new Reverse blot hybridization assay, REBA MTB-
MDR

Rapid diagnosis of drug resistant Mycobacterium tuberculosis complex is the
most important step in planning of early and appropriate treatment. REBA MTB-
MDR (YD Diagnostics, Korea) is a commercially available DNA strip test designed
for the rapid detection of rpoB, katG, inhA, ahpC gene mutations in clinical isolates
based on reverse blot hybridization.

The aim of this study was to determine INH and RIF resistance-associated
mutation types of 55 M. tuberculosis complex clinical isolates using REBA MTB-
MDR test and to compare diagnostic performance of REBA MTB-MDR test with
BACTEC MGIT 960. Of the study isolates, 7 were resistant only to INH, one was
resistant only to RIF, 3 were resistant to both INH + RIF (MDR), while 44 were
sensitive to both drugs as determined by BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson)
phenotypic drug susceptibility test.

Of tested 55 isolates 41 (74.6%) were determined as primary antituberculosis
drug-susceptible and 14 were resistant (25.4%) by phenotypic method. The total
resistance of each drug ratio was determined as 18% for INH, 7.3% for RIF, 10.9%
for SM, 7.4% for ETB and MDR rate was 5.6%. When REBA MTB-MDR was
evaluated in comparison with MGIT 960, sensitivity of this method was %25 (Cl
4.12-79.6) , specificity was %100, PPV was %100, NPV was % 93.7 for the
detection of RIF resistance. For the detection of INH resistance, its sensitivity was
22.2% (CI 3.47 to 59.9), specificity was 97.5%, PPV was 66.6% and NPV was
84.7%.

When considered together with the literature, it is concluded that DNA strip
test may be useful in the rapid detection of the most common mutations for
resistance in clinical isolates of M. tuberculosis complex and may speed up the start
of appropriate treatment. However, the test needs to be used with conventional
susceptibility testing in routine clinical laboratories due to limitations in detecting
uncommon mutations and other mechanisms leading to drug resistance.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis complex, drug resistance, REBA
MTB-MDR, rpoB, katG, inhA, ahpC
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