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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Dünya nüfusunun yaklaĢık 1/3‟ünün tüberküloz (TB) etkeni olan 

Mycobacterium tuberculosis basili ile enfekte olduğu ve her yıl yaklaĢık 9 milyon 

kiĢinin yeni TB hastası olduğu tahmin edilmektedir (1). Verem SavaĢı 2012 

verilerine göre; ülkemizde 2010 yılında insidans yüzbin nufüsta 20.6‟dır. Son 

yıllarda giderek artan küresel çabalara rağmen yeni TB olgularının sayısı hızla 

artmaktadır (2). Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)‟nün 2015 yılındaki hedefi, olası tüm 

yayma pozitif vakaların en az %70‟ine tanı konulması ve en az %85‟inin tedavi 

edilmesidir. 2050 yılındaki hedefi ise TB‟u dünyadan elimine ederek bu halk sağlığı 

sorununu ortadan kaldırmaktır (1). 

1940‟lı yılların sonunda ilk antitüberküloz ilaç streptomisinin (SM) 

kullanılmaya baĢlanmasıyla birlikte ilaç direnci de görülmeye baĢlanmıĢtır (3). 

Ġzoniazid (INH) ve rifampin (RIF) en az yan etkiye sahip en etkili antitüberküloz 

ilaçlardandır. INH ve RIF‟e birlikte direncin olması çok ilaca dirençli tüberküloz 

(ÇĠD-TB) olarak tanımlanır. ÇĠD-TB infeksiyonların sayısı 1990‟lardan bu yana 

giderek artıĢ göstermektedir. ÇĠD-TB tedavisi zor, komplike, pahalı bir uygulamadır. 

Bu nedenle tedavinin doğru yönlendirilmesi ve yönetimi dirençli suĢlarla bulaĢma 

zincirinin kırılması ve direnç yayılımının önlenmesi açısından kritik öneme sahiptir. 

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

M. tuberculosis basilinin saptanmasının ve kültürde üretilmesinin ardından 

mikrobiyoloji laboratuvarınının en önemli görevi öncelikle tedavide ilk seçenek olan 

primer ilaçlara karĢı duyarlılık testi yapılmasıdır. Önerilen, her hastaya ait ilk izolat 

için duyarlılık testinin yapılması, iki aylık tedaviye rağmen kültürü pozitif olan 

hastalarda tekrarlanmasıdır (5). Ancak, fenotipik yöntemlerle yapılan ilaç duyarlılık 

testleri zahmetli ve oldukça zaman alıcıdır. Rutin laboratuvarlarda en sık kullanılan 

fenotipik yöntem sıvı bazlı ilaç duyarlılık sistemlerinden birisi olan BACTEC MGIT 

960 sistemidir. DSÖ, özellikle ilaç direnci olma ihtimali yüksek olan olgularda 

moleküler hızlı ilaç duyarlılık testlerini önermektedir. Bu sebeple son yıllarda 

mikobakterilerin tür tanımlaması ve ilaç duyarlılıklarının hızlı tespiti için birçok 

moleküler yöntem geliĢtirilmiĢtir (6). 
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Bu çalıĢmada, laboratuarımızda BACTEC MGIT 960 sistemi ile ilaç 

duyarlılık testi yapılan izolatların hızlı moleküler tanı yöntemlerinden olan Reverse 

Blot Hybridization Assay Mycobacterium tuberculosis Drug Resistance (REBA 

MTB-MDR) testi ile değerlendirilerek, iki yöntemin karĢılaĢtırılması amaçlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Tarihçe  

Tarih öncesi çağlardan beri bilinen ve insanlık tarihi kadar eski bir geçmiĢe 

sahip olan halk arasında verem diye bilinen TB, farklı bölgelerde değiĢik tarihlerde 

epidemilere neden olmuĢtur. Bu salgınlardan sonra hastalığın görülme oranın da ani 

olarak düĢüĢler kaydedilmiĢtir. Bu tür dalgalanmaların oluĢmasında, bağıĢıklık 

sisteminin, sosyo-ekonomik olayların ve hastalığın doğal seyrinin etkisi olmuĢtur (7). 

“Ölümün Kaptanı” lakabı verilen TB‟un patogenezinin anlaĢılması, 

Theophile Laennec‟ın 19. yüzyıl baĢındaki çalıĢmalarıyla baĢlamıĢtır. 1865 yılında 

da Jean-Antoine Villemin‟ın TB‟un bulaĢıcılığının ispatıyla ilerletilmiĢtir. 1882 

yılında Robert Koch TB‟dan ölen bir hastanın akciğerindeki basili göstermiĢ, TB‟un 

M. tuberculosis ile oluĢan bir infeksiyon hastalığı olduğunu kanıtlayarak yeni bir 

dönem baĢlatmıĢtır. 20. yüzyılın baĢlarında ilk sanatoryumun açılmasıyla TB 

tedavisinde farklı bir yaklaĢım baĢlamıĢtır. Fransız bilim adamları, Albert Calmette 

ve Camile Guerin gliserin-safra-patates karıĢımında üreyen TB basilinin virulansını 

kaybettiğini bulmuĢlardır ve çalıĢmalar sonucunda bu suĢu aĢı yapımında kullanarak 

ilk TB aĢısını, Bacillus Calmette-Guerin (BCG)‟i geliĢtirmiĢlerdir. 1921 yılında 

Fransa‟da ilk kez BCG aĢısı insanlarda kullanılmaya baĢlanmıĢtır. 1930‟da Pasteur 

Enstitüsü‟nden getirilen BCG aĢıĢı Refik Saydam Merkez Hıfzısıhha Enstitüsü‟nde 

üretilerek ülkemizde kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Florence Seibert ve Glenn 1930‟lu 

yıllarda old tüberkülini saflaĢtırmıĢ ve TB infeksiyonunu saptanmak için 

kullanmıĢlardır(7).  

1944‟de SM, 1952‟de INH, 1949‟da para-amino salisilik asit‟in (PAS) 

bulunması ile TB‟da yeni bir dönem baĢlamıĢtır. Kemoterapideki son devrim 

1966‟da RIF‟in kullanıma girmesi olmuĢtur. Bu keĢif Ģu anda da uygulanmakta olan 

kısa süreli tedavinin yolunu açmıĢtır. Kombine tedavinin uygulanmasıyla TB tedavi 

edilebilir bir hastalık haline gelmiĢtir. Antibiyotik tedavisinin baĢlamasından sonra 

TB özellikle geliĢmiĢ ülkelerde olmak üzere sürekli bir düĢme eğilimi göstermiĢtir. 

Ancak bu eğilim 1985 yılından itibaren değiĢmiĢ, TB ve ilaca dirençli olgularının 

sayısı artmaya baĢlamıĢtır. Özellikle halk sağlığı ile ilgili çalıĢmalardaki 
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yetersizlikler, KazanılmıĢ Ġmmun Yetmezlik Sendrom (AIDS)‟lu olguların 

sayısındaki artıĢ ve bozulan sosyoekonomik durum bu artıĢın baĢlıca nedenleri olarak 

öne sürülmüĢtür (8,9). 

2.2. Mikobakterilerinin Genel Özellikleri 

Mycobacterium; Actinomycetales takımının Mycobacteriaceae ailesinde 

bulunan tek cins olup, diğer mikolik asit içeren cinsler ile iliĢkisi vardır. Mikobakteri 

türlerinin yüksek G (guanin) + C (sitozin) içerikleri (M.leprae hariç), diğer mikolik 

asit içeren Gordonia, Tsukamurella, Nocardia, Rhodococcus ve Corynebacterium 

türleri gibidir.  

Mycobacterium cinsi içinde bugün 130‟dan fazla tür tanımlanmıĢtır. Konak 

tropizmlerinde, fenotipik özelliklerinde ve patojenitelerinde büyük farklılıklar 

olmasına karĢın bakteriyolojik özellikleri ve DNA benzerlikleri nedeniyle 

birbirleriyle yakın iliĢkili türler "kompleks” baĢlığı altında toplanmaktadırlar. M. 

tuberculosis kompleks; M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. 

caprae, M. microti, M. canetti ve M. pinnipedii türlerinden oluĢmaktadır. 

Kompleksin diğer üyeleri insanlarda seyrek olarak hastalığa yol açtığından M. 

tuberculosis cinsin en önemli üyesidir ve günümüzde insanlarda görülen 

tüberkülozun esas etkenidir (10).  

1959‟da Ernest Runyon, M. tuberculosis kompleks dıĢında, klinik 

örneklerden izole edilen diğer mikobakteriler için bir gruplama yapmıĢtır. Bu 

sınıflamada her grup değiĢik türleri içermektedir. 

Grup I: Sadece ıĢıkta sarı-portakal rengi pigment oluĢturan fotokromojenik 

mikobakteriler (M. kansasii, M. marinum, M.asiaticum, M. intermedium, 

M.novocastrense), 

Grup II: Karanlıkta portakal rengi veya kırmızı pigment oluĢturan 

skotokromojenik mikobakteriler (M.scrofoleceum, M.szulgai, M.gordonae, M. 

innterjektum, M.herkeshornanse, M.tusciae, M. kubicae, M. gordonae, M. cookie, M. 

hiberniae), 
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Grup III: Nonfotokromojenik, yavaĢ üreyen, 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 üremeleri için bir haftadan daha az bir süreye 

gereksinim duyan hızlı üreyen mikobakterileri (M.fortuitum-chelonae kompleks, 

M.chelonae) içermektedir. Runyon gruplandırmasında; pigmentasyon, koloni 

morfolojisi ve üreme hızı temel alınmıĢtır (10,11). 

Runyon gruplandırmasındaki mikobakteriler “atipik mikobakteriler” olarak 

adlandırılmıĢsa da son yıllarda bu türlerin atipik olmadıkları kabul edilmiĢ ve bu 

grup için “Mycobacteria Other Than Tuberculosis” veya “non-tuberculosis 

mycobacteria" terimleri kullanılmıĢtır. Ancak bu terimlerin de mikobakteri türlerini 

tanımlamada yetersiz kaldığı görülmüĢtür. Klinik açıdan önemli çeĢitli mikobakteri 

türlerinin oluĢturduğu infeksiyonların tedavileri farklı olduğu için tüm 

mikobakterilerin tür adları ile belirtilmeleri gerekmektedir (11). 

Mikobakteriler 0.2-0.6 μm eninde, 1-10 μm boyunda, düz veya hafif kıvrık 

basillerdir. Klinik örnekten hazırlanan preparatlarda tek tek, kısa zincirler yapacak 

sekilde uç uca veya dallanma göstererek durabilirler. Ġçerdikleri polimetafosfat 

granüllerine bağlı olarak basil, kendisinden daha koyu boyanmıĢ boncuklu veya ince 

bantlar içeren Ģekillerde de görülebilir ve spor, kapsül, flagel veya miçelleri 

bulunmaz (9,10). 

Mikobakteriler aerop veya mikroaerofildirler. %5-10 CO2‟li ortamda 

üremeleri hızlandırılabilir. Tipik suĢların replikasyon zamanı 15-20 saattir. M. 

tuberculosis‟in optimal üreme ısısı 37°C‟dir (9,10,12).  

Mikobakteriler karmaĢık bir yapı gösterirler. Bir plazma zarı ile sınırlanan 

sitoplazma ve bunları çevreleyen lipitden zengin bir hücre duvarına sahiptir. 

Mikobakterilerin hücre duvarı tabakalardan oluĢmuĢtur. Plazma zarının üzerinde 

bulunan en iç tabaka peptidoglikandandır. Bu tabaka kısa peptid zincirleri, çapraz 

bağlarla sıkıca bağlanan uzun polisakkarit zincirleri içerir ve hücrenin sert yapısını 

sağlar. Peptidoglikan tabakasına fosfodiester köprüleriyle bağlanan ikinci tabaka 

arabinogalaktan tabakası olup hücre duvarı kitlesinin %35'ini oluĢturur. 

Arabinogalaktanların yan zincirindeki arabinaz birimlerine mikolik asit diye 
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adlandırılan, uzun zincirli bir grup yağ asiti kovalent olarak bağlanırlar. Bu asitler 

hücre duvarı kalınlığından ve büyük oranda da hücrenin aside dirençli olmasından 

sorumludur. Mikolik asitler, trehalose gibi Ģekerlere bağlandığında kord faktörü 

oluĢtururlar. Virülansla ilgili olduğu düĢünülen bu faktör hücrelerin birbirine 

dolanmıĢ demetler oluĢturarak paralel zincirler halinde üremelerine yol açar (9). 

2.3. Ġmmünopatogenez  

Tüberkülozun en önemli bulaĢ yolu inhalasyondur. Aynı ortam havasını 

paylaĢan TB‟lu bir hastadan, temas halinde olan bir insana M. tuberculosis„nin hava 

yolu ile bulaĢma olasılığı; maruziyet süresine ve bakteri yoğunluğuna, konak 

savunması ile bakteriyel virulans arasındaki dengeye bağlıdır (13). Basilin giriĢinden 

sonraki inflamatuvar yanıt 4 ayrı evrede özetlenebilir. 1. evre de TB basili alveolar 

makrofajlar tarafından fagosite edilir; genel olarak yok edilir ya da yok edilemezse, 

basil çoğalır ve makrofajı enfekte eder. 2. evre de nötrofiller ve monositler olay 

yerine gelir fakat basil tamamen öldürülemez. Basil alveolar makrofajların içerisinde 

logaritmik olarak çoğalır. Bu aĢamada hafif doku hasarı meydana gelir. 3. evre de 

antijene özgü T hücreleri olay yerine gelir, monositleri aktive eder ve epiteloid ve 

langans tipi dev hücrelere farklılaĢtırır. Basilin vücuda yayılımı önlenir. Evre 4 

granülom evresidir. Bu evre de immun yanıtın baĢarısız olmasına bağlı dormant 

basiller aktivasyon gösterir ve kazeifikasyon nekrozu ile karakterizedir (13–16). 

Solunum yoluyla alınan basil; dendritik hücreler, alveolar makrofajlar, 

nötrofiller ve epitelyal hücrelerin yüzeylerinde bulunan reseptörlere tutunmaktadır. 

M. tuberculosis, mannoz reseptör, kompleman reseptörler, toll-like reseptörler, 

sürfaktan protein reseptörler, scavenger (çöpcü) reseptörler ile etkileĢime girerek 

konak hücrelerine tutunabilirler. Bu reseptörler M. tuberculosis’nin komponentleri 

olan, lipoprotein, DNA, lipoarabinomannan ve fosfatidilinozitol mannozidi tanırlar 

(13). Basil reseptöre tutunduktan sonra çeĢitli sinyal yolları tetiklenirken fagozom 

içerisine alınır. Basilin trehaloz 2- sülfat ile fagozom-lizozom birleĢmesini önlediği 

ve çok miktarda amonyak salgılayarak hücre içinde canlı kalmasını kolaylaĢtırdığı 

yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Tüberkülozun konak immünitesinden 

korunmasında birçok mekanizma rol oynar. Salgıladığı süperoksit dismutaz, katalaz 

enzimleri ve lipoarabinomannan komponenti ile reaktif oksijen derivelerini elimine 



7 

 

 

eder (13–16). Reaktif oksijen deriveleri ve nitrojen radikalleri tüberküloz basiline 

karĢı savaĢan defans mekanizmalarının en önemlilerindendir. IFN-γ, TNF-α ve 1,25 

dihidroksi kolekalsiferol (vitamin D3), varlığında yapımı artan indüklenebilir 

nitrikoksit sentaz-2 (iNOS-2) enzimi; reaktif nitrojen radikallerinin oluĢumunu 

sağlamaktadır. Naturel resistance associated macrophage protein (Nramp) nitritin 

hücre içerisinde taĢınmasından sorumlu bir proteindir. Üretimindeki defektler 

mikobakteriye karĢı duyarlılığı arttırdığı gösterilmiĢtir. 

 Ġnflamatuar yanıt ve yapımı tetiklenen pek çok kemokin ve sitokinin varlığı 

nötrofillerin, doğal öldürücü (NK) hücrelerinin, γ/δ T lenfositlerinin ve α/β T 

lenfositlerinin inflamasyonun olduğu dokulara göçünü sağlamaktadır. Nötrofiller 

ürettikleri defensiler gibi moleküllerin yardımıyla makrofajlardan bağımsız olarak 

mikobakterileri öldürerek ve infeksiyonun erken fazında TB‟dan korumada görev 

aldığı gösterilmiĢtir (17–19). M. tuberculosis„nin sınırlandırılmasında, fagositik 

konak hücre aktivasyonu ve hücresel immun mekanizmalar çok önemli role sahiptir. 

Bu mekanizmalarda problem olması hastalığın prognozunu belirgin Ģekilde 

etkilemektedir (20). M. tuberculosis„e karĢı makrofaj savunmasında potansiyel 

mekanizma apoptozis denilen programlanmıĢ hücre ölümüdür. M. tuberculosis ile 

iliĢkili apoptoz; apoptoz inhibitörü olan bcl-2‟nin down regülasyonu aracılığı ile 

geliĢmektedir (13,14). NK aktivasyonu tüberküloz kemoterapisine güçlü bir destek 

oluĢturur, NK aktivitesindeki azalma ÇĠD-TB ile iliĢkilidir. DüĢük NK aktivitesi 

hastalık için sebep değil hastalığın bir sonucudur (16,21).  

TB hücresel immun yanıt aracılıklı korunmada klasik bir patojendir. Aktive 

olan T hücreleri infeksiyon alanına göç ederler ve antijen sunan hücreler ile 

etkileĢime girerler. Granülomlarda CD4+ ve CD8+ T hücreleri birlikte bulunur, 

infeksiyonun granülom içinde sınırlı kalmasına yardımcı olur ve reaktivasyon 

engellenmiĢ olur. CD4+ T hücreler M. tuberculosis„e karĢı korunmada major rol 

oynar.  Primer etkisi INF-γ ve diğer sitokinler ile makrofajı aktive etmek ve nitrojen 

radikallerinin oluĢumunda görev almaktır. M. tuberculosis‟e özgü CD8+ T hücreleri 

enfekte makrofaj ve dentritik hücrelerin lizisini sağlayarak hücre içi basil miktarını 

azaltılmasında rol almaktadırlar (13–15). TB intraselüler bir patojen olduğu için 

humoral immünitenin katkısı olmadığı düĢünülmüĢ fakat son yapılan çalıĢmalarda 
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TB‟a karĢı B hücreleri tarafından oluĢturulan antikor üretiminin koruyucu bir rol 

oynayabileceğini destekleyen bulgular elde edilmiĢtir (14).  

2.4. Dünyada Ġlaç Direnci 

Primer tüberküloz ilaçlarına direnç tüm dünyada hızla artmaktadır. 136 ayrı 

ülkeden toplanan verilere göre hazırlanan DSÖ‟nün yayınladığı, “Küresel 

Antitüberküloz Ġlaç Direnci 2013 Rapor”unda, ÇĠD-TB insidansının bugüne kadar 

rapor edilen en yüksek seviyeye ulaĢtığı bildirilmektedir. Genel olarak yeni tanı 

almıĢ olgularda %3.6 (2.1-5.1), önceden tedavi almıĢ olgularda % 20.2 (13.3-27.2) 

olarak verilmektedir. En yüksek ÇĠD-TB oranları Doğu Avrupa ve Orta Asya 

ülkelerinde izlenmektedir. Bu ülkelerde yeni vakaların %20‟sinde, önceden tedavi 

almıĢ vakaların %50‟sinde ÇĠD-TB görülmüĢtür. 2012 yılındaki sonuçlar 2011 

yılındaki verilerle karĢılaĢtırıldığında; 2011 yılında 66 bin olan tedavi edilen ÇĠD-TB 

vakası 2012 yılında 94 bin olduğu görülmüĢtür. 2015 yılında hedeflenen ÇĠD-TB 

olgularının %75‟inin tedavi planını 107 ülkeden 34 gerçekleĢtirmiĢ olup genel olarak 

bu vakaları %48 baĢarılı Ģekilde tedavi edilmiĢtir. ÇĠD-TB olgularını %9.6‟sı aynı 

zamanda artmıĢ ilaca dirençli tüberküloz (AĠD-TB) olgusudur. Afrika‟dan bildirim 

yapılan AĠD-TB vakalarında 2009 yılına göre 2012‟de %10 artıĢ saptanmıĢtır (1). 

2.5. Türkiye’de Ġlaç Direnci 

“Küresel TB Kontrolü 2011 Rapor”unda; 2008 yılında 200‟den fazla ÇĠD-TB 

vakası raporlayan ülkeler içinde tedavi baĢarısı sıralamasında Türkiye ikinci sırada 

yer almaktadır. Türkiye‟nin 2008 yılında ÇĠD-TB olgu sayısı 263 olup bu hastalarda 

24 ay tedavi baĢarısı oranı %68.4‟dür. Verem SavaĢı 2012 verilerine göre; ilaç 

duyarlılık testi yapılan toplam 4965 hastanın sonuçları incelendiğinde; %19.5 en az 

bir ilaca direnç saptanmıĢtır. En yüksek oranlarda direncin %13.3 ile INH‟ye karĢı 

geliĢtiği görülmüĢtür ve ÇĠD-TB oranı %5 tespit edilmiĢtir. ÇĠD-TB oranı yeni 

olgularda %2.5 iken, önceden tedavi görmüĢ olgularda %22.8 olarak saptanmıĢtır 

(2). 

Isparta‟da Verem SavaĢı 2012 verilerine göre; 2005 yılında 49, 2006 yılında 

50, 2007 yılında 46, 2008 yılında 47, 2009 yılında 48 ve 2010 yılında 50 

tüberkülozlu vaka saptanmıĢtır. 2010 yılındaki vakaların %48‟i erkek, %52‟si 
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kadındır. %36‟sı akciğer TB‟u, %52‟si akciğer dıĢı TB, %12 vakada da birlikte 

infeksiyon görülmüĢtür. YaĢ dağılımına bakılacak olursa; 0-4 yaĢ vaka yoktur, 5-24 

yaĢ 13, 25-44 yaĢ 12, 45-64 yaĢ 16, 65 yaĢ üstü 9 vaka bildirilmiĢtir. 2010 yılında 

yeni olgu sayısı 47, nüks 3 vaka da bildirilmiĢtir (2). 

2.6. Tüberküloz Tedavisinde Kullanılan Ġlaçlar 

Günümüzde TB tedavisinde kullanılan ilaçlar, kabul edilebilir düzeydeki 

toksisite profili ile birlikte en efektif olan "birinci seçenek" ilaçlar ve genellikle daha 

az etkili, daha pahalı ve daha çok toksisitesi olan "ikinci seçenek" ilaçlar olarak 

gruplandırılır. Birinci sınıfta bulunanlar; baĢta INH olmak üzere, RIF, etambutol 

(ETB), SM ve pirazinamid (PRZ)'dir. Basiller duyarlı olduğu sürece TB tedavisi bu 

ilaçlardan oluĢan tedavi rejimleri ile yapılmalıdır. Ġkinci sınıfta etionamid, PAS, 

tiasetazon, sikloserin, siprofloksasin, ofloksasin ve aminoglikozid olan (streptomisin-

dıĢı) viomisin, kapreomisin, kanamisin ve amikasin bulunur. Genellikle birinci 

seçenek ilaçlara karĢı direnç geliĢtiği ya da toksik etki meydana geldiği durumlarda 

kullanılırlar (9,22).  

2.6.1. Ġlaç Direnci 

Diğer birçok bakteride olduğu gibi tüberküloz basillerinde de ilaçlara karĢı 

doğal ve kazanılmıĢ direnç mekanizmaları etkili olmaktadır. Doğal direnç; çok katlı 

hücre duvarına bağlı olarak ilaçların hücre içine alınımının engellenmesi, artmıĢ 

efluks ve hücre içinde ilacın toksik etkisinin nötralizasyonu Ģeklinde olmaktadır (3). 

Birçok bakteride görülenin aksine M.tuberculosis’de plazmit, bakteriyofaj, 

transpozon veya insersiyon segmentleri aracılığı ile oluĢan horizontal gen transferine 

bağlı direnç görülmemektedir. KazanılmıĢ direnç ise genellikle her antibiyotik için 

farklı sıklıkta olmak üzere spontan kromozomal mutasyonlar sonucunda olur. Doğal 

yollarla direncin geliĢmesi, bakteri ile ilacın temas oranına ve spontan mutasyonun 

türüne bağlıdır. Birinci seçenek ilaçların çoğu için mutasyon oranı her hücre 

bölünmesinde 10‟dur. Yani ilacın etkinliği düĢük ve bakterinin yoğunluğu fazla ise 

direnç riski etkin ilaç düĢük bakteri yoğunluğundaki temastan daha yüksek olacaktır. 

Örneğin, RIF için doğal mutasyonel yolla direnç geliĢme ihtimali 3.32x10
-9

, INH için 

bu ihtimal 2.56x10
-8

, SM için; 2.29x10
-8

, ETB için; 1.00x10
-7

‟dir. Akciğer 
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tüberkülozunda bir kavite, büyüklüğüne göre ortalama 10
8 

basil içermektedir. Bu 

durumda teorik olarak, kaviter lezyonların içinde çok az sayıda da olsa genetik olarak 

ilaç direnci olan kökenler bulunabilmektedir, ancak ilaca dirençli basiller duyarlı 

mikroorganizmalar arasında dilüe olmaktadırlar. Buna tedavide ilaçların hatalı 

reçetelenmesi, kullanım sürelerinin iyi planlanamaması, hasta ilaç uyumsuzluğuna 

bağlı düzensiz antibiyotik kullanımı sonucu duyarlı mikroorganizmaların 

baskılanması ve ilaca dirençli kökenlerin seçilerek bakteri topluluğu içinde baskın 

duruma geçmeleri sebep olmaktadır. Bir basilde hem INH hem de RIF direncinin bir 

arada olma olasılığının 1.00x10
-14

 olduğu göz önünde bulundurulursa teorik olarak 

duyarlı bir bakteri topluluğunda spontan mutasyonlarla çoklu ilaç direnci geliĢme 

olasılığının çok düĢük olduğu söylenebilir. Çoklu ilaç direnci hemen daima belli bir 

antibiyotiğe dirençli topluluktaki basillerde yeni mutasyonlarla oluĢan mutant 

kökenlerin antibiyotik baskısıyla seçilip topluluk içinde baskın duruma geçmesi 

sonucunda oluĢmaktadır. Bununla birlikte, bir kısım klinik M. tuberculosis 

izolatındaki direnç, klasik gen mutasyonları ile açıklanamamaktadır (8,23–27). 

2.6.2. Ġlaç Direnciyle Ġlgili Tanımlar 

Primer direnç: Henüz TB ilaçlarını kullanmamıĢ ya da bir aydan kısa süre 

için ilaç almıĢ yeni tüberkülozlu olguda tedaviye baĢlamadan önce saptanan ilaç 

direncidir. Primer direnç, basilin alındığı kaynağa ait olan dirençtir. 

Sekonder direnç: BaĢlangıçta duyarlı olan basillerle enfekte olan TB 

hastasında, uygun olmayan tedaviye bağlı olarak dirençli basillerin artması 

sonucunda geliĢen dirençtir (28). 

Tek ilaca direnç: Bir antitüberküloz ilaca dirençli olmasıdır. En sık INH ve 

SM‟e karĢı görülür.  

Birden çok ilaca direnç: INH ve RIF dirençli olma koĢulu olmaksızın iki ya 

da daha fazla ilaca dirençli olma durumudur. 

Çok ilaca direnç: Diğer antitüberküloz ilaçlara dirençli olsun veya olmasın 

en azından günümüzde mevcut en güçlü birinci basamak antitüberküloz ilaçlardan 

olan INH ve RIF'a karĢı aynı anda direnç oluĢturması durumudur.  
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ArtmıĢ ilaç direnci: M. tuberculosis suĢunun birinci basamak antitüberküloz 

ilaçlardan en azından INH ve RIF'e ek olarak ikinci basamak antitüberküloz 

ilaçlardan herhangi bir florokinolona (ofloksasin, siprofloksasin ve levofloksasin 

gibi) ve parenteral kullanılan antitüberküloz ilaçlardan (kanamisin, kapreomisin ve 

amikasin gibi) en azından birine karĢı geliĢen direnci ifade etmektedir. 

Tüm ilaçlara direnç: Birinci ve ikinci seçenek antitüberküloz ilaçların 

tümüne dirençli olmasıdır (29). 

2.6.3. Ġzoniazid Direnci  

Ġzoniazid, TB tedavisinde kullanılan önemli birinci seçenek ilaçlardan biridir. 

INH, sadece M.tuberculosis ve bazı mikobakteriler üzerine etki etmesi yönü ile dar 

spektrumlu antitüberküloz ilaçtır. TB tedavisinde ve profilaksisinde uzun yıllardır 

kullanılıyor olmasına rağmen etki spekturumu tam olarak anlaĢılamamıĢtır. Bir ön 

ilaç olan INH, bakteri tarafından üretilen katalaz peroksidazın katalizlediği 

oksidasyon reaksiyonu ile aktif hale geçmektedir. Bu iĢlem katG geninin 

kontrolündedir. INH‟ın okside olmuĢ Ģekli NADH‟nin nikotinamid parçasına 

kovalent olarak bağlanarak INH-NADH bileĢiğini oluĢturur. Bu bileĢik NADH 

antimetaboliti olarak etki yapar ve inhA geniyle kodlanan enoil redüktaza bağlanmak 

için yarıĢır (9). Primer etkisi hücrenin içinde çeĢitli biyolojik süreçleri etkileyerek 

bakteri duvar yapısında bulunan mikolik asidin sentezini inhibe etmektir. Ayrıca 

NAD metabolizması, enerji metabolizmasını, makromolekül sentezini de bozar. 

Katalaz peroksidaz enzimleri gerek INH‟ın basil içine alınmasından, gerek 

aktif metobolitine dönüĢümünden sorumludur. Nitekim, INH‟a karĢı klinik 

izolatlarda en çok rastlanan direnç katalaz-peroksidaz eksikliğine bağlı 

gözlenmektedir ve izoniazide dirençli klinik izolatların yaklaĢık %50-95‟inde 

katalaz-peroksidazı kodlayan katG geninde mutasyonlar saptanmıĢtır. katG geninin 

değiĢik bölgelerinde geliĢen mutasyonlar, değiĢen ölçülerde enzim eksikliğine, 

dolayısıyla değiĢik oranlarda INH direncine neden olmaktadır. katG negatif INH 

dirençli suĢlarda, alkilhidroperoksid redüktazı kodlayan ahpC genininde mutasyonlar 

bulunur. Alkilhidroperoksid redüktazın aĢırı ekspresyonu, katalaz peroksidaz 

eksikliğini kompanse ederek, basili toksik radikallerin etkisine karĢı korur 

(8,9,30,31).  
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Bir diğer mekanizma mikolik asit sentezinde rol alan enoil redüktazın fazla 

ekspresyonuna bağlı olarak geliĢen dirençtir. INH‟a dirençli klinik izolatların %20-

35‟i inhA geninin promotor bölgesinde mutasyonlar içerir ve buna bağlı olarak enoil 

redüktaz yapımı artar. Böylece INH‟in hedeflediği biyolojik molekül miktarı, inhibe 

edebileceğinden daha fazla olmakta ve fazla miktardaki enzim mikolik asit yapımına 

devam etmektedir.  

ahpC ve kasA genlerindeki mutasyonlar da INH direncine neden olabilir. 

Mikolik asit sentezinde rol alan bir enzim olan β-ketoaçil taĢıyıcı protein sentetaz, 

kasA geni tarafından kodlanır. INH direncinde kasA ve ahpC genindeki 

mutasyonların da katkı derecesi tam olarak bilinmemekle birlikte rollerinin düĢük 

olduğu düĢünülmektedir. Toplam bu dört gendeki (katG, inhA, ahpC, kasA) 

mutasyonlar INH direncinin yaklaĢık olarak %90‟nından sorumludur (8,9,30). 

2.6.4. Rifampin Direnci 

Rifampin, bakterinin DNA‟ya bağımlı RNA polimerazının potent 

inhibitörüdür. RNA polimerazın β alt ünitesine bağlanarak mRNA sentezini inhibe 

etmektedir. RIF özellikle yavaĢ üreyen intermittant aktivite gösteren M.tuberculosis 

üzerine etkili olup, bu ilaca karĢı geliĢen direnç tüberküloz tedavisinde 

baĢarısızlığının önde gelen nedenidir. M.tuberculosis‟de sıklıkla RIF direnciyle 

beraber INH direnci de gözlenir. RIF‟e dirençli kökenlerinin %95‟inden fazlasında 

RNA polimeraz enziminin β-alt ünitesini kodlayan rpoB genin 507-533. kodonları 

arasındaki 81 baz çiftlik (bp) “hot spot” bölgesinde mutasyonların, olduğu 

gösterilmiĢtir (8,9,32,33).  

Yine rpoB genini kodlayan bu bölge dıĢında 146, 490, 505, 535, 541, 553 ve 

572. kodonlarda da mutasyonlar gösterilmiĢtir. RIF dirençli vakalarda en sık rpoB 

geninin 531. kodonunda mutasyon saptanmıĢtır. Bunu 526. kodondaki mutasyon 

izlemektedir. Kodon 531, 526 ve 513'deki mutasyonlar yüksek düzeyde rifampisin 

direncine neden olmaktadır. 514 ve 533. kodon mutasyonları genellikle düĢük 

düzeyde mutasyonlardır. Ayrıca mutasyonların sıklığı ülkeler arasında farklılıklar 

göstermektedir (8,32). 
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2.6.5. Pirazinamid Direnci 

Nikotinamid‟in sentetik pirazin anoloğudur. Ġlaç in vivo olarak bakterisidal 

etkisini, makrofaj fagolizozomları gibi asidik hücre içi bölümlerinde bulunan 

semidorman M. tuberculosis‟e göstermektedir. Bir öncü ilaç olan pirazinamid, 

mikobakteri hücre duvarından diffüze olduktan sonra pirazonoik aside çevrilir, bu 

ilacın aktif formudur. Dirençli suĢlarda pirazinamidaz aktivitesinde kayıp 

belirlenmiĢtir. Dirençli suĢların %72-94‟ünde bu enzimi kodlayan pncA gen 

bölgesinde mutasyonlar saptanmıĢtır (9).  

2.6.6. Streptomisin Direnci 

Streptomisin, bakterinin 30S ribozomuna irreversible olarak bağlanıp protein 

yapımını inhibe ederek etki gösterir. Ġlaca karĢı dirençli M. tuberculosis suĢlarının 

%80‟inde iki tür mutasyon saptanmıĢtır; ribozomal S12 proteinini kodlayan rpsL 

geninde oluĢan nokta mutasyon ve 16S rRNA‟yı kodlayan rrs geninde oluĢan 

mutasyondur. Ribozomlardaki bu değiĢiklikler ilacın bakteriye bağlanmasını 

azaltarak dirence katkıda bulunur (9).  

2.6.7. Etambutol Direnci 

Etambutol, hücre duvarı sentezini inhibe ederek etki eden bakteriyostatik bir 

ilaçtır. Hedefi arabinol transferaz enzimidir. Duvar sentezini bozması yanında 

duvarın permeabilitesini arttırarak diğer ilaçların bakteri içine girmesini kolaylaĢtırır. 

Etambutol direnci saptanan suĢların %70‟inde embB geninde mutasyonlar 

gösterilmiĢtir (9).  

2.7. Duyarlılık Testleri 

Duyarlılık sonuçları olmaksızın yapılan tüberküloz tedavileri, tedavi 

baĢarısızlığı riskini ve antitüberküloz ilaçlara karĢı direnç geliĢimini arttırmaktadır. 

Ülkemiz ve TB insidansının yüksek olduğu ülkelerdeki önemli sorunlardan biri 

direnç belirleme testlerinin düzenli olarak yapılamaması veya test sonuçlarının uzun 

sürede alınmasıdır. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)'ün ön gördüğü 

koĢullar; tedaviye baĢlamadan önce her hastaya ait ilk M.tuberculosis izolatı için, 2-3 
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aylık tedaviye rağmen kültürü pozitif olan hastalarda veya klinik olarak tedaviye 

yanıt gözlenemeyenlerde birinci seçenek ilaçlara karĢı duyarlılık testi yapılmasıdır 

(34). M.tuberculosis'in antimikrobiyal duyarlılığının belirlenmesinde fenotipik ve 

genotipik yöntemler kullanılmaktadır. 

Fenotipik Yöntemler 

Klasik Kültür Yöntemleri 

- Orantı (proporsiyon) Yöntemi 

- Mutlak Konsantrasyon (Absolu Konsantrasyon) Yöntemi 

- Direnç Oranı Yöntemi 

Hızlı Kültür Yöntemleri 

- Radyometrik Kültür Sistemi 

- Floresan Kültür Sistemi 

- Kolorimetrik Kültür Sistemi 

- Karbondioksit OluĢumunu Saptayan Sistem 

- E-test 

Bakteri Varlığına Dayanan Yöntemler 

- Lusiferaz TaĢıyıcı Faj Yöntemi (LRP) 

- Biyoluminesans Yöntemi (hücresel ATP ölçümü)  

- Flow Sitometri Yöntemi 

 Genotipik Yöntemler 

- 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 antitüberküloz ilaçlara duyarlılıklarının saptanmasında direnç 

oranı, mutlak konsantrasyon ve proporsiyon yöntemleri gibi konvansiyonel fenotipik 

yöntemler yıllardır kullanılmaktadır. Bunlardan ilk ikisi standardizasyon zorluğu, 

yoğun iĢlem gerektirmeleri ve hata oranlarının yüksek olması nedeniyle sınırlı 

merkezlerde çalıĢılabilmiĢtir. 

Proporsiyon yöntemi; katı ve sıvı besiyerleri için gerekli standardizasyon 

çalıĢmaları yapılmıĢ ve güvenilirliği onaylanmıĢ referans bir yöntemdir. Fenotipik 

yöntemlerin en önemli dezavantajı kültürdeki üremeden sonra otomatize sıvı 

besiyerlerinde yapılan duyarlılık testlerinin 7-12 gün, Lowenstein Jensen (LJ) gibi 

katı besiyerlerinde yapılan testlerin ise 21-42 gün kadar sürede sonuçlanabilmesidir. 

Ayrıca bu testler kontaminasyonlara çok açıktır. Konvansiyonel duyarlılık testlerinde 

yaĢanan süre sıkıntısını gidermek amacıyla yeni fenotipik yöntemlere yönelme 

olmuĢtur. Ancak bunlarla ilgili daha çok araĢtırmaya ihtiyaç vardır (35). 

M. tuberculosis'de ilaç direncinin moleküler mekanizmalarının 

anlaĢılmasından sonra hızlı ilaç direnci saptamaya yönelik moleküler yöntemler 

geliĢtirilmiĢtir. Moleküler direnç saptama testlerinin çoğu RIF ve INH direncini 

saptamak için kullanılmaktadır ve en büyük avantajı hızlı olmalarıdır. Moleküler 

testler basilin canlılığının devamı için gerekli olan özel örnek saklama ve transfer 

koĢullarına gereksinim duymazlar. Testlerin uygulaması kolay olmakla birlikte, 

sonuçlarının yorumlanmasında eğitimli uzman görüĢüne ihtiyaç vardır. Ayrıca 

kullanılan yöntem direncin seviyesi hakkında bilgi verebilmektedir. Örneğin; 

katG'deki mutasyonun yüksek düzey INH direnç ile inhA'daki mutasyonun ise düĢük 

düzey dirençle iliĢkili olduğu bilinmektedir. Bu bölgelerdeki mutasyonların 

tanımlanması, hekime yüksek doz INH'la tedaviye devam edebilme konusunda 

yararlı bilgi sunmaktadır (35,36). 

Moleküler yöntemlerin majör dezavantajları; yüksek maliyet, bütün ilaçlara 

karĢı dirençten sorumlu moleküler mekanizmaların henüz tam olarak 

açıklanamaması, klinik olarak dirence yol açan bakteri topluluğu içindeki dirençli 

suĢların duyarlılara oranının kesin olarak belirlenememesi, saptanan mutasyonların 

(sessiz mutasyonlar) her zaman ilaç direnciyle iliĢkili olmaması, solunum yolu dıĢı 
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klinik örneklerdeki performansları hakkında sınırlı verilerin olması olarak sayılabilir 

(36). 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC)'nin 2011 yılında 

güncellenen raporuna göre moleküler ilaç direnç testleri, direnç tespitinde 

konvansiyonel testlerin yapılmasındaki gerekliliği ortadan kaldırmamıĢtır. Nedenler 

Ģöyle sıralanmıĢtır: 

a. Bu testler, M. tuberculosis kompleks saptamada kültürden daha duyarlı 

değildir. 

b. Moleküler duyarlılık testleri RIF için çok yararlı, INH için daha az etkindir. 

Üzerinde çalıĢmalar olmakla birlikte diğer ilaçlar için henüz tatminkar sonuçlar 

alınamamaktadır. 

c. Moleküler direnç testleri, dirençli ve duyarlı bir bakteri karıĢımındaki 

dirençli bakterilerin oranını saptamada kültüre dayalı proporsiyon testi kadar duyarlı 

değildir. 

d. Yalancı pozitif ve negatif moleküler direnç testi sonuçları olmaktadır. 

Klinik örneklerde bulunabilecek inhibitörler nedeniyle solunum yolu örneklerinde 

%2,5 oranında yalancı negatif sonuç alınabilmektedir. 

e. Moleküler direnç testi ve konvansiyonel test sonuçları arasında 

uyumsuzluk olduğunda, uyumsuzluk çözülünceye kadar konvansiyonel test sonucu 

dikkate alınmalıdır. 

f. Yurt dıĢı hesaplamalarda kit maliyeti yeni valide edilmiĢ moleküler direnç 

tetlerinde $ 8-30/örnek arasında değiĢmektedir (37). 

2.7.1. Genotipik Yöntemler 

M. tuberculosis’de ilaç direncinin saptanması için önceki yıllarda üzerinde 

çalıĢılan RNA/RNA „Mismatch‟ analizi, PCR-SSCP ve Heterodubleks analizi gibi 

yömtemler rutin uygulamada yaygın kullanım alanı bulamamıĢtır. Yaygın olarak 

kullanılan yöntemler PCR-reverse hibridizasyon yöntemi olmak üzere Real-time 

PCR, DNA dizi analizi ve „microarray‟ dir. Kullanılan moleküler yöntemlerin 

çoğunda üç ana aĢama vardır: klinik örneklerden nükleik asitin ekstraksiyonu, 
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gendeki dirençten sorumlu spesifik bölgenin amplifikasyonu, çoğaltılan gen bölgesi 

üzerindeki mutasyonların saptanmasıdır. Uygun primerlerle amplifiye edilen hedef 

DNA‟daki mutasyonlar yöntemlerden herhangi birisi ile saptanmaktadır.  

DNA dizi analizi mutasyonları saptamak için en dolaysız ve güvenilir 

yöntemdir. Bilinen mutasyonlar yanında, önceden bilinmeyen mutasyonların 

saptanmasına izin verir. Ancak, 1-2 gün içerisinde sonuç vermesi ve fazla 

manüplasyon iĢlemlerinin olması nedeniyle rutin uygulanan bir yöntem değildir. 

Genellikle diğer moleküler test sonuçlarını doğrulama ve araĢtırmalar için 

kullanılmaktadır (35).  

DNA strip testleri, katı fazda ters hibridizasyon esaslı yöntemlerdir. Inno- 

LiPA RIF TB (Innogenetics, Ghent, Belgium), GenoType MTBDR/MTBDRplus 

(Hain Lifescience, Nehren, Germany) ve REBA MTB-MDR(YD Diagnostics, 

Korea) gibi farklı ticari kitler bulunmaktadır. Kullanım kolaylığı nedeniyle en çok 

tercih edilen yöntemlerden biridir. Bu yöntemde dirençten sorumlu genler biyotinle 

iĢaretli primerler kullanılarak PCR ile amplifiye edilir, ardından iĢaretlenmiĢ PCR 

ürünleri denatüre edilerek nitroselüloz Ģerit üzerine yerleĢtirilmiĢ özgül problarla 

(vahĢi tip ve mutant problar) hibridize edilir. OluĢan hibridler alkelen fozfatazla 

konjuge edilmiĢ streptoavidin ve kromojen substrat eklenerek saptanır. Elde edilen 

bant paternlerine göre test edilen mikroorganizmanın duyarlı veya dirençli olduğu 

belirlenir. Bu testler M. tuberculosis izolatlarında RIF direncine neden olan 

mutasyonların çoğunluğunu, INH direncine neden olan mutasyonların büyük bir 

kısmının tespit edilmesini sağlamaktadır. Yapılan birçok çalıĢmada da referans 

yöntemlerle uyumlu olarak bulunmuĢtur (6,33). 
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3. MATERYAL ve METOD 

Bu çalıĢma, 2008-2013 yılları arasında Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Mikrobiyoloji laboratuvarında TB ön 

tanılı hastalardan gönderilen çeĢitli klinik örneklerden izole edilen 55 M. tuberculosis 

kompleks suĢu ile yapılmıĢtır. SuĢların primer antitüberküloz ilaç duyarlılıkları önce 

BACTEC MGIT 960 sistemiyle belirlendikten sonra INH ve RIF duyarlılıkları 

moleküler bir yöntem olan REBA MTB-MDR testi ile araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢma için 

Süleyman Demirel Üniversitesi Etik Kurulu‟ndan 25 Aralık 2012 tarihli ve 02 sayılı 

etik kurul izni alınmıĢtır. 

3.1. Örneklerin ĠĢlenmesi 

Balgam, bronkoalveoler lavaj (BAL) gibi steril olmayan veya steril Ģartlarda 

alınmayan örnekler homojenizasyon ve dekontaminasyon iĢlemlerinden sonra; beyin 

omurilik sıvısı (BOS), periton-plevra sıvısı, biyopsi materyali gibi steril vücut 

örnekleri de dekontamine edilmeden, bakteri yoğunluğunu arttırmak için soğutmalı 

satirfüjde 3000g'de 15-20 dk santrifüj edildi ve iĢleme alındı (5). 

3.1.1. Homojenizasyon – Dekontaminasyon - Konsantrasyon iĢlemi 

Klinik örneklerin dekontaminasyon ve homojenizasyonu için N-Asetil -L-

Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) yöntemi hazır ticari kit (Mycoprosafe 

Dekontaminasyon ve Konsantrasyon kiti, Salubris A.ġ., Ġstanbul) kullanıldı. Klinik 

örnek, içinde 40mg NALC ve 4 mm çapında cam boncuklar bulunan, 50 ml'lik 

polipropilen, dibi konik, burgulu kapaklı steril tüplere (Falkon tüpü) aktarıldı ve 

üzerine klinik örneğin miktarı kadar NaOH (%4'lük) ve trisodyum sitrat (0.1 M, 

%2.94) karıĢımı ilave edildi. Miktarı 10ml'den fazla olan örnekler için karıĢımı ilave 

etmeden önce tüpler 3000g'de 15 dk santrifüj edildi ve üst sıvı dezenfektan içeren bir 

kaba döküldükten sonra kalan 5ml'lik örnekten iĢleme devam edildi. Örnek + NALC-

NaOH karıĢımı içeren tüpler 30 sn geçmeyecek Ģekilde vortekslendi. Tüpler oda 

ısısında, 15dk bekletildi. Süre tamamlandığında nötralizasyon amacı ile falkon 

tüpünün 50ml iĢaretine kadar 0.067 M fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, 

dekontaminasyon iĢlemi durduruldu. Fosfat tamponu ilave edilmiĢ tüpler, bakteri 
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yoğunluğunu arttırmak için soğutmalı satirfüjde 3000g'de 15-20 dk santrifüj edildi. 

Süpernatant, içinde dezenfektan içeren bir kaba boĢaltıldı. Elde edilen sediment 1-

2ml fosfat tamponu ile süspanse edildi Elde edilen iĢlemlenmiĢ örnek süspansiyonu 

mikroskobik inceleme ve kültür için kullanıldı. Tüm iĢlemler biyolojik güvenlik 

kabininde yapıldı (5,38). 

3.2. Direkt Mikroskobik Ġnceleme 

Örneklerden direkt ve homojenizasyon-dekontaminasyon iĢlemi sonrası 

olmak üzere ikiĢer adet yayma preparat hazırlandı. Direkt yayma için örnekler öze 

veya pipet kullanılarak bir miktarı lama transfer edildi. YoğunlaĢtırılmıĢ yayma; 

homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon iĢlemleri uygulanan örneklerin 

sedimentinden bir damla alınıp, bir lam üzerinde ince tabaka halinde (1.5-1.5 cm) 

yayıldı. Preparatlar biyolojik güvenlik kabininde kurumaya bırakıldı. Örneklerden 

hazırlanan preparatlar Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yöntemi ile boyanarak 

mikroskobik inceleme yapıldı (38). 

3.2.1. Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) Yöntemi 

Hazırlanan yayma preparatlar alevden üç kez geçirilerek fikse edildi. Boyama 

ızgarasına yerleĢtirilen preparatlar karbol fuksin ile kaplandı. Buhar çıkıncaya kadar 

lam alttan yavaĢça kuruma ve kaynamaya izin vermeden aralıklı ısı ile 3-5 dk ısıtıldı. 

Preparatlar soğumaya bırakıldı ve su ile yıkandı. %3'lük asit-alkol ile renk akmayana 

kadar yaklaĢık 2dk yıkanarak dekolorizasyon iĢlemi uygulandı. Preparatlar su ile 

yıkandı ve zıt boya olarak metilen mavisi ile 20-30 sn boyandı. Preparatlar tekrar su 

ile yıkandı ve kurumaya bırakıldı. Her boyamada bir negatif kontrol (Escherichia 

coli), bir pozitif (M.tuberculosis) kontrol boyamaya dahil edildi (5,38). 

Boyanan preparatlar, immersiyon objektifiyle, x1000 büyütmede ortalama 

300 alan gezilerek değerlendirildiler. Bunun için, lamın uzun kenarı boyunca 

birbirine paralel en az 3 hat incelendi. Metilen mavisiyle mavi renkte boyanan 

zeminde, karbol fuksin ile kırmızı boyanan ince basillerin saptanmasıyla, aside 

dirençli basil (ARB) pozitif olarak değerlendirildiler (38). 
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3.3. Kültür (Ġzolasyon) 

Tüberküloz kuĢkulu hastalardan alınan, çeĢitli klinik örnekler MGIT sistemi 

ve LJ besiyerinde (Becton Dickinson, USA) üretici firma önerilerine uygun olarak 

kültürü yapıldı. Tüm inokülasyon iĢlemleri biyolojik güvenlik kabininde yapılmıĢtır. 

3.3.1. Lövenstein-Jensen Besiyerinde Kültür ĠĢlemi 

Tüm örneklerden LJ katı besiyerine 0.2 ml ekim yapıldı ve örneğin besiyeri 

yüzeyine yayılması sağlandı. Ekim yapılan besiyerleri kapakları gevĢek Ģekilde 

etüvde 1-2 gün yatık konumda, daha sonra kapakları sıkılarak, dik konumda 37 °C'de 

CO2‟li ortamda inkübe edildi. Haftada bir gün üreme kontrolü yapıldı. KuĢkulu 

kolonilerden yayma preparat hazırlandı ve EZN yöntemi ile boyanarak incelendi. 

ARB pozitif bulunan kolonilerin tür düzeyinde tanımlanması yapıldı. Üreme 

olmadığı takdirde 8 haftanın sonunda kültür sonucu negatif olarak değerlendirildi 

(5,38). 

3.3.2. BACTEC MGIT 960 Sisteminde Kültür ĠĢlemi 

MGIT sisteminde besiyeri olarak kullanılan tüplere (Mycobacterium Growth 

Indicator Tube, MGIT 7ml) ekimden önce zenginleĢtirici ve antimikrobiyal olarak 

Oleik asit-albümin-dekstroz–katalaz (OADC) + PANTA çözeltisi hazırlandı. 

PANTA solüsyonu sulandırıldıktan sonra antibiyotik konsantrasyonları Ģu Ģekilde; 

Polimiksin B 50 ünite/ml, Azlosilin 10µg/ml, Nalidiksik asit 20 µg/ml Trimetoprim 

5.0 µg/ml, Amfoterisin B 5.0 µg/ml elde edildi. ÇeĢitli antibiyotikleri içeren bu 

çözelti kültür iĢleminden önce, besiyeri ĢiĢelerinin ağzı %70'lik alkolle silinerek, her 

tüpe 0.8 ml eklendi. Tüplere daha sonra iĢlenmiĢ örneklerden 0.5 ml ekim yapıldı. 

Tüpler inkübasyon ve üreme takibi için firma önerilerine göre MGIT cihazına 

yerleĢtirildi. 

MGIT sisteminde kullanılan tüpler Middlebrook 7H9 sıvı besiyeri ve dip 

kısımlarında oksijene duyarlı rutenyum metal kompleksi içeren silikon içermektedir. 

Kullanılan besiyerlerinde herhangi bir üreme olmadığında oksijen varlığına bağlı 

olarak silikon tabakaya gönderilen UV ıĢınına karĢı fluoresans oluĢmazken 

mikobakteri ve diğer mikroorganizmalar ürediğinde oksijenin kullanılması 
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sonucunda gönderilen UV ıĢını ruthenium kompleksindeki değiĢiklik nedeniyle 

floresans vermekte ve oluĢan floresans miktarı üreme indeksi olarak 

değerlendirilmektedir.  

Cihazda üremenin varlığına ve oluĢan floresansa bağlı olarak pozitif sinyal 

alınan MGIT tüpünden preparat hazırlandı ve EZN yöntemi kullanılarak boyama 

yapıldı, üreyen mikroorganizmaların ARB olup olmadığı araĢtırıldı. Ayrıca aynı 

tüpten kanlı agar plağına da kontaminasyon kontrolü için ekim yapıldı. ARB pozitif 

bulunan ve kontamine olmayan tüplerden TBc ID testi ile tanımlama yapıldı. Altı 

hafta sonunda cihazda üreme sinyali bulunmayan örnekler negatif kültür olarak 

sonuçlandırıldı (5,38,39). 

3.3.3. TBc ID Testi  

TBc ID testi (BD MGIT TBc Identification Test), yayma sonuçları pozitif 

kültürlerin MGIT tüplerinden alınan M. tuberculosis kompleks'in kalitatif tespiti için 

kullanılan immünokromatografik hızlı bir testtir. Bu test M.tuberculosis kompleks'e 

özgü mikobakteriyel bir antijen olan MPT64'ü tespit eder. 

Pozitif sıvı besiyerlerinden, TBc ID test cihazına 100 µl eklendi ve 

reaksiyonu tespit etmek için 15 dk beklendi. 15 dk‟nın sonunda okuma penceresinde 

iki çizgi (kontrol "C" + test "T") olan izolatlar pozitif olarak kabul edildi, okuma 

penceresinde tek çizgi (C) olan izolatlar negatif olarak kabul edildi ve kaydedildi. 

Okuma penceresinde kontrol ''C'' konumunda pembe-kırmızı çizgi görülmezse veya 

arka plan rengi test yorumunu engellerse test geçersiz sayıldı. Geçersiz izolatların 

TBc ID testi tekrar edildi (40,41). (ġekil 1) 

ġekil 1. TBc ID testi, pozitif, negatif ve geçersiz sonuçlar 
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3.4. BACTEC MGIT 960 Sistemi Ġle Duyarlılık Testi 

MGIT SIRE kiti kültürde izole edilen M.tuberculosis'i test etmek için 4-13 

günde sonlanan nonradyometrik bir duyarlılık testidir. Kullanılan besiyerleri BBL 

MGIT 7 ml MGIT tüp mikobakterilerin üremesini ve saptanmasını sağlayan 

modifiye Middlebrook 7H9 besiyerini içerir. Katı besiyerinde veya MGIT tüpünde 

üremiĢ saf kültürden inokulum hazırlanabilir. Dört adet antibiyotikli (S,I,R,E) ve bir 

adet kontrol tüpü (K) hazırlanır. Üretici firma önerilerine göre test yapıldıktan sonra 

antibiyotik duyarlılık testi (AST) set taĢıyıcısına uygun sırayla (K, S, I, R, E) 

yerleĢtirilir. Bundan sonra artık inkübasyon da, üreme kontrolü de cihaz tarafından 

otomatik olarak gerçekleĢtirilir. Kontaminasyon kontrolü için de kanlı agara ekim 

yapılır. Antibiyotik içeren tüpün floresansı kontrol tüpünün floresansı ile 

karĢılaĢtırılır. Antibiyotik içeren tüp ve üreme kontrol tüpü arasındaki relatif üreme 

oranı, bilgisayar yazılım algoritmaları tarafından yorumlanır; sonuçlar veri rapor 

formlarında otomatik olarak listelenir. 

Antibiyotik stok solüsyonlarının hazırlanması için, MGIT SIRE kiti olarak, 

liyofilize halde üretici firma tarafından sağlanan antibiyotik ĢiĢelerinin kapağı alkollü 

pamuk ile silindi. Her antibiyotik ĢiĢesine 4 ml steril distile su eklendi ve tamamen 

çözünene kadar karıĢtırıldı. Liyofilize haldeki antibiyotiklerin dilüsyon Ģeması ve 

MGIT 7 ml besiyerindeki final konsantrasyonları Tablo 1'de verilmiĢtir. 

Tablo 1. MGIT liyofilize antibiyotiklerinin dilüsyon Ģeması ve 7 ml'lik MGIT 

tüpteki final konsantrasyonları 

 
Liyofilize 
antibiyotik 

 
Sulandırım     

(steril distile 
su) 

 
Sulandırıldıktan 

sonraki ilaç 
konsantrasyonu 

 
MGIT tüpe 
eklenen 
miktar 

 
MGIT tüpteki 

final 
konsantrasyon 

SM 4 ml 83 µl /ml     100 µl 1.0 µl /ml 

INH 4 ml  8,3 µl /ml     100 µl 0.1 µl /ml 

RIF 4 ml 83 µl /ml     100 µl 1.0 µl /ml 

ETB 4 ml  415 µl /ml     100 µl 5.0 µl /ml 
 

Her suĢ için 5 adet 7 ml MGIT tüpü hazırlandı. Ġlk tüp kontrol tüpü olacak 

Ģekilde sırasıyla SM, INH, RIF ve ETB Ģeklinde iĢaretlendi. Her birine aseptik 

Ģartlarda 0.8 ml MGIT SIRE Supplement (Becton Dickinson, USA) ( Oleic acid, 

dextros, catalase, bovine albumin, polyoxethylene stearate) eklendi. Aseptik koĢullar 
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altında, firma önerileri doğrultusunda sulandırılmıĢ liyofilize ilaç solusyonlarından 

100'er µl alınarak daha önce iĢaretlenmiĢ olan uygun tüplere eklendi. Kontrol tüpü 

hazırlamak için yukarıda belirtildiği gibi hazırlanan inokulumdan 0.1 ml alınarak 10 

ml steril serum fizyolojik içinde 1/100 dilüe edildi. Bu süspansiyondan 0.5 ml, ilaç 

konulmamıĢ kontrol tüpüne ekim yapıldı. Ġlaçlı tüplere ise inokulumdan 0.5 ml 

eklendi. Tüplerin kapakları sıkıca kapatılarak AST seti ile cihaza yüklendi (38,39). 

3.4.1. Sonuçların Değerlendirilmesi 

Antibiyotik içeren tüplerin değerlendirmesi kontrol tüpünde Üreme Ġndeksi 

400 Growth Unit‟e (GU) ulaĢıldığında yapıldı. Antibiyotik içeren tüplerde üreme 

gözlenmesi durumunda bakteri o antibiyotiğe dirençli kabul edildi. Kontrol tüpünde 

4 günden önce 400 GU üreme gözlenmesi kontaminasyon varlığı veya bakteri 

miktarının fazlalığı Ģeklinde yorumlandı. Bu durumda ilgili izolat için antibiyogram 

tekrarı yapıldı. On üç günden sonra üreme gözlenmeyen (˂400 GU) kontrol tüpleri 

ise bakteri yoğunluğu yetersiz olarak değerlendirilerek ilgili izolatın subkültürü 

yapılarak veya LJ‟de üremelerinden antibiyogram tekrarı yapıldı (38,39). 

3.4.2. Katı Besiyerinden Ġnokulum Hazırlanması 

LJ besiyerinde üretilen ve 14 günden eski olmayan suĢlar, steril bir öze ile, 8-

10 adet cam boncuk içeren 4 ml Middlebrook 7H9 Broth (BBL, Difco) besiyerine 

alındı. Bu iĢlem sırasında katı besiyeri alınmamasına ve bakteri bulanıklığının 1 

McFarland standardını (10
7
 cfu/ml) geçmesine dikkat edildi. Bakteri süspansiyonunu 

homojenize etmek amacıyla 2-3 dk vortekslendi. Süspansiyon 20 dk beklemeye 

bırakıldı. Üstte kalan kısım baĢka bir steril tüpe aktarıldı. Sedimentin alınmamasına 

dikkat edildi. Tekrar 15 dakika bekletilerek, üstte kalan kısım baĢka bir steril tüpe 

aktarıldı. Bu süspansiyon 0.5 McFarland standardına ayarlandı. Süspansiyondan 1 ml 

alınarak 4 ml steril serum fizyolojik ile 1/5 dilüsyon yapıldı ve inokulum olarak 

kullanıldı (38). 

3.5. Ġlaç Direncinin Moleküler Yöntemle Saptanması 

Bu amaçla çalıĢmamızda revers hibridizasyon esasına dayalı, DNA strip 

teknolojisi ile hazırlanan ticari bir ürün olan REBA MTB-MDR kullanılmıĢtır. Bu 
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testle RIF ve INH ilaçlarına karĢı oluĢan mutasyonların bir kısmını tespit etmek 

mümkündür. Testin aĢamaları; kültür ortamında elde edilen ve direnç geni 

araĢtırılacak her izolat için PCR ile çoğaltma iĢlemi gerçekleĢtirildi. Takiben 

dirençten sorumlu gen bölgelerine ait DNA molekülleri nitrosellülöz stripler üzerinde 

bulunan dirençten sorumlu gen bölgesine ait vahĢi ve mutant dizileri içeren problar 

ile hibridizasyona bırakıldı (Tablo 2). Hibridizasyon sonrası mutant dizilere 

bağlanma durumu (bant oluĢumu) direnç varlığı olarak yorumlandı (42). 

REBA MTB-MDR Kit Ġçeriği: 

Türe özgü problarla kaplı membran stripleri 

PCR Premix: Kullanıma hazır  

Pozitif/ Negatif kontrol: Kullanıma hazır 

DNA extraction solüsyon, 8-MOPP: Kullanıma hazır 

MTB-MDR Primer karıĢım: Primer nükleotid karıĢımı. Kullanıma hazır 

AP konjugat: Konsantre konjugat. Dilüe edilerek kullanılır  

NBT/BCIP stok solüsyon: Konsantre substrat. Dilüe edilerek kullanılır  

DS: Denatürasyon sıvısı. Kullanıma hazır 

HS: Hibridizasyon sıvısı. Kullanıma hazır 

CDS: Konjugat dilüsyon sıvısı. Kullanıma hazır 

WS: Yıkama sıvısı. Kullanıma hazır 

SS: Boyama solüsyonu. Substrat dilüenti içermektedir. 
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Tablo 2. Reverse blot hibridizasyon testinde kullanılan problar (33) 

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

MTB AAACATGTCGGCGAGCCC M. tuberculosis prob 

rpoB WT1 AGCCAGCTGAGCCAATTC rpoB kodonları 509-514 WT 

rpoB WT2 ATGGACCAGAACAACCCG rpoB kodonları 515-520 WT 

rpoB WT3 CCGCTGTCGGGGTTGACC rpoB kodonları 521-525 WT 

rpoB WT4 TTGACCCACAAGCGCCGA rpoB kodonları 524-529 WT 

rpoB WT5 CTGTCGGCGCTGGGGC rpoB kodonları 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 8UPS 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: VahĢi (Wild) tip 

3.5.1. DNA Ġzolasyonu 

Steril bir öze ile LJ besiyerindeki koloniden bir parça alındı. 1 ml steril distile 

su içinde çözülüp 1dk vorteks ile karıĢtırıldı. 13000 rpm‟de 10 dk santrifüj edilip 

süpernatant tamamen atıldı. 1ml steril distile su içinde resuspanse edilip vorteks ile 

iyice karıĢtırılarak 13000 rpm‟de 10dk santrifüj edildi. Süpernatant tamamen atıldı ve 

400-500 µl steril distile su içinde resuspanse edilerek ve vorteks ile iyice 

karıĢtırılarak kaynama ısısına gelmiĢ su banyosunda 10 dk bekletildi ve oda ısısında 

13000 rpm‟de 3 dk santrifüj edildi. Üst fazdan DNA alınıp baĢka temiz bir tüpe 

aktarıldı. Süpernatandan 5 µl alınarak direkt PCR da kullanıldı (42). Hemen 

çalıĢılmayan örnekler için süpernatan baĢka bir tüpe aktarılarak -80 °C'de saklandı. 
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3.5.2. PCR Amplifikasyonu 

PCR master miksi PCR laboratuvarı temiz oda bölümünde aĢağıdaki gibi 

hazırlandı ve örnekler örnek iĢleme odasında misklere eklendi (Tablo 3 ). PCR 

amplifikasyonu termal döngüde (Creacon T-Cy) Tablo 4'de verilen protokole göre 

gerçekleĢtirildi.  

Tablo 3. PCR ana karıĢımı (master mix) oranları 

Reaktif Miktar (1 tüp için) 

2x PCR Premix 25 µl 

REBA MTB-MDR Primer mixure 4 µl 

Distile su 16 µl 

Örnek 5 µl 

Toplam hacim 50 µl 

Tablo 4. PCR protokolü 

Predenatürasyon 94°C 5 dakika 1 döngü 

Denatürasyon 94 °C 30 saniye 15 döngü 

Bağlanma 60 °C 30 saniye 

Denatürasyon 94 °C 30 saniye 45 döngü 

Bağlanma 54 °C 30 saniye 

Uzama 72 °C 10 dakika 1 döngü 

Negatif kontrol hazırlanırken PCR miksi içine örnek yerine 5µl steril distile 

su kullanıldı. Pozitif kontrol için kitin içinden çıkan pozitif kontrol kullanıldı (42). 

3.5.3. Reverse Blot Hibridizasyon Yöntemi 

Öncelikle su bazlı orbital çalkalayıcı 50 °C'ye ayarlandı. HS ve WS 

solüsyonları cihaza yerleĢtirildi. Bu solüsyonlar kullanılmadan önce HS 50 
o
C, WS 

60 
o
C'ye getirildi. PCR ürününün denatürasyonu için 45 µl DS ile 45 µl PCR ürünü 

örneklerin çalıĢılacağı kuyucuklarda pipetlenerek karıĢtırıldı. Oda sıcaklığında 5 dk 

inkübe edildi. Örneklerin konulduğu kuyucuklara dikkatlice önceden ısıtılmıĢ 1ml 

HS konuldu ve homojen renk elde edilene kadar yavaĢça çalkalandı ve 

hibridizasyonun gerçekleĢmesi sağlandı. Bir pens yardımıyla her bir örnek için bir 

strip alındı ve striplerin iĢaretli ucu numaralandırıldı. Stripler dikkatlice kuyucuklara 

yerleĢtirildi. Stripler yerleĢtirilirken marker line kısımı yukarıda olacak Ģekilde 
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kondu ve tamamen sıvıya batmıĢ olmaları sağlandı. Tray, su bazlı orbital 

çalkalayıcıda 50 °C'de 60-80 rpm‟de 30 dk çalkalanarak inkübe edildi. Hibridizasyon 

solüsyonu Pasteur pipeti kullanılarak tamamen kuyucuklardan boĢaltıldı. Her bir 

kuyucuğa 1 ml WS eklendi ve 10 dk 60°C'de inkübe edildi. ĠĢlem iki kez tekrarlandı.  

Yıkama iĢlemi sona ermeden önce 1 µl AP konjugat solüsyonu 1:2500 

oranında CDS içerisinde dilüe edilerek hazırlandı. Bu basamaktan itibaren oda 

sıcaklığında çalıĢıldı. Yıkama solüsyonu tamamen boĢaltıldı. Kuyucuklardaki 

striplerin üzerine 1 ml sulandırılmıĢ AP konjugat solüsyonu eklendi ve 30 dk 

çalkalanarak inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrası konjugat dökülerek boĢaltıldı 

ve her bir strip 2 kez çalkalanarak 1ml CDS solüsyonu ile memran stripler yıkandı. 

Daha sonra CDS solüsyonu uzaklaĢtırıldı ve önceden hazırlanmıĢ NBT/BCIP/SS, her 

bir strip üzerine 1 ml eklendi ve çalkalamadan 5 dk bant oluĢumu takip edilerek 

inkübe edildi. Bant oluĢma iĢlemi stripler iki kez distile su ile yıkanarak 

sonlandırıldı. Son olarak, stripler kuyucuklardan alındı, kurutma kağıdının arasında 

kurutuldu ve değerlendirme aĢamasına geçildi (42). 

3.5.4. Sonuç Değerlendirme 

ÇalıĢmanın kabul edilebilir olması için aĢağıdaki koĢulların sağlanması 

gerekmektedir (42). OluĢan bantların yorumu; 

1) Marker line: Stribin en üst çizgisini gösterir. 

2) HC: Strip üzerinde konjugat bağlanma ve substrat reaksiyonunun 

verimliliğini göstermektedir. Bu bandın oluĢması gerekmektedir. 

3) Myc bandı: Herhangi bir mikobakteri genotipi varsa oluĢur. 

4) M. tuberculosis kompleks bandı: M. tuberculosis kompleks üyelerinden 

oluĢan amplikonların varlığında band patterni oluĢur. Bu bölgede band 

oluĢmamıĢsa test edilen bakteri M. tuberculosis kompleks'e ait değildir 

ve bu sistemle değerlendirilemez. 

5) Herbir WT bandı: Ġlgili gen bölgelerini (rpoB, katG, inhA, ahpC) 

göstermektedir. Wild tip bölgesinde oluĢan bandlar duyarlılığı, mutasyon 

bölgelerinde oluĢan bandlar ilaç direncini belirlemektedir. Wild tip 
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bölgesinde bant gözlenmeyen herhangi bir pattern çalıĢılan örneğin 

dirençliliğini göstermektedir. 

6) rpoB, katG, inhA MT bandları: Örnek, RIF ve/veya INH‟e dirençli ise 

herhangibir mutant bölge bandı oluĢur. Herhangi bir vahĢi tip bölge 

oluĢmaz ise de örnek dirençlidir (ġekil 2, Tablo 5). 

                                       1         2          3        4         5         6         7         8         9        10  
    

 

ġekil 2. REBA MTB-MDR örnek test stripleri (42) 
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Tablo 5. REBA MTB-MDR örnek test striplerinin yorumlanması (42) 

Prop                                                                                  Strip 
Rifampin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 

 

 

rpoB 

WT1 + + + + + + + + + + 

WT2 + + + - + + + + + + 

WT3 + + + + + + + + + + 

WT4 + + + + + + + + + + 

WT5 + - + + + + + + + + 

M1 - + - - - - - - - - 

M2 - - + - - - - - - - 

M3 - - - + - - - - - - 

Ġzoniazid           

katG WT + + + + - + + + + + 

M - - - - + - - - - - 

 

ĠnhA 

WT1 + + + + + - + + + + 

M1 - - - - - + - - - - 

WT2 + + + + + + - + + + 

M2 - - - - - - + - - - 

 

 

ahpC 

WT1 + + + + + + + - + + 

WT2 + + + + + + + + - + 

WT3 + + + + + + + + + - 

WT4 + + + + + + + + + + 

WT5 + + + + + + + + + + 

Yorum 

S:Duyarlı 

R:Dirençli 

RIFS RIFR RIFR RIFR RIFS RIFS RIFS RIFS RIFS RIFS 

INHS INHS INHS INHS INHR INHR INHR INHR INHR INHR 

 

3.6. Ġstatistiksel Değerlendirme 

Veriler MSExcel ve SPSS for Win. Ver. 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) 

paket programı kullanılarak bilgisayar ortamına aktarıldı. Ortalama değer “aritmetik 

ortalama ± standart sapma” olarak gösterildi. Ġki yöntemin karĢılaĢtırılmasında 

duyarlılık, özgüllük, pozitif prediktif değer (PPD) ve negatif prediktif değer (NPD) 

hesaplandı. Analiz sonuçları % 95 güven aralığında (% 95 CI: Confidence Interval) 

değerlendirildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. SuĢların Genel Özellikleri 

Süleyman Demirel Üniversitesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

Mikrobiyoloji Laboratuvarı‟na 2008-2013 yılları arasında gönderilen klinik 

örneklerden kültür sonucu elde edilen 55 M. tuberculosis kompleks izolatı çalıĢmaya 

dahil edildi. Aynı hastadan sadece bir örnek değerlendirmeye alındı. ÇalıĢmaya 

alınan hastaların 37‟si (%67.3) erkek, 18‟i (%32.7) kadın, 48‟i (%94.1) yeni tanı 

almıĢ, 3‟ü (%5.9) daha önce tanı konulmuĢ ve tedavi almıĢ hastalardı. Dört hastanın 

klinik bilgilerine ulaĢılamamıĢtır. Hastaların yaĢ ortalaması 53±20.2 (19-90 yaĢ)‟dir 

(Tablo 6). ÇalıĢmaya alınan suĢların çoğunluğu solunum yolu örneklerinden izole 

edilmiĢtir (%83.6) (Tablo 7).  

Tablo 6. ÇalıĢmaya alınan 55 suĢun ait olduğu hastaların yaĢlara göre dağılımı 

YaĢ grupları Sayı Yüzde (%) 

16-25 

26-35 

36-45 

46-55 

56-65 

65+ 

7 

8 

5 

7 

12 

16 

12.8 

14.6 

9 

12.8 

21.8 

29 

Tablo 7. ÇalıĢmaya alınan suĢların örneklere göre dağılımı 

Hasta örneği Sayı Yüzde (%) 

Balgam 

BAL 

Doku 

Plevra sıvısı 

Periton sıvısı 

BOS 

41 

6 

3 

2 

2 

1 

74.6 

11 

5.4 

3.6 

3.6 

1.8 

Klinik örneklerden EZN yöntemi ile ARB varlığı değerlendirildikten sonra iki 

farklı kültür yöntemi ile (LJ + MGIT) incelendiler. Kültürde üreyen örneklerde 

MGIT sisteminde ve REBA MTB-MDR testi ile INH ve RIF direnci araĢtırıldı. 

ÇalıĢılan testlerin kalite kontrolü M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) standart 

suĢuyla yapıldı. ÇalıĢılan tüm örneklerin test sonuçları Tablo 8‟de görülmektedir.  
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Tablo 8. ÇalıĢılan hastaların tüm test sonuçları 

 

No 

 

ÖRNEK TÜRÜ EZN TEDAVĠ DURUMU 

DUYARLILIK 

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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ÇalıĢmaya alınan suĢların gönderildiği kliniğe göre dağılımı Tablo 9‟da 

verilmiĢtir. Kültürde üreme saptanan 55 örneğin 12‟sinde (%21.8) EZN boyama 

yöntemi ile ARB pozitif saptanmıĢtır. Bunların 11‟i balgam 1 tanesi doku örneğidir. 

Tablo 9. ÇalıĢmaya alınan suĢların kliniklere göre dağılımı 

Klinikler Sayı Yüzde 

Göğüs Hastalıkları 

Dahiliye 

Genel Cerrahi 

Ġnfeksiyon 

Nöroloji 

Pediatri 

41 

7 

2 

2 

2 

1 

74.6 

12.8 

3.6 

3.6 

3.6 

1.8 

Klinik örneklerin hepsinde MGIT kültür yöntemi ile üreme saptanmıĢtır. Bu 

örneklerin 49‟u (%89) LJ besiyerinde de üretilirken, 6 örnek yalnızca MGIT ile 

üretilmiĢtir. LJ‟de görülen tüm üremeler koloni morfolojisi ve pigment oluĢumu 

açısından incelendiğinde M. tuberculosis kompleks ile uyumluydu (Resim 1; Açık 

krem renkli, kuru, ekmek kırıntısı görünümünde koloniler).Yapılan EZN boyama ile 

ARB pozitifliği doğrulandı. MGIT besiyerlerinden, TBc ID test ile suĢların hepsi M. 

tuberculosis kompleks olarak tanımlandı. 

  

Resim 1. M. tuberculosis kompleks‟in LJ besiyerinde görünümü ve TBc ID test ile 

tanımlanması 
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4.2. Antibiyotik Duyarlılık Test Sonuçları 

Ġlaç direnç dağılımını değerlendirdiğimizde 7 suĢda tek ilaca karĢı, 4 suĢda iki 

ilaca, 3 suĢda ise üç ilaca direnç tesbit edilmiĢtir. MGIT yöntemi ile 2008-2013 

yılları arasında izole edilen suĢların primer antitüberküloz ilaçlara karĢı tek tek ve 

kombine direnç oranları Tablo 10‟da gösterilmiĢtir.  

Tablo 10. Ġzole edilen 55 suĢun primer antitüberküloz ilaçlara direnç oranları 

 Ġlaçlar Sayı Yüzde(%) 

Tek ilaca direnç 

SM 

INH 

RIF 

ETB 

Toplam tek ilaca 

direnç 

1 

3 

1 

2 

7 

1.8 

5.5 

1.8 

3.6 

12.7 

Ġki ilaca direnç 

INH+RIF 

INH+ETB 

INH+SM 

Toplam iki ilaca 

direnç 

1 

1 

2 

4 

1.8 

1.8 

3.6 

7,2 

Üç ilaca direnç 

SM+INH+ETB 

SM+INH+RIF 

Toplam birden 

fazla ilaca direnç 

1 

2 

7 

1.8 

3.6 

12.7 

SuĢların 41‟i (%74.6) primer antitüberküloz ilaca duyarlı bulunmuĢtur. Her 

bir ilacın toplam direnç oranları; SM için 6 suĢ (%10.9), INH için 10 suĢ (%18), RIF 

için 4 suĢ (%7.3), ETB için 4 suĢ (%7.4) olarak tespit edilmiĢtir. ÇĠD-TB oranı %5.6 

(3/55) olarak belirlenmiĢtir (Tablo 11). 

Bu çalıĢmada 13 (%23.6) olguda primer direnç, sadece SM dirençli bir 

(%1.8) olguda ise sekonder direnç tespit edilmiĢtir. Primer ilaç direnci INH için %18, 

RIF için %7.3, ETB için %7.4, SM için %9.1, sekonder ilaç direnci sadece SM‟de 

%1.8 tespit edilmiĢtir. 
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Tablo 11. Her bir ilaç için tespit edilen toplam direnç oranları 

Ġlaçlar 

Direnç 

Sayı Yüzde(%) 

SM 

INH 

RIF 

ETB 

ÇĠD (INH+RIF) 

6 

10 

4 

4 

3 

10.9 

18 

7.3 

7.4 

5.6 

REBA MTB-MDR yöntemi ile ilaç direnci saptamada 6 örnekte DNA 

amplifikasyonu yetersiz olup soluk boyanma saptandığından dolayı iki testin 

karĢılaĢtırılmasında bu suĢlar dahil edilmemiĢtir. 49 örnekte INH ve RIF direncini 

saptamada kullandığımız iki yöntemi birbiriyle karĢılaĢtırdığımızda MGIT‟da RIF 

direnci belirlenen 4 örneğin 3‟ünde REBA MTB-MDR ile direnç saptanmadı. Bir 

örnekte ise her iki yöntemle de direnç saptandı. MGIT ‟da 9 INH direnci belirlenen 

örneğin 7‟sinde REBA MTB-MDR ile direnç saptanmadı. 2‟sinde her iki yöntemle 

de direnç saptandı (Tablo 12). 

Tablo 12. Direnç saptamada kullanılan iki yöntemin ilaçlara göre dağılımı 

 
MGIT + MGIT - 

REBA + REBA - REBA + REBA - 

RĠF 

ĠNH 

1 

2 

3 

7 

- 

1 

45 

39 

RIF direncini saptamada MGIT ile REBA MTB-MDR karĢılaĢtırıldığında 

duyarlılık %25 (CI 4.12-79.6), özgüllük %100, PPD %100, NPD %93.7olarak 

belirlendi. INH direncini saptamada MGIT ile REBA MTB-MDR karĢılaĢtırıldığında 

duyarlılık %22.2 (CI 3.47-59.9), özgüllük %97.5, PPD %66.6, NPD %84.7 olarak 

belirlendi. ÇalıĢmamızdaki kalite kotrol suĢunun, negatif kontrolün ve 10 örneğin 

REBA MTB-MDR test stripleri Resim 2, 3, 4,‟de gösterilmiĢtir. Tablo 13‟de 

fenotipik ve genotipik test sonuçları karĢılaĢtırılmaktadır.  
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Resim 2. Kalite kontrol suĢunun (M. tuberculosis H37Rv) ve negatif kontrolün test stripleri 

 
     1                    2                   3                   4                     5 

 

Resim 3. ÇalıĢmamızdaki REBA MTB-MDR test stripleri;1, 4, 5. stripler: RIF+ INH 

direnci yok, 2. strip: RIF direnci yok + inhA WT1 kaybına bağlı INH direnci, 3. strip: RIF 

direnci yok + katG mutasyonuna bağlı INH direnci 
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        6                        7                       8                       9                      10                   

 

Resim 4. ÇalıĢmamızdaki REBA MTB-MDR test stripleri; 6, 7, 8, 9, 10. stripler: RIF+ INH 

direnci yok 
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Tablo 13. ÇalıĢılan tüm M. tuberculosis izolatlarının REBA MTB-MDR ile 

hibridizasyon paternleri ve fenotipik dirençleri 

 

MGIT 

 

  

RIFRINHR 

 

RIFSINHS 

 

RIFSĠNHR 

 

RIFRĠNHS 

 

RIFRINHR 

 

RIFSĠNHR 

 

RIFSINHS 

rpoB WT1 + + + + + + + 

 WT2 + + + + + + + 

 WT3 + + + - + + + 

 WT4 + + + + + + + 

 WT5 + + + + + + + 

 MT1 - - - - - - - 

 MT2 - - - - - - - 

 MT3 - - - - - - - 

katG WT + + + + + + + 

 MT + - + - - - - 

inhA 

15 

UPS 

WT1 + - + + + + + 

 MT1 - - - - - - - 

inhA 

8UPS 

WT2 + + + + + + + 

 MT2 - - - - - - - 

ahpC WT1 + + + + + + + 

 WT2 + + + + + + + 

 WT3 + + + + + + + 

 WT4 + + + + + + + 

 WT5 + + + + + + + 

Ġzolat sayısı 1 1 1 1 2 5 38 

Mutasyon 

YerleĢimi 

katG inhA katG rpoB Mutasyon 

yok 

Mutasyon 

yok 

Mutasyon 

yok 
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5. TARTIġMA 

Tüberküloz, modern tanı ve tedavi yöntemlerine rağmen dünya genelinde 

olduğu gibi ülkemizde de en önemli sağlık problemlerinden birisidir. DSÖ, 1993 

yılında TB konusunda acil durum ilan etmiĢ ve bütün ülkelerde “Doğrudan Gözetimli 

Tedavi Stratejisi”ni (DGTS) önermiĢtir. Bu stratejide amaçlar; hükümetlerin politik 

kararlılık göstermesi, balgamın mikroskopik muayenesinin yaygınlaĢtırılması, 

gerekli tüberküloz ilaçlarının kesintisiz ve ücretsiz temini, standart kısa süreli tedavi 

rejimlerini direkt gözetim altında uygulamak ve standart kayıt ve rapor sistemi ile TB 

kontrol programının değerlendirilmesi olarak belirlenmiĢtir (43). 

Dünya genelinde TB hastalığının artıĢı konusunda DSÖ, dört önemli unsur 

üzerinde durmuĢtur: 

1. Hükümetlerin hastalığı ihmal etmeleri sonucunda TB kontrol sistemleri 

kötüleĢmiĢ ve hatta birçok yerde kaybolmuĢtur. 

2. Kötü yönetilen veya doğru yaklaĢımların uygulanmadığı TB kontrol 

programları, hastalığın artıĢı yanında ilaca dirençli tüberkülozun artıĢına yol açmıĢtır.  

3. TB ve HIV‟in birlikte olduğu hallerde, HIV‟in endemik olduğu yerlerde 

TB patlayıcı artıĢ yapmıĢtır. 

4. Nüfus artıĢı, TB olgularının sayılarında artıĢa yol açmıĢtır. Hastalık 

insidansının yüksek olduğu ülkelerden göçlerle gelen TB olguları, sanayileĢmiĢ 

ülkelerde artıĢ nedenlerinden birisini oluĢturmaktadır (44).  

DSÖ, 1997 yılından itibaren tüberkülozun kontrolüne dair yıllık rapor 

yayınlamaktadır. Raporun ana amacı, TB epidemisinin geniĢ kapsamlı ve güncel bir 

değerlendirmesini yapmak ve TB tedavi ve kontrolündeki küresel, bölgesel ve 

ülkeler seviyesindeki ilerlemeyi görmektir.  

Tüberküloz tedavisinde 1940‟lı yılların sonlarında ilk antitüberküloz ilaç 

SM‟nin kullanılmaya baĢlanmasıyla birlikte ilaç direnci de görülmeye baĢlanmıĢtır. 

Ġlerleyen yıllarda diğer ilaçların da devreye girmesi ile kombine tedavi protokollerine 

geçilmiĢ ve bu sayede direnç oluĢumunun önüne geçilemese de nüksler önemli 

miktarda azaltılabilmiĢtir. Ancak, yetersiz kontrol programları, ilaçların hatalı reçete 
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edilmesi, kullanım sürelerinin iyi planlanamaması, hasta ilaç uyumsuzluğuna bağlı 

düĢük doz ve sürede ilaç kullanımı, ilaca, tanı merkezlerine ulaĢmadaki zorluklar, 

TB‟la savaĢta kaynak yetersizliği gibi nedenlerle ilaç direnci giderek artıĢ 

göstermiĢtir. Ġlaç direnci ilk defa, 1992 yılında New York Ģehrinde TB hastalarının 

%12'sinin ÇĠD-TB'lu olduğu fark edildiğinde büyük bir problem olarak görülmeye 

baĢlanmıĢtır (3).  

DSÖ‟nün yayınladığı 136 ayrı ülkeden toplanan verilere göre hazırlanan, 

“Küresel Antitüberküloz Ġlaç Direnci 2013 Rapor”unda, ÇĠD-TB insidansının 

bugüne kadar rapor edilen en yüksek seviyeye ulaĢtığı, genel olarak yeni tanı almıĢ 

olgularda %3.6 (2.1-5.1), önceden tedavi almıĢ olgularda %20.2 (13.3-27.2) oranında 

karĢılaĢıldığı bildirilmektedir. En yüksek ÇĠD-TB oranları Doğu Avrupa ve Orta 

Asya ülkelerinde izlenmektedir. Bu ülkelerde yeni vakaların %20‟sinde, önceden 

tedavi almıĢ vakaların %50‟sinde ÇĠD-TB görüldüğü bildirilmiĢtir. ÇĠD-TB 

olgularının %9.6‟sının aynı zamanda AĠD-TB olgusu olduğu görülmüĢtür (1).  

DSÖ'ne göre, bir ÇĠD-TB hastasının yalnızca ilaçlarının maliyeti duyarlı bir 

TB hastasının ilaç maliyetinden 50-200 kat daha fazladır. 2010-2015 yılları arası, 27 

yüksek ÇĠD-TB olgu yükü olan ülkelerde, 1.3 milyon ÇĠD TB vakasının tedavisi için 

tahmin edilen maliyet 16,2 milyar dolardır. TB, tedavi edilebilir bir hastalık olmasına 

rağmen ÇĠD-TB'de kür oranları çok düĢüktür ve ölümcül olabilir. ÇĠD-TB 

tedavisinde kullanılan ikinci seçenek ilaçlar daha az etkili, daha çok yan etkiye sahip 

ve daha pahalı ilaçlardır (4).  

DGTS'nin de ÇĠD-TB prevalansının yüksek olduğu bölgelerde baĢarısız 

olduğu gözlenmiĢtir. Bu nedenle, bu bölgelerde DGTS'nin baĢarıyla uygulanmasına 

ek olarak ilaç duyarlılık testlerinin yapılmasını ve ikinci seçenek TB ilaçlarının 

kullanılmasını içeren DGTS-Artı (DOTS- Plus) uygulamasına geçilmiĢtir. DSÖ, 

daha önce tedavi almıĢ veya ÇĠD-TB olma ihtimali bulunan hastalara mutlaka ilaç 

duyarlılık testlerinin yapılmasını önermektedir. Ayrıca, özellikle HIV'li ve 

mikroskopisi pozitif hastalara mutlaka moleküler yöntemlerle ilaç duyarlılık testi 

yapılmasını önermektedir (44,45). 

Resmi verilere göre Türkiye, TB insidansının orta düzeyde olduğu ülkeler 

arasında yer almaktadır. TB insidansının 1965'de yüzbinde 172, 1980'de yüzbinde 
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52.2, 1990'da yüzbinde 43.8 olduğu belirtilmektedir. Ülkemizde 2005 yılından 

itibaren verem savaĢ dispanserlerine kayıtlı her bir hastanın verisi bireysel olarak 

toplanmakta ve analiz edilerek raporlanmaktadır. Verem SavaĢı 2012 verilerine göre; 

2005 yılında insidans yüzbin nüfusta 26.0, 2006 yılında 25.4, 2007 yılında 25.2, 

2008 yılında 23.4, 2009 yılında 22.0, 2010 yılında 20.6‟dır. Görüldüğü gibi 

tüberküloz insidansı hala yüksek olmasına rağmen, yıllar içerisinde düĢüĢ 

göstermektedir (2,43). 

Verem SavaĢı 2012 raporuna göre; 2010 yılında ilaç duyarlılık testi yapılan 

hastaların sonuçları incelendiğinde; %19.5 en az bir ilaca direnç saptanmıĢtır. En 

yüksek oranlarda direncin %13.3 ile INH‟e karĢı geliĢtiği görülmüĢtür. RIF, ETB, 

SM‟e karĢı direç oranları ise sırasıyla %6.8, %5.2, %9.1‟dir. ÇĠD-TB oranı yeni 

olgularda %2.5, önceden tedavi görmüĢ olgularda %22.8 olarak, toplam %5 olarak 

saptanmıĢtır (2). 

Türkiye‟de TB ilaç direncini ortaya koymak için çok merkezli bir çalıĢma 

yoktur. Yapılan çeĢitli çalıĢmalarda direnç oranları farklı belirlenmiĢtir. Ülkemizde 

direnç durumunu yansıtan en kapsamlı yazı Yolsal ve ark., 1984-1989 ve 1990-1995 

yılları arasında yayınlanmıĢ makalelerden, karĢılaĢtırmalı ilaç direnci analizleri 

yapmıĢlardır. 1984-1989 yılları arasına ait primer ilaç direnç oranları INH, RIF, SM 

ve ETB için sırasıyla %14.4, %5.7, %8.8, %2.2'dir. 1990-1995 arası primer direnç 

oranları INH, RIF, SM ve ETB için sırasıyla %8.8, %8.9, %10.1, %3.0 olarak 

bulunmuĢtur. Sekonder ilaç direnci oranları ise, 1984-1989 arası, INH için %34.1, 

RIF için %23.1, SM için %24.6, ETB için %13.3 olarak belirlenmiĢtir. 1990-1995 

yılları için, sekonder direnç oranları, INH'da %30.1, RIF'de %31.9, SM'de %17.7, 

ETB'de %13.7'dir. 1984-1989 arası toplam direnç oranları, INH'da %27.8, RIF'de 

%22.3, SM'de %22.5, ETB'de %7.8 olarak tespit edilmiĢtir. 1990-1995 dönemine ait 

toplam, INH direnci %23.8, RIF direnci %22.1, SM direnci %17.9, ETB direnci 

%7.7 çıkmıĢtır. AraĢtırmacılar, farklı kaynaklarca verilen direnç oranlarının bir 

homojenlik göstermediğini belirtmiĢlerdir. Ancak, bulgular her ne kadar tartıĢmalı 

olarak değerlendirilse de, Türkiye'de direnç oranlarının geliĢmiĢ ülkelerle 

kıyaslanmayacak ölçüde yüksek olduğu sonucuna varılmıĢtır (46).  
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Arseven ve ark., Doğu Karadeniz bölgesinde yaptıkları çalıĢmada, 1985-1990 

yılları arasında tespit edilen 1388 hastada INH direnci %29.6, RIF direnci %17.1, 

SM direnci %23.3 ve ETB direnci %8.8 olarak bulunmuĢtur. ÇĠD-TB oranı ise 

%9.1'dir. 1993-1994 yıllarında saptanan 333 hastanın INH direnci %34.8, RIF 

direnci %25.2, SM direnci %29.4 ve ETB direnci %10.5 olarak belirlenmiĢtir. ÇĠD-

TB oranı ise %22.5 olarak bulunmuĢtur (47).  

Talay ve ark. 1997-2000 yılları arasında 135'i daha önce hiç tedavi almamıĢ 

185 vaka üzerine yaptıkları bir çalıĢmada, primer ilaç dirençleri INH, RIF, SM, ETB 

için sırasıyla %8.9, %3.0, %13.3, %2.2 olarak bulunmuĢtur. Sekonder ilaç direnç 

oranları ise INH için %22.2, RIF için %22.2, SM için %18.5, ve ETB için %13.9 

olarak bulunmuĢtur. Toplam ilaç direnç oranları ise INH'da %12.7, RIF'de %8.5, 

SM'de %14.8, ETB'de %5.3'dür. ÇĠD-TB açısından incelendiğinde ise primer ÇĠD-

TB oranı %2.9, sekonder ÇĠD-TB oranı %16.6, toplam oran ise %6.8 olarak 

bulunmuĢtur (48).  

Durmaz ve ark. 2000 yılında 88 yeni tüberküloz hastası üzerine yaptıkları bir 

araĢtırmada, tek ilaca direnç oranlarını INH için %10.22, RIF için %0.0, SM için 

%7.95, ETB için %4.54 olarak bulmuĢlardır. Yalnızca iki hastada (%2.26) birden 

fazla ilaca direnç tespit etmiĢlerdir (28). Durmaz tarafından çeĢitli bölgelerden 

yapılan çalıĢmaların analizinde, ÇĠD-TB oranının yeni hastaların izolatlarında %1.3-

4.8, tedavi görmüĢ tüberküloz hastalarında ise %4.4-16.6 arasında bir dağılım 

gösterdiği belirtilmiĢtir (49).  

Isparta yöresinde Yaylı ve ark., 2003 yılında 108 M. tuberculusis izolatında 

yaptığı çalıĢmada, %83.3‟ünün tüm ilaçlara duyarlı olduğunu ve INH, RIF, SM, ETB 

dirençleri sırasıyla %13.88, %1.85, %1.85 ve %0.92 olarak belirlemiĢlerdir. ÇĠD-TB 

oranını ise %2.77 olarak saptamıĢlardır (50) .  

Dündar ve ark. 2007 ve 2008 yıllarını kapsayan çalıĢmasında, 157 M. 

tuberculosis izolatlının duyarlılık testleri MGIT 960 sistemi ile test edilmiĢtir ve 

%66'sı tüm primer ilaçlara duyarlı bulunmuĢtur. Tek ilaca direnç oranı her iki yılda 

%21, ÇĠD-TB oranı 2007‟de %5, 2008‟de %4 oranında bulunmuĢtur. Ġki yılın 

ortalaması olarak en az bir ilaca direnç oranı %34; tek baĢına INH direnci %13, SM 
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direnci %4, ETB direnci %3 bulunurken, tek baĢına RIF direnci gösteren izolata 

rastlanmamıĢtır (51).  

Uçar ve ark., Refik Saydam Hıfzısıhha Merkezi BaĢkanlığı Ulusal Referans 

ve AraĢtırma Laboratuvarına gönderilen ülkemizin 7 farklı bölgesinde yer alan 62 

ildeki hastalara ait örneklerden izole edilen 1091 suĢun direnç oranlarını retrospektif 

olarak değerlendirmiĢtir. SuĢların %14.2‟si test edilen ilaçlardan en az birisine 

dirençli bulunmuĢtur. INH, RIF, SM, ETB‟e karĢı direnç oranları sırasıyla %12.3, 

%10.1, %15.8 ve %6 olarak saptanmıĢtır. ÇĠD-TB oranı %10 olarak belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmada en yüksek ÇĠD-TB oranı %39.3 ile Akdeniz bölgesinde saptanırken, en 

düĢük oran %4.3 ile Ege bölgesinde saptanmıĢtır. Birbirine benzer coğrafi ve 

demografik özellikler gösteren bu iki bölge arasındaki farklılığın, bölgelerden elde 

edilen suĢ sayıları arasındaki farklılıklardan kaynaklanabileceği sonucuna 

varmıĢlardır (52).  

Öz ve ark‟nın 2004-2011 yılları arasında EskiĢehir‟de yaptıkları çalıĢmada 

284 suĢ incelenmiĢ ve tüm izolatların %17.6‟sı test edilen antitüberküloz ilaçlardan 

en az birine dirençli olarak tespit edilmiĢtir. Toplam ilaç direnci INH için %14.4, RIF 

için %7, SM için %2.1, ETB için %2.8 ve ÇĠD-TB oranı %4.6 olarak bildirilmiĢtir 

(53).  

Artan ve ark., 2009-2012 yılları arasında 275 örnekte yaptıkları çalıĢmada 

ĢuĢların %74.5‟ini primer antitüberküloz ilaçların tümüne duyarlı , %25.5 „ini ise en 

az bir ilaca dirençli bulmuĢtur. Antitüberküloz ilaçların toplam direnç durumu INH, 

RIF, SM, ETB için sırasıyla %14.9, %6.2, %9.5, % 7.9 olarak saptanmıĢtır (54).  

ÇalıĢmalara bakıldığında Türkiye‟de direnç oranları INH için %12.7 ile 

%29.6, RIF için %0 ile %22.3, SM için %1.9 ile %29.4, ETB için %0.9 ile %10.5 

arasında bildirilmektedir. Türkiye'de saptanan direnç oranlarının farklı değer 

aralıkları, hasta sayıları, seçilmiĢ hasta grupları, çalıĢmaların yapıldığı bölge ve 

zaman dilimi ile kullanılan çalıĢma yöntemlerinin farklı olmalarının bir sonucu 

olabilir.  

Bu çalıĢmada ilaç duyarlılığı fenotipik yöntem olan MGIT sistemi ile test 

edilmiĢtir. MGIT sistemi tam otomatize ve kolay uygulanabilir olması, 4-13 gün gibi 

kısa sürede sonuç verebilmesi açısından önemli avantajlar sağlamaktadır. Uzun 
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dönemde yapılan karĢılaĢtırmalı çalıĢmalarda MGIT sistemi ile alınan sonuçlar 

referans yöntemlerle alınan sonuçlar ile uyumlu bulunmuĢ, bu sistem CLSI 

tarafından fenotipik antitüberküloz ilaç duyarlılık testleri için önerilen testler 

arasında bildirilmiĢtir (34,55,56). 

ÇalıĢmamızda test edilen 55 izolatın 41‟i (%74.6) primer antitüberküloz 

ilaçlara duyarlı, 14‟ü en az birine dirençli (%25.4) bulunmuĢtur. Her bir ilacın toplam 

direnç oranları; INH için %18, RIF için %7.3, SM için %10.9, ETB için %7.4 olarak 

tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda en yüksek ilaç direnci INH için belirlenmiĢtir. 

Ülkemizde yapılan çalıĢmalarda genel olarak INH ve SM dirençlerinin yüksek 

olduğu gözlenmektedir. Bu durumun INH ve SM‟nin tedavi ve profilakside en fazla 

kullanılan ilaçlar olmasına bağlı olabileceği düĢünülmektedir. Dirençte görülen artıĢ 

her yeni TB vakasının primer antitüberküloz ilaçlara dirençli olma olasılığının arttığı 

anlamına gelmektedir. Tedavi planlanırken bunun dikkate alınması gerekmektedir. 

Bu çalıĢmadaki INH direnç oranı geçmiĢde bildirilmiĢ oranlara benzer olmakla 

birlikte Verem SavaĢı 2010 verilerine (%13.3) göre Türkiye ortalamalarının üstünde 

çıkmıĢtır. Diğer ilaçların direnç oranları ise Türkiye ortalamalarına yakın 

bulunmuĢtur.  

Bu çalıĢmada 13 (%23.6) olguda primer direnç, sadece SM dirençli bir 

(%1.8) olguda ise sekonder direnç tespit edilmiĢtir. Primer ilaç direnci INH için %18, 

RIF için %7.3, ETB için %7.4, SM için %9.1, sekonder ilaç direnci sadece SM‟de 

%1.8 tespit edilmiĢtir. Ġlaç kullanan hastalarda direncin daha yüksek olduğu 

bilinmektedir. Bu çalıĢmada sekonder ilaç direncinin düĢük olması tedavi alan 

hastaların sayısının az olması ile açıklanabilir. ÇĠD-TB oranı çalıĢmalarla uyumlu 

olarak %5.6 olarak belirlenmiĢtir.  

TB basilinin saptanmasının ve kültürde üretilmesinin ardından mikrobiyoloji 

laboratuvarının en önemli görevi öncelikle tedavide ilk seçenek olan primer ilaçlara 

karĢı duyarlılık testi yapılmasıdır. Her ne kadar geliĢtirilen fenotipik yöntemler M. 

tuberculosis kompleks suĢlarının üreme ve ilaç duyarlılık testleri zamanını oldukça 

azaltmıĢ olsa da hala ilaç direncinin belirlenmesi için gerekli sürenin kısaltılmasına 

ihtiyaç vardır. DSÖ, özellikle ilaç direnci olma ihtimali yüksek olan olgularda, 

moleküler hızlı ilaç duyarlılık testlerini önermektedir. Bu sebeple son yıllarda 



44 

 

 

mikobakterilerin tür tanımlanması ve ilaç duyarlılıklarının hızlı tespiti için birçok 

moleküler yöntem geliĢtirilmiĢtir. Moleküler teknikler bir iĢ günü içinde M. 

tuberculosis kompleks suĢlarının tanısını ve ilaç direncinin tahmin edilmesini 

sağlamaktadır (6,34,49).  

M. tuberculosis‟in ilaç direncinin moleküler temeli yeni hızlı tanısal testlerin 

ortaya çıkarılmasını olanaklı hale getirmiĢtir. Kullanım kolaylığı nedeniyle en çok 

tercih edilen moleküler yöntemlerden birisi katı faz hibridizasyon yöntemidir. Bu 

yöntem ile bir yüzeye bağlanmıĢ mutasyonlara özgü problar kullanılarak, amplifiye 

edilen bakteri kromozomundaki ilaç direncine yol açan değiĢimler 

saptanabilmektedir. Inno- LiPA RIF TB ve GenoType MTBDR/MTBDRplus DNA 

strip testleri ticari olarak temin edilen hızlı testler olup, multipleks PCR (wild tip ve 

spesifik mutasyona uğramıĢ suĢları ayırımını yapan) ve ters hibridizasyon esasına 

dayanmaktadır (6). Inno- LiPA RIF TB testi son yıllarda sıklıkla kullanılmaktadır. 

Ancak bu test ile sadece rpoB gen bölgesindeki mutasyonların varlığı 

değerlendirilebilmektedir. Birinci kuĢak GenoType MTBDR testi rpoB ve katG gen 

bölgelerindeki nokta mutasyonlarının varlığını tespit edebilmektedir. Bu test rpoB 

geninin 81 bp‟lik “hot spot” bölgesindeki en sık ortaya çıkarılan kodon 516, 526, 

531‟deki dört farklı mutasyonu ve katG gen bölgesi kodon 315‟deki iki farklı 

mutasyonu tespit edebilmektedir. Bu sebeple Genotype MTBDR testi RIF ve INH‟e 

karĢı direnci aynı anda tespit edebilme avantajına sahiptir. Genotype MTBDR 

yönteminin bir üst versiyonu olan Genotype MTBDRplus yöntemiyle, RIF direncini 

belirleyen rpoB bantlarının sayısı artırılarak testin RIF direncini belirleme duyarlılığı 

arttırıldığı gibi, INH direncini belirlemek için inhA gen bölgesini içeren bant 

paternleri de DNA striplerine yerleĢtirilmiĢtir. Bu sayede ikinci kuĢak GenoType 

MTBDRplus tekniği ile düĢük ve orta düzey INH direncine neden olan inhA gen 

bölgesindeki mutasyonlarıda saptanabilmektedir (6,24,57).  

DNA strip testlerinden en yenisi REBA MTB-MDR ticari kitidir. Diğer 

kitlerden farklı olarak bu testte rpoB, katG, inhA promotor bölgesine ek ahpC 

intergenik bölge analizine imkan vermektedir. Bu test, rpoB geninin 81 bp‟lik “hot 

spot” bölgesindeki 531,533,516 üç farklı mutasyonu ve katG gen bölgesindeki en sık 

rastlanan kodon 315‟deki bir mutasyonu, inhA promotor bölgesindeki iki mutasyonu 

tespit edebilmektedir. Bu test diğer srip testlerinden farklı olarak 526. kodondaki iki 
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mutasyon yerine 533. kodondaki mutasyon probunu içermektedir. Çünkü 526. kodon 

oldukça polimorfizm göstermektedir ve 533 kodondaki mutasyon genellikle 

fenotipik duyarlılık testleri ile kaçırılan klinik olarak önemli düĢük düzey RIF direnci 

ile iliĢkilidir (33,58) 

Hillemann ve ark 103‟ü ÇĠD-TB ve 40 INH ve RIF duyarlı toplam 143 suĢ ile 

yaptıkları çalıĢmalarında DNA sekans analizi ve Genotype MTBDR testini 

kıyaslamıĢlar, 103 ÇĠD izolatın 102'sinde rpoB gen bölgesinde bir mutasyona 

rastlamıĢlardır. En sık kodon 531'de direnç paterni saptanmıĢtır. 103 örneğin 

%88.4‟ünde katG kodon 315'de direnç görülmüĢtür. Duyarlı suĢların hiç birinde 

mutasyon paterni bulunmamıĢtır. Genotype MTBDR'nin duyarlılık ve özgüllüğünü 

sırasıyla RIF için %99, %100; INH için %88, %100 olarak bulmuĢlardır (59). 

ÇavuĢoğlu ve ark. proporsiyon metodu ile 37'si ÇĠD-TB 41 RIF dirençli 

bulunan izolatlar üzerinde Genotype MTBDR testini sekans analizi ile 

karĢılaĢtırmıĢlardır. RIF dirençli izolatların, %53.7‟sinde bu yöntemle mutasyon 

problarıyla hibridizasyon gözlenmiĢtir. 41 RIF dirençli izolatın 17'sinde (%41.5) en 

az WT rpoB problarından birinde negatif sinyal gözlenmiĢtir. En sık rastlanan 

mutasyon kodon 531'de (%56.1) görülmüĢtür. Ġki RIF dirençli izolat Genotype 

MTBDR ile RIF duyarlı olarak tespit edilmiĢtir. 41 izolatın 39 tanesinde RIF 

direncini tespit eden Genotype MTBDR yönteminin, RIF direncini belirleme oranı 

%95.1 olarak bulunmuĢtur. 37 INH dirençli izolatın 27'sinde (%73) kodon 315'de 

mutasyon tespit edilmiĢtir. Bu izolatlardan sadece 31 tanesi yüksek düzey INH 

direnç paterni taĢıdığından dolayı, Genotype MTBDR yönteminin yüksek düzey INH 

direncini belirleme oranı %87.1 (27/31) olarak tespit edilmiĢtir (60) 

Miotto ve ark. 2002-2005 yılları arasında Ġtalya'da yaptığı çalıĢmada, 

proporsiyon metodu ile 139 ÇĠD-TB, 37 bir veya çok ilaca dirençli ve 30 duyarlı 

izolatta Genotype MTBDR yöntemini test etmiĢtir. Bu yöntemin duyarlılığı, RIF, 

INH direnci ve ÇĠD-TB suĢlar için sırasıyla %91.5, %67.1, %69.8 olarak, 

özgüllüğünü ise yine aynı sırayla, %99.3, %100, %99.3 olarak hesaplanmıĢtır (6) . 

Aslan ve ark., MGIT 460 sistemi ile RIF direnci saptanan 1, INH direnci 

saptanan 15 ve ÇĠD-TB saptanan 10 M. tuberculosis suĢunda Genotype MTBDR 

yöntemini test etmiĢlerdir. RIF'e dirençli izolatlatların %36.3 rpoB bölgesinde 531. 
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ve %9.1 516. kodonda mutasyon bulunduğu gözlenmiĢtir. %36.4 WT hibridizasyon 

probunda hibridizasyon gözlenmemesi ile ortaya çıkarılan mutasyonlar da mevcuttur. 

Ġzolatların %81.8'ini Genotype MTBDR yöntemiyle RIF'e dirençli olarak tespit 

etmiĢlerdir. INH dirençli izolatların %64‟ü doğru olarak tespit edilmiĢtir. Bu 

izolatların %56‟sında katG T1 mutasyon probunda, S315T1 mutasyon tipini taĢıdığı 

saptanmıĢtır. Genotype MTBDR testi ile fenotipik duyarlılık testi arasındaki uyum 

oranı RIF için %81, INH için % 64 olarak belirlenmiĢtir (61).  

Güney‟in 2011 yılında Bactec 460 yöntemiyle testini karĢılaĢtırdığı 

çalıĢmada, Genotype MTBDR‟nin RIF dirençli ve ÇĠD suĢlar için duyarlılığı %100, 

özgüllüğü %100 olarak tespit edilmiĢtir. INH direnci belirlemek için ise duyarlılığı 

%78.6 ve özgüllüğü %100 olarak saptanmıĢtır (62). 

Genotype MTBDR yönteminin RIF direncini belirlemede büyük bir 

duyarlılığa sahip olduğu ancak INH direncini belirlemede bazı dezavantajları olduğu 

ve INH direncine neden olan farklı gen bölgelerini de (düĢük düzey dirençten 

sorumlu) içerecek Ģekilde bir yapılanmanın, testin duyarlılığını ve güvenilirliğini 

daha da arttıracağı düĢünülmektedir. Nitekim Hillemann ve ark. yaptığı çalıĢmada, 

75 ÇĠD, 50 duyarlı toplam 125 suĢta Genotype MTBDR ve Genotype MTBDRplus 

testleriyle direnç araĢtırmıĢlardır. Duyarlı 50 suĢta her iki test tarafından WT probları 

gösterilmiĢ ve mutasyon saptanmamıĢtır. 75 ÇĠD suĢun 65 (%86.7)‟inde her iki testin 

sonuçları DNA sekans analizi ve fenotipik DST ile aynı tespit edilmiĢtir. 74 (%98.7) 

örnekte her iki test RIF direnci tespit etmiĢ fakat 1 tane RIF direnci saptanamamıĢtır, 

bu örnekteki mutasyonun rpoB “hot spot” bölge dıĢında olduğu bildirilmiĢtir. Her iki 

test 65 örnekte INH direncini doğru yakalamıĢtır. MTBDR testi 3 (%4) suĢu INH‟e 

duyarlı tespit etmiĢtir. Oysa ki MTBDRplus testi bu suĢlarda inhA‟daki mutasyona 

bağlı olarak INH‟e dirençli tespit etmiĢtir. MTBDR testi 7 (%9.3) suĢta INH 

direncini tespit etmekte yanılmıĢtır. Bunlardan 2 tanesinde ahpC gen mutasyonu 

gösterilmiĢtir. Altın standart olarak bilinen konvansiyonel testlere göre 

değerlendirildiğinde, MTBDR testinin duyarlılığı RIF için %97.8, INH için ise 

%88‟dir. MTBDRplus duyarlılığı INH için %92‟dir. Her iki testin özgüllüğü INH 

için %100 dür. Bu çalıĢmada eklenen probların INH direncini saptama oranını %3 

arttırdığını belirlemiĢlerdir (63).  
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Lacoma ve ark. 62 klinik örneğin değerlendirilmesinde Bactec 460 sistemiyle 

Genotype MTBDRplus yöntemini karĢılaĢtırmıĢtır. INH ve RIF duyarlılığını sırasıyla 

%73 ve %91.7 olarak belirlemiĢtir. INH‟deki yanlıĢ negatifliğin çeĢitli izolatlarda 

direncin katG bölgesi dıĢındaki bir bölgeden kaynaklanabileceği bildirilmiĢtir. 

Genotype MTBDRplus yönteminde yeni bantların eklenmesiyle testin RIF direncini 

belirlemede duyarlılığının %8.4, INH direncini belirlemede de %31.4 oranında artıĢ 

gösterdiği belirtilmektedir (64).  

Cho ve ark. tarafından yapılan çalıĢmada 198‟i ÇĠD-TB, 17‟si RIF dirençli ve 

200 duyarlı toplam 492 M. tuberculosis izolatında fenotipik yöntem ile REBA MTB-

Rifa testi karĢılaĢtırılmıĢtır. RIF dirençli 215 izolatın 211‟i bu test ile dirençli 

saptanmıĢtır. Direnç belirlenemeyen 4 suĢun 3 tanesinde DNA dizi analizi ile 

mutasyonların rpoB “hot spot” bölgesi dıĢında olduğu bildirilmiĢtir. Bu testin 

duyarlılığı %98.1, özgüllüğü %100 olarak bulunmuĢtur. En sık 531. kodonda ve 516 

-531. kodonların birlikte görüldüğü mutasyon paternleri tespit etmiĢlerdir. Bu 

mutasyon oranlarının Avrupa, Afrika ve Amerika verilerinden biraz yüksek 

olduğunu ve görülen mutasyon farklılıklarının ırk farklılığına, ülkeler arasında 

değiĢik tedavi protokollerine ve hastaların tedaviye uyumuna bağlı olabileceğini ileri 

sürmüĢlerdir (58). 

Bizim çalıĢmamızda kullanılmıĢ olan REBA MTB-MDR yöntemi ile 

yapılmıĢ literatürde ulaĢabildiğimiz tek çalıĢma olan Bang H ve ark.‟nın 

çalıĢmasında 134 ÇĠD, 40 sadece INH dirençli, 2 sadece RIF dirençli, 64 duyarlı 

toplam 240 suĢ test edimiĢtir. RIF dirençli 136 izolatın, 132 (%97) tanesinde bu 

yöntemle direnç tespit etmiĢlerdir. En sık rastlanan mutasyon kodon 531'de 

görülmüĢtür. 104 RIF duyarlı izolatın tamamı da bu testle duyarlı bulunmuĢtur. 174 

INH dirençli izolatın 141'inde (%81) bu yöntemle direnç tespit edilirken 

çoğunluğunda katG geninde kodon 315'de mutasyon tespit etmiĢlerdir. 10 (%5.8) 

izolatta sadece oxyR-ahpC intergenik bölgede mutasyon saptanmıĢtır. 66 INH duyarlı 

ĢuĢu bu yöntemle de duyarlı bulmuĢlardır.134 ÇĠD suĢun 107‟sinde direnç, 64 RIF 

ve INH duyarlı izolatta herhangi bir direnç saptamamıĢlardır. REBA MTB-MDR 

testi fenotipik ilaç duyarlılık testi ile karĢılaĢtırıldığında duyarlılığı %79.8, özgüllüğü 

ise %100 olarak hesaplanmıĢtır. Testin INH direncini saptamayı %5.7 ve ÇĠD-TB 

saptamasını %6.8 arttırdığı belirtilmiĢtir. ArtıĢ nedeninin teste oxyR-ahpC intergenik 
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bölge probunun eklenmesi olduğunu ileri sürmüĢlerdir. Bu testin ÇĠD-TB tanısını 

daha hızlı koyması için prospektif klinik çalıĢmaların devam etmekte olduğu 

bildirilmiĢtir (33). 

ÇalıĢmamıza 1 RIF dirençli, 7 INH dirençli, 3 ÇĠD ve 44 tane bu iki ilaca 

duyarlı toplam 55 suĢ dahil edilmiĢtir. 6 suĢ pozitif hibridizasyon bandı olmasına 

rağmen, bazı probların renklerinde belirsiz solmalar nedeniyle PCR aĢamasında 

sorun olduğu düĢünülüp değerlendirme yapılmamıĢtır. RIF dirençli 4 izolatın sadece 

birinde rpoB bölgesinde WT3‟de negatif hibridizasyon sinyali alınmıĢtır, mutasyon 

tespit edilmemiĢtir. INH dirençli 9 izolatın birisinde katG mutasyonu birinde de inhA 

WT1 probunda negatif hibridizasyon sinyali alınmıĢtır. INH duyarlı bir suĢta inhA 

WT1 probunda negatif hibridizasyon sinyali alınmıĢtır. RIF direncini saptamada 

MGIT ile REBA MTB-MDR karĢılaĢtırıldığında duyarlılık %25 (CI 4.12-79.6), 

özgüllük %100, PPD %100, NPD %93.7 olarak belirlendi. INH direncini saptamada 

ise duyarlılık %22.2 (CI 3.47-59.9), özgüllük %97.5, PPD %66.6, NPD %84.7 olarak 

belirlendi.  

Bizim çalıĢmamızdaki duyarlılık oranları literatürdekilerden oldukça düĢük 

bulunmuĢtur. Bunun nedeni bu testlerde sadece yaygın mutasyonların hedeflenmesi 

ve çalıĢılan izolat sayısının az olmasından kaynaklanmıĢ olabilir. Bu çalıĢma, Isparta 

yöresinde yapılan TB ilaç direncini saptamaya yönelik ilk moleküler çalıĢma 

olmasından dolayı bölgemizde ilaç direncine neden olan mutasyon paternleri 

bilinmemektedir. Bu testle saptanan gen mutasyonları dıĢında veya baĢka 

mekanizmalar dirence neden olabilir. Türkiye‟de ilaç direncine neden olan 

mutasyonların ve mekanizmaların belirlenmesi için çok merkezli daha kapsamlı 

çalıĢmalara ihtiyaç vardır. REBA MTB-MDR testi yeni kullanıma giren bir 

yöntemdir. Bu yöntemle yapılan çalıĢma sayısı çok kısıtlıdır. Bu testin 

güvenilirliğini değerlendirecek daha fazla çalıĢmaya ihtiyaç vardır. ÇalıĢmamızda 

fenotipik ilaç duyarlılık yöntemi olarak BACTEC MGIT 960 sistemi kullanılmıĢtır. 

MGIT 960 sistemi dahil tüm ilaç duyarlılık testlerinde yöntemin validasyonu ve 

verifikasyonu için sürekli iç ve dıĢ kalite kontrol programları ile denetlenmesi 

gerekmektedir. 
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ÇalıĢmamızda teknik ve maddi olanaksızlıklar nedeniyle DNA dizi analizi ve 

ilaç duyarlılık testlerinde altın standart kabül edilen konvansiyonel yöntemlerle 

direnç tespiti yapılamamıĢtır. Sonuçların daha doğru bir Ģekilde yorumlanabilmesi 

için bu yöntemlerle birlikte yapılan ve izolat sayısının yüksek olduğu çalıĢmalara 

ihtiyaç vardır. 

Sonuç olarak hiçbir laboratuvar testi %100 güvenilir değildir. TB tanısında 

mevcut durum göz önüne alındığında, mikroskopik inceleme, fenotipik yöntemler ve 

moleküler yöntemler gibi birden fazla testin kombinasyonu, güvenilir ve doğru 

sonuçların alınması için gereklidir. Ayrıca ÇĠD-TB‟nin yaygın olduğu bölgelerde 

hızlı moleküler duyarlılık testlerinin kullanımı erken tedavi ve bulaĢın önlenmesinde 

faydalı olacaktır. Ancak, hiçbir moleküler yöntemin klasik kültür bazlı ilaç duyarlılık 

testlerinin yerini tamamen alamayacağı unutulmamalıdır. 
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ÖZET 

Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesinde Klinik Örneklerden 

Ġzole Edilen Mycobacterium tuberculosis Kompleksinde Ġzoniazid ve Rifampisin 

Direncinin Yeni Bir Reverse Blot Hibridizasyon Yöntemi (REBA MTB-MDR) 

ile Hızlı Tanısının AraĢtırılması 

Dirençli Mycobacterium tuberculosis kompleksi klinik izolatlarının hızlı 

tespiti, erken ve uygun tedavinin planlanmasında en önemli basamaktır. REBA 

MTB-MDR (YD Diagnostics, Korea), klinik izolatlarda rpoB, katG, inhA, ahpC gen 

mutasyonlarının hızlı tespiti için tasarlanan ve ticari olarak temin edilen reverse blot 

hibridizasyon esaslı bir DNA strip testidir.  

Bu çalıĢmada, fenotipik ilaç duyarlılık testi olan BACTEC MGIT 960 

(Becton Dickinson) ile INH direnci saptanan 7, RIF direnci saptanan 1, INH + RIF 

direnci (ÇĠD) saptanan 3, bu iki ilaca duyarlı 44 olmak üzere toplam 55 M. 

tuberculosis kompleksi klinik izolatının INH ve RIF direnci ile iliĢkili mutasyon 

tiplerinin REBA MTB-MDR testi ile belirlenmesi ve testin tanısal performansının 

BACTEC MGIT 960 ile karĢılaĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

ÇalıĢılan 55 izolatın fenotipik yöntemle 41‟i (%74.6) primer antitüberküloz 

ilaca duyarlı, 14‟ü dirençli (%25.4) bulunmuĢtur. Her bir ilacın toplam direnç 

oranları; INH için %18, RIF için %7.3, SM için %10.9, ETB için %7.4 ve ÇĠD oranı 

%5.6 olarak tespit edilmiĢtir. 

REBA MTB-MDR MGIT 960 ile karĢılaĢtırılarak değerlendirildiğinde RIF 

direncini saptamada duyarlılık %25 (CI 4.12-79.6), özgüllük %100, PPD %100, NPD 

% 93.7 olarak, INH direncini saptamada ise duyarlılık %22.2 (CI 3.47-59.9), 

özgüllük %97.5, PPD %66.6, NPD %84.7 olarak belirlendi. 

Literatürle birlikte değerlendirildiğinde DNA strip testinin, dirençli M. 

tuberculosis kompleksi klinik izolatlarında en yaygın görülen mutasyonların hızlı 

tespitinde faydalı olabileceği ve uygun tedaviye baĢlamada hız kazandıracağı 

kanısına varılmıĢtır. Ancak bu testin sık görülmeyen mutasyonları belirlemedeki 

kısıtlılığından ve ilaç direncine neden olan baĢka mekanizmalardan dolayı rutin 

klinik laboratuvarlarda konvansiyonel duyarlılık testleri ile beraber kullanılması 

gerekmektedir. 
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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 (CI 

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.  
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