
KLİNİK ÖRNEKLERDEN İZOLE EDİLEN TÜBERKÜLOZ BASİLİ KOMPLEKSİNİN  MAJÖR
ANTİTÜBERKÜLOZ İLAÇLARA DİRENÇ ORANLARI*

Adil KARADAĞ*, Murat TOKAÇ*,  Abdullah GÜVENLİ*,  Mustafa SÜNBÜL**, Murat GÜNAYDIN*,
Ahmet SANİÇ*

*   Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, SAMSUN
** Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi, Klinik Mikrobiyoloji ve İnfeksiyon Hastalıkları Anabilim Dalı, SAMSUN

ÖZET

Ülkemizde ve tüm dünyada çoklu ilaç dirençli tüberküloz olgularının artışı önemli bir halk sağlığı sorunu olarak
karşımıza çıkmaktadır. Çalışmamızda laboratuvarımızda izole edilen Mycobacterium tuberculosis kompleksi suşlarının
major  antitüberküloz ilaçlara  gösterdikleri direnç oranlarının belirlenmesi amaçlanmıştır.

Hastalardan izole edilen 50 M.tuberculosis kompleksi’nin 34’ü  balgam, 6’sı  idrar, 3’ü  torasentez ve 7’si  diğer klinik
materyalden üretilmiştir. Suşların antitüberküloz ilaçlara duyarlılıkları radyometrik proporsiyon metodu ile belirlenmiştir.
Duyarlılık testi için streptomisinin 2 ve 6 µg/ml, izoniazidin 0.1 ve 0.4 µg/ml, rifampisinin 2 µg/ml, etambutolün 2.5 µg/ml
ve pirazinamidin 100 µg/ml’lik konsantrasyonları kullanılmıştır.

Suşların 8’i  (6 suş 0.1 µg/ml, 2 suş 0.4 µg/ml)  izoniazide, 2’si  rifampisine ve 2’si  streptomisine (2 ve 6 µg/ml)  direnç
gösterirken, etambutol ve pirazinamide 1’er  dirençli suş tesbit edilmiştir. Bu suşlardan 1’i izoniazid, rifampisin ve
streptomisine, 1’i izoniazid ve rifampisine, 1’i izoniazid ve streptomisine, 1’i izoniazid ve pirazinamide dirençli bulunmuştur.

Sonuç olarak 50 tüberküloz basili kompleksinin 9’u (% 18)  major antitüberküloz ilaçlara karşı dirençli bulunmuş,
bu suşlardan 2’sinin izoniazid ve rifampisine dirençli olduklarından çoklu ilaç dirençli tüberküloz izolatı oldukları saptanmıştır.

Anahtar sözcükler: antitüberküloz ilaçlar, Mycobacterium tuberculosis kompleks

SUMMARY

Resistance Ratio to Major Antituberculosis Drugs of Tuberculosis Complex Bacilli Isolated from Clinical
Samples

The increase of multidrug resistance in tuberculosis appears as an important public health problem both in our country
and in the world. The aim of this study is to determine the rate of resistance to major antituberculosis drugs of Mycobacterium
tuberculosis complex strains isolated in our laboratories.

Out of 50 strains, 34  were isolated from sputum, 6 from urine, 3  from thoracentesis, 7 from other samples. The
susceptibility of the strains to antituberculosis drugs were determined by radiometric proportional method. The concentrations
of the drugs used were 2 and 6 µg/ml for streptomycin, 0.1 and 0.4  µg/ml for isoniazid, 2  µg/ml for rifampin, 2.5  µg/ml
for ethambutol  and 100 µg/ml for pyrazinamide.

Eight  strains were found to be resistant to isoniazid (6 strains to 0.1 µg/ml and 2 strains to 0.4 µg/ml), 2 strains to
rifampin, 2  strains to streptomycin and 1 strain for each of ethambutol and pyrazinamide. One strain was resistant to
isoniazid, rifampin and streptomycin; 1 strain to isoniazid and rifampin; 1 strain to isoniazid and streptomycin; 1 strain
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GİRİŞ

Günümüzde dünyada her yıl % 95’i gelişmekte olan
ülkelerde olmak üzere 10 milyon yeni tüberküloz olgusunun
geliştiği ve yılda 3.5 milyon kişinin öldüğü tahmin edilmektedir.
Ülkemizde de tüberküloz endemik bir hastalık olup, insidansın
1999’da 28/100,000 olduğu bildirilmiştir(9).

Mycobacterium tuberculosis kompleksinin klasik metodlar
ile identifikasyonu ve antitüberküloz ilaçlara duyarlılığının
belirlenmesi uzun zaman almaktadır. Tanı ve antibiyotik
duyarlılığının saptanmasında hızlı ve güvenilir yöntemlerin
geliştirilmesi amacıyla çalışmalar devam etmektedir.
Laboratuvarlarımızda kullanımı yaygınlaşan hızlı kültür
sistemleri ile izolasyon-identifikasyon yanı sıra major
antitüberküloz ilaçlara duyarlılık testleri de çalışılabilmektedir.
Hızlı kültür sistemleri ile duyarlılık testleri 4-12 gün gibi kısa
sürelerde sonuçlanmaktadır. Bactec 460 TB, MGIT 960 ve
BacT/Alert MB’nin yanı sıra Dio-TK Scan kültür sistemleri
ile major tüberküloz ilaçlarına duyarlılık testleri çalışılabilmek-
tedir(8,11,19,20).

Çalışmamızda laboratuvarımızda tanımlanan tüberküloz
basili kompleksi suşların antitüberküloz ilaçlara direnç
oranlarının hızlı ve güvenilir bir yöntem olan radyometrik
proporsiyon yöntemi (Becton Dickinson, Sparks, Maryland,
USA) ile  belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Merkez
Laboratuvarı Tüberküloz Ünitesine başvuran hastalardan izole
edilen 50 Mycobacterium tuberculosis kompleksi suşun
radyometrik proporsiyon yöntemi(5) ile major antitüberküloz
ilaç duyarlılıkları belirlenmiştir. Bu suşların 34’ü balgamdan,
6’sı idrardan, 3’ü torasentez ve 7’si diğer klinik materyallerden
izole edilmiştir. Duyarlılık testi için kullanılan konsantrasyonlar
Tablo 1’de sunulmuştur .

Tablo 1: Duyarlılık testi için kullanılan konsantrasyonlar (5).

Streptomisin, izoniazid, rifampisin, etambutol duyarlılık
testinde besiyeri olarak Bactec 12B şişeleri, pirazinamid
duyarlılığı için pH’ı 6.0 olan özel olarak üretilmiş Bactec
PZA duyarlılık test şişeleri kullanılmıştır.

Mikroskop incelemesinde aside dirençli boyandığı, NAP
ve Accu-Probe (GenProbe, San Diago, CA, USA) yöntemi
ile M.tuberculosis kompleksi olduğu saptanan klinik izolatların
Bactec 12B şişesindeki üreme indeksleri (Growth Indeks =
GI ) 500-800’e ulaştığında antitüberküloz ilaç duyarlılık testi
başlatılmıştır. GI 800-999 arasında olanlar 1:1 oranında dilüe
edildikten sonra duyarlılık testine alınmıştır.

Antibiyotik duyarlılık testi için SIRE (Streptomisin,
isoniazid, rifampisin, etambutol) kitinden antitüberküloz
ilaçların tablo 1’de sunulmuş olan kritik konsantrasyonları
hazırlanmış ve Bactec 12B şişelerine 0.1 ml konmuştur.
Üremeyi kontrol etmek amacıyla herhangi bir ilaç içermeyen
kontrol  Bactec 12B şişesi (C=0) kullanılmıştır. Bu şişeye de
kültür örneğinden 0.1 ml eklenmiştir. Ayrıca dirençli/duyarlı
ayrımında kullanabilmek için, C=100 adı verilen ikinci bir
Bactec 12B kontrol şişesi kullanılmıştır.  Kontrol C=100’ü
hazırlamak amacı ile, yüz kat dilüe bakteri süspansiyonu elde
etmek gerekmektedir. Bu amaçla, içinde 9.9 ml dilüsyon sıvısı
bulunan DF şişesine yukarıda sözü edilen kültür örneğinden
0.1 ml konmuş ve vortekslenmiştir. Hazırlanan bu bakteri
süspansiyonundan (DF şişesinden) 0.1 ml bakteri süspansiyonu
 alınarak, içinde herhangi bir antitüberküloz ilaç bulunmayan
C=100 kontrol Bactec 12B şişesine  inoküle edilmiştir.

Şişeler 37ºC‘de  karanlıkta inkübe edilmiş ve her gün
aynı saatte Bactec 460 cihazında okutulmuştur. C=100 kontrol
şişesinde GI’i 30 ve üzerine ulaşınca test sonlandırılmış,
kontrol ve ilaç içeren şişelerin, bir gün önceyle karşılaştırarak,
GI farklılıkları (∆ GI) hesaplanmıştır. Kontrol C=100 şişesinin
∆ GI > ilaçlı şişenin ∆ GI = duyarlı, C=100 şişesinin ∆ GI <
ilaçlı şişenin ∆ GI =  dirençli olarak belirlenmiştir(5).

Pirazinamid, tüberküloz basillerine karşı sadece düşük
pH’da aktif olan bir antimikrobiyal ajan olduğundan,
pirazinamid duyarlılığı için pH değeri 6.0 olan özel hazırlanmış
şişeler kullanılmıştır. Test için GI = 500-999’a ulaşmış Bactec
12B şişesi poli-oksi-etilen-stearat (POES) solüsyonu ile 1/10
dilue edildikten sonra biri pirazinamid içeren, diğeri içermeyen
olmak üzere iki pirazinamid şişesine kültürden 0.1’er ml
konmuş ve şişeler 37ºC’de karanlıkta inkübe edilmiştir. Şişeler
her gün yaklaşık aynı saatte okutulmuştur. Pirazinamid
konulmamış şişenin GI’i 200’e ulaşınca test sonlandırılmıştır.
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Pirazinamid şişesinin GI < kontrol şişesinin GI’nin %10’u =
duyarlı, pirazinamid şişesinin GI > kontrol şişesinin GI’nin
%10’u= dirençli olarak kabul edilmiştir(5).

Hem isoniazide, hem rifampisine dirençli suşlar çoklu
dirençli olarak kabul edilmiştir(7).

BULGULAR

Suşların 8’inde (6 suş 0.1 µg/ml, 2 suş 0.4 µg/ml)
izoniazide, 2’sinde rifampisine ve 2’sinde (2 ve 6 µg/ml)
streptomisine direnç gözlenirken, etambutol ve pirazinamide
1’er dirençli suş gözlenmiştir. Bu suşlardan 1’i izoniazid,
rifampisin ve streptomisine, 1’i izoniazid ve rifampisine, 1’i
izoniazid ve streptomisine, 1’i izoniazid ve pirazinamide
dirençli bulunmuştur. Antitüberküloz ilaçlara  direnç oranları
tablo 2’de ayrıntılı olarak verilmiştir.

Tablo 2: İzole edilen 50 suşun antitüberküloz ilaçlara  direnç oranları.

Çalışmaya alınan 50 tüberküloz basili kompleksinin
9’unda (% 18)  major antitüberküloz ilaçlara karşı direnç
gözlenmiştir.Bu suşlardan 2’sinin çoklu ilaç dirençli tüberküloz
olduğu tesbit edilmiştir.

TARTIŞMA

Son yıllarda tüm dünyada HIV epidemisi ile birlikte
tüberküloz olgularındaki artış dikkatleri tekrar bu infeksiyonun
üzerine çekmiş ve duyarlılık belirleme çalışmalarının önemini
artırmıştır(3). Ülkemizin tümünü kapsayan bir ilaç direnç
çalışması bulunmamakla birlikte, gerek hastanelerde gerekse
bazı bölgeleri kapsayacak şekilde yapılan çeşitli çalışmalarda
antitüberküloz ilaç direnci konusunda farklı direnç oranları
bildirilmiştir. Ülkemizde yapılan çalışmalarda elde edilen
antitüberküloz direnç oranları tablo 3’de verilmiştir.

Çalışmamızda izoniazide % 8, rifampisine % 4,
streptomisine % 4, etambutole % 2 ve pirazinamide % 2 direnç
saptanmıştır. Diğer çalışmalarda pirazinamid direnci ile ilgili
veriye rastlanmamaktadır.

Çoklu ilaç dirençli tüberküloz; iki veya daha fazla major
antitüberküloz ilaca dirençli M.tuberculosis kompleksinin
neden olduğu tüberküloza verilen isimdir. Klinik olarak en
önemli çoklu ilaç dirençli tüberküloz kalıbı izoniazid ve
rifampisin direncinin birlikte bulunduğu durumdur(7). İzoniazid
ve rifampisin direncindeki artış tüberküloz eradikasyonunun
önündeki en büyük engel olarak görülmektedir(7,9).

Çalışmamızda izoniazid ve rifampisine birlikte direnç
oranları, yurdumuzda yapılan diğer çalışmalardakine  yakın
değerlerde bulunmuştur. İzoniazid ve rifampisine birlikte
direnç % 4’tür. Isparta yöresinde yapılan bir çalışmada  iki
ilacın ikisine birden direnç oranı % 2.7(20), Edirne’de farklı
zamanlarda yapılan iki çalışmada % 7 ve % 3(10,17)

Gaziantep’te yapılan iki farklı çalışmada % 12.8 ve % 19.6(2,4)

olarak saptanmıştır.
Çeşitli çalışmalardaki antitüberküloz direnç oranlarında

Klinik örneklerden edilen tüberküloz basili kompleksinin major antitüberküloz ilaçlara direnç oranları
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gözlemlediğimiz farklılıkların (Tablo 3)  çalışma için seçilen
grubun sosyoekonomik ve kültürel farklılıklarından veya
uygulanan duyarlılık test yöntemlerinin standardizasyon
probleminden kaynaklanabileceği düşünülmektedir.
Radyometrik proporsiyon yönteminin en önemli avantajı,
mikobakterilerin üretilmesi ve ilaç duyarlılık testi için gereken
süreyi kısaltması ve hastaya uygun tedavinin daha erken
başlanmasına olanak sağlamasıdır(11,19,20).

Sonuç olarak laboratuvarımıza gelen klinik materyallerden
izole ettiğimiz tüberküloz basilleri kompleksinde antitüberküloz
ilaçlara karşı % 18 oranında direnç geliştiği, bunun % 4’ünün
çoklu ilaç dirençli tüberküloz olduğu gözlenmiştir. Tüberküloz
eradikasyonunu tehdit eden yüksek ilaç dirençleri nedeniyle
duyarlılık testlerinin standardizasyonunun sağlanması, ayrıca
hızlı ve güvenilir sonuç vermesi açısından radyometrik
proporsiyon yönteminin kullanılmasının yararlı olacağı
düşünülmüştür.
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to isoniazid and pyrazinamide.
As a result, resistance to major antituberculosis drugs was observed in 9 (18 %) of the 50 strains and 2 strains were

accepted as multidrug resistant due to their resistance  to both isoniazid and rifampin.

Key words: antituberculosis drugs, Mycobacterium tuberculosis complex

Tablo 3: Ülkemizde antitüberküloz ilaçlara karşı saptanan direnç oranları (%).

* INH: İzoniazid, RIF: Rifampisin, SM: Streptomisin, EMB: Etambutol
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ÖZET

Ülkemizde ve tüm dünyada çoklu ilaç dirençli tüberküloz olgularının artışı önemli bir halk sağlığı sorunu olarak
karşımıza çıkmaktadır. Çalışmamızda laboratuvarımızda izole edilen Mycobacterium tuberculosis kompleksi suşlarının
major  antitüberküloz ilaçlara  gösterdikleri direnç oranlarının belirlenmesi amaçlanmıştır.

Hastalardan izole edilen 50 M.tuberculosis kompleksi’nin 34’ü  balgam, 6’sı  idrar, 3’ü  torasentez ve 7’si  diğer klinik
materyalden üretilmiştir. Suşların antitüberküloz ilaçlara duyarlılıkları radyometrik proporsiyon metodu ile belirlenmiştir.
Duyarlılık testi için streptomisinin 2 ve 6 µg/ml, izoniazidin 0.1 ve 0.4 µg/ml, rifampisinin 2 µg/ml, etambutolün 2.5 µg/ml
ve pirazinamidin 100 µg/ml’lik konsantrasyonları kullanılmıştır.

Suşların 8’i  (6 suş 0.1 µg/ml, 2 suş 0.4 µg/ml)  izoniazide, 2’si  rifampisine ve 2’si  streptomisine (2 ve 6 µg/ml)  direnç
gösterirken, etambutol ve pirazinamide 1’er  dirençli suş tesbit edilmiştir. Bu suşlardan 1’i izoniazid, rifampisin ve
streptomisine, 1’i izoniazid ve rifampisine, 1’i izoniazid ve streptomisine, 1’i izoniazid ve pirazinamide dirençli bulunmuştur.

Sonuç olarak 50 tüberküloz basili kompleksinin 9’u (% 18)  major antitüberküloz ilaçlara karşı dirençli bulunmuş,
bu suşlardan 2’sinin izoniazid ve rifampisine dirençli olduklarından çoklu ilaç dirençli tüberküloz izolatı oldukları saptanmıştır.

Anahtar sözcükler: antitüberküloz ilaçlar, Mycobacterium tuberculosis kompleks

SUMMARY

Resistance Ratio to Major Antituberculosis Drugs of Tuberculosis Complex Bacilli Isolated from Clinical
Samples

The increase of multidrug resistance in tuberculosis appears as an important public health problem both in our country
and in the world. The aim of this study is to determine the rate of resistance to major antituberculosis drugs of Mycobacterium
tuberculosis complex strains isolated in our laboratories.

Out of 50 strains, 34  were isolated from sputum, 6 from urine, 3  from thoracentesis, 7 from other samples. The
susceptibility of the strains to antituberculosis drugs were determined by radiometric proportional method. The concentrations
of the drugs used were 2 and 6 µg/ml for streptomycin, 0.1 and 0.4  µg/ml for isoniazid, 2  µg/ml for rifampin, 2.5  µg/ml
for ethambutol  and 100 µg/ml for pyrazinamide.

Eight  strains were found to be resistant to isoniazid (6 strains to 0.1 µg/ml and 2 strains to 0.4 µg/ml), 2 strains to
rifampin, 2  strains to streptomycin and 1 strain for each of ethambutol and pyrazinamide. One strain was resistant to
isoniazid, rifampin and streptomycin; 1 strain to isoniazid and rifampin; 1 strain to isoniazid and streptomycin; 1 strain
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GİRİŞ

Günümüzde dünyada her yıl % 95’i gelişmekte olan
ülkelerde olmak üzere 10 milyon yeni tüberküloz olgusunun
geliştiği ve yılda 3.5 milyon kişinin öldüğü tahmin edilmektedir.
Ülkemizde de tüberküloz endemik bir hastalık olup, insidansın
1999’da 28/100,000 olduğu bildirilmiştir(9).

Mycobacterium tuberculosis kompleksinin klasik metodlar
ile identifikasyonu ve antitüberküloz ilaçlara duyarlılığının
belirlenmesi uzun zaman almaktadır. Tanı ve antibiyotik
duyarlılığının saptanmasında hızlı ve güvenilir yöntemlerin
geliştirilmesi amacıyla çalışmalar devam etmektedir.
Laboratuvarlarımızda kullanımı yaygınlaşan hızlı kültür
sistemleri ile izolasyon-identifikasyon yanı sıra major
antitüberküloz ilaçlara duyarlılık testleri de çalışılabilmektedir.
Hızlı kültür sistemleri ile duyarlılık testleri 4-12 gün gibi kısa
sürelerde sonuçlanmaktadır. Bactec 460 TB, MGIT 960 ve
BacT/Alert MB’nin yanı sıra Dio-TK Scan kültür sistemleri
ile major tüberküloz ilaçlarına duyarlılık testleri çalışılabilmek-
tedir(8,11,19,20).

Çalışmamızda laboratuvarımızda tanımlanan tüberküloz
basili kompleksi suşların antitüberküloz ilaçlara direnç
oranlarının hızlı ve güvenilir bir yöntem olan radyometrik
proporsiyon yöntemi (Becton Dickinson, Sparks, Maryland,
USA) ile  belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Merkez
Laboratuvarı Tüberküloz Ünitesine başvuran hastalardan izole
edilen 50 Mycobacterium tuberculosis kompleksi suşun
radyometrik proporsiyon yöntemi(5) ile major antitüberküloz
ilaç duyarlılıkları belirlenmiştir. Bu suşların 34’ü balgamdan,
6’sı idrardan, 3’ü torasentez ve 7’si diğer klinik materyallerden
izole edilmiştir. Duyarlılık testi için kullanılan konsantrasyonlar
Tablo 1’de sunulmuştur .

Tablo 1: Duyarlılık testi için kullanılan konsantrasyonlar (5).

Streptomisin, izoniazid, rifampisin, etambutol duyarlılık
testinde besiyeri olarak Bactec 12B şişeleri, pirazinamid
duyarlılığı için pH’ı 6.0 olan özel olarak üretilmiş Bactec
PZA duyarlılık test şişeleri kullanılmıştır.

Mikroskop incelemesinde aside dirençli boyandığı, NAP
ve Accu-Probe (GenProbe, San Diago, CA, USA) yöntemi
ile M.tuberculosis kompleksi olduğu saptanan klinik izolatların
Bactec 12B şişesindeki üreme indeksleri (Growth Indeks =
GI ) 500-800’e ulaştığında antitüberküloz ilaç duyarlılık testi
başlatılmıştır. GI 800-999 arasında olanlar 1:1 oranında dilüe
edildikten sonra duyarlılık testine alınmıştır.

Antibiyotik duyarlılık testi için SIRE (Streptomisin,
isoniazid, rifampisin, etambutol) kitinden antitüberküloz
ilaçların tablo 1’de sunulmuş olan kritik konsantrasyonları
hazırlanmış ve Bactec 12B şişelerine 0.1 ml konmuştur.
Üremeyi kontrol etmek amacıyla herhangi bir ilaç içermeyen
kontrol  Bactec 12B şişesi (C=0) kullanılmıştır. Bu şişeye de
kültür örneğinden 0.1 ml eklenmiştir. Ayrıca dirençli/duyarlı
ayrımında kullanabilmek için, C=100 adı verilen ikinci bir
Bactec 12B kontrol şişesi kullanılmıştır.  Kontrol C=100’ü
hazırlamak amacı ile, yüz kat dilüe bakteri süspansiyonu elde
etmek gerekmektedir. Bu amaçla, içinde 9.9 ml dilüsyon sıvısı
bulunan DF şişesine yukarıda sözü edilen kültür örneğinden
0.1 ml konmuş ve vortekslenmiştir. Hazırlanan bu bakteri
süspansiyonundan (DF şişesinden) 0.1 ml bakteri süspansiyonu
 alınarak, içinde herhangi bir antitüberküloz ilaç bulunmayan
C=100 kontrol Bactec 12B şişesine  inoküle edilmiştir.

Şişeler 37ºC‘de  karanlıkta inkübe edilmiş ve her gün
aynı saatte Bactec 460 cihazında okutulmuştur. C=100 kontrol
şişesinde GI’i 30 ve üzerine ulaşınca test sonlandırılmış,
kontrol ve ilaç içeren şişelerin, bir gün önceyle karşılaştırarak,
GI farklılıkları (∆ GI) hesaplanmıştır. Kontrol C=100 şişesinin
∆ GI > ilaçlı şişenin ∆ GI = duyarlı, C=100 şişesinin ∆ GI <
ilaçlı şişenin ∆ GI =  dirençli olarak belirlenmiştir(5).

Pirazinamid, tüberküloz basillerine karşı sadece düşük
pH’da aktif olan bir antimikrobiyal ajan olduğundan,
pirazinamid duyarlılığı için pH değeri 6.0 olan özel hazırlanmış
şişeler kullanılmıştır. Test için GI = 500-999’a ulaşmış Bactec
12B şişesi poli-oksi-etilen-stearat (POES) solüsyonu ile 1/10
dilue edildikten sonra biri pirazinamid içeren, diğeri içermeyen
olmak üzere iki pirazinamid şişesine kültürden 0.1’er ml
konmuş ve şişeler 37ºC’de karanlıkta inkübe edilmiştir. Şişeler
her gün yaklaşık aynı saatte okutulmuştur. Pirazinamid
konulmamış şişenin GI’i 200’e ulaşınca test sonlandırılmıştır.
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Pirazinamid şişesinin GI < kontrol şişesinin GI’nin %10’u =
duyarlı, pirazinamid şişesinin GI > kontrol şişesinin GI’nin
%10’u= dirençli olarak kabul edilmiştir(5).

Hem isoniazide, hem rifampisine dirençli suşlar çoklu
dirençli olarak kabul edilmiştir(7).

BULGULAR

Suşların 8’inde (6 suş 0.1 µg/ml, 2 suş 0.4 µg/ml)
izoniazide, 2’sinde rifampisine ve 2’sinde (2 ve 6 µg/ml)
streptomisine direnç gözlenirken, etambutol ve pirazinamide
1’er dirençli suş gözlenmiştir. Bu suşlardan 1’i izoniazid,
rifampisin ve streptomisine, 1’i izoniazid ve rifampisine, 1’i
izoniazid ve streptomisine, 1’i izoniazid ve pirazinamide
dirençli bulunmuştur. Antitüberküloz ilaçlara  direnç oranları
tablo 2’de ayrıntılı olarak verilmiştir.

Tablo 2: İzole edilen 50 suşun antitüberküloz ilaçlara  direnç oranları.

Çalışmaya alınan 50 tüberküloz basili kompleksinin
9’unda (% 18)  major antitüberküloz ilaçlara karşı direnç
gözlenmiştir.Bu suşlardan 2’sinin çoklu ilaç dirençli tüberküloz
olduğu tesbit edilmiştir.

TARTIŞMA

Son yıllarda tüm dünyada HIV epidemisi ile birlikte
tüberküloz olgularındaki artış dikkatleri tekrar bu infeksiyonun
üzerine çekmiş ve duyarlılık belirleme çalışmalarının önemini
artırmıştır(3). Ülkemizin tümünü kapsayan bir ilaç direnç
çalışması bulunmamakla birlikte, gerek hastanelerde gerekse
bazı bölgeleri kapsayacak şekilde yapılan çeşitli çalışmalarda
antitüberküloz ilaç direnci konusunda farklı direnç oranları
bildirilmiştir. Ülkemizde yapılan çalışmalarda elde edilen
antitüberküloz direnç oranları tablo 3’de verilmiştir.

Çalışmamızda izoniazide % 8, rifampisine % 4,
streptomisine % 4, etambutole % 2 ve pirazinamide % 2 direnç
saptanmıştır. Diğer çalışmalarda pirazinamid direnci ile ilgili
veriye rastlanmamaktadır.

Çoklu ilaç dirençli tüberküloz; iki veya daha fazla major
antitüberküloz ilaca dirençli M.tuberculosis kompleksinin
neden olduğu tüberküloza verilen isimdir. Klinik olarak en
önemli çoklu ilaç dirençli tüberküloz kalıbı izoniazid ve
rifampisin direncinin birlikte bulunduğu durumdur(7). İzoniazid
ve rifampisin direncindeki artış tüberküloz eradikasyonunun
önündeki en büyük engel olarak görülmektedir(7,9).

Çalışmamızda izoniazid ve rifampisine birlikte direnç
oranları, yurdumuzda yapılan diğer çalışmalardakine  yakın
değerlerde bulunmuştur. İzoniazid ve rifampisine birlikte
direnç % 4’tür. Isparta yöresinde yapılan bir çalışmada  iki
ilacın ikisine birden direnç oranı % 2.7(20), Edirne’de farklı
zamanlarda yapılan iki çalışmada % 7 ve % 3(10,17)

Gaziantep’te yapılan iki farklı çalışmada % 12.8 ve % 19.6(2,4)

olarak saptanmıştır.
Çeşitli çalışmalardaki antitüberküloz direnç oranlarında

Klinik örneklerden edilen tüberküloz basili kompleksinin major antitüberküloz ilaçlara direnç oranları
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gözlemlediğimiz farklılıkların (Tablo 3)  çalışma için seçilen
grubun sosyoekonomik ve kültürel farklılıklarından veya
uygulanan duyarlılık test yöntemlerinin standardizasyon
probleminden kaynaklanabileceği düşünülmektedir.
Radyometrik proporsiyon yönteminin en önemli avantajı,
mikobakterilerin üretilmesi ve ilaç duyarlılık testi için gereken
süreyi kısaltması ve hastaya uygun tedavinin daha erken
başlanmasına olanak sağlamasıdır(11,19,20).

Sonuç olarak laboratuvarımıza gelen klinik materyallerden
izole ettiğimiz tüberküloz basilleri kompleksinde antitüberküloz
ilaçlara karşı % 18 oranında direnç geliştiği, bunun % 4’ünün
çoklu ilaç dirençli tüberküloz olduğu gözlenmiştir. Tüberküloz
eradikasyonunu tehdit eden yüksek ilaç dirençleri nedeniyle
duyarlılık testlerinin standardizasyonunun sağlanması, ayrıca
hızlı ve güvenilir sonuç vermesi açısından radyometrik
proporsiyon yönteminin kullanılmasının yararlı olacağı
düşünülmüştür.
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to isoniazid and pyrazinamide.
As a result, resistance to major antituberculosis drugs was observed in 9 (18 %) of the 50 strains and 2 strains were

accepted as multidrug resistant due to their resistance  to both isoniazid and rifampin.

Key words: antituberculosis drugs, Mycobacterium tuberculosis complex

Tablo 3: Ülkemizde antitüberküloz ilaçlara karşı saptanan direnç oranları (%).

* INH: İzoniazid, RIF: Rifampisin, SM: Streptomisin, EMB: Etambutol
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Antitüberküloz ilaç Konsantrasyonlar (µg/ml)

İzoniazid 0.1, 0.4
Rifampisin 2.0
Streptomisin 2.0, 6.0
Etambutol 2.5
Pirazinamid 100.0



KLİNİK ÖRNEKLERDEN İZOLE EDİLEN TÜBERKÜLOZ BASİLİ KOMPLEKSİNİN  MAJÖR
ANTİTÜBERKÜLOZ İLAÇLARA DİRENÇ ORANLARI*
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ÖZET

Ülkemizde ve tüm dünyada çoklu ilaç dirençli tüberküloz olgularının artışı önemli bir halk sağlığı sorunu olarak
karşımıza çıkmaktadır. Çalışmamızda laboratuvarımızda izole edilen Mycobacterium tuberculosis kompleksi suşlarının
major  antitüberküloz ilaçlara  gösterdikleri direnç oranlarının belirlenmesi amaçlanmıştır.

Hastalardan izole edilen 50 M.tuberculosis kompleksi’nin 34’ü  balgam, 6’sı  idrar, 3’ü  torasentez ve 7’si  diğer klinik
materyalden üretilmiştir. Suşların antitüberküloz ilaçlara duyarlılıkları radyometrik proporsiyon metodu ile belirlenmiştir.
Duyarlılık testi için streptomisinin 2 ve 6 µg/ml, izoniazidin 0.1 ve 0.4 µg/ml, rifampisinin 2 µg/ml, etambutolün 2.5 µg/ml
ve pirazinamidin 100 µg/ml’lik konsantrasyonları kullanılmıştır.

Suşların 8’i  (6 suş 0.1 µg/ml, 2 suş 0.4 µg/ml)  izoniazide, 2’si  rifampisine ve 2’si  streptomisine (2 ve 6 µg/ml)  direnç
gösterirken, etambutol ve pirazinamide 1’er  dirençli suş tesbit edilmiştir. Bu suşlardan 1’i izoniazid, rifampisin ve
streptomisine, 1’i izoniazid ve rifampisine, 1’i izoniazid ve streptomisine, 1’i izoniazid ve pirazinamide dirençli bulunmuştur.

Sonuç olarak 50 tüberküloz basili kompleksinin 9’u (% 18)  major antitüberküloz ilaçlara karşı dirençli bulunmuş,
bu suşlardan 2’sinin izoniazid ve rifampisine dirençli olduklarından çoklu ilaç dirençli tüberküloz izolatı oldukları saptanmıştır.

Anahtar sözcükler: antitüberküloz ilaçlar, Mycobacterium tuberculosis kompleks

SUMMARY

Resistance Ratio to Major Antituberculosis Drugs of Tuberculosis Complex Bacilli Isolated from Clinical
Samples

The increase of multidrug resistance in tuberculosis appears as an important public health problem both in our country
and in the world. The aim of this study is to determine the rate of resistance to major antituberculosis drugs of Mycobacterium
tuberculosis complex strains isolated in our laboratories.

Out of 50 strains, 34  were isolated from sputum, 6 from urine, 3  from thoracentesis, 7 from other samples. The
susceptibility of the strains to antituberculosis drugs were determined by radiometric proportional method. The concentrations
of the drugs used were 2 and 6 µg/ml for streptomycin, 0.1 and 0.4  µg/ml for isoniazid, 2  µg/ml for rifampin, 2.5  µg/ml
for ethambutol  and 100 µg/ml for pyrazinamide.

Eight  strains were found to be resistant to isoniazid (6 strains to 0.1 µg/ml and 2 strains to 0.4 µg/ml), 2 strains to
rifampin, 2  strains to streptomycin and 1 strain for each of ethambutol and pyrazinamide. One strain was resistant to
isoniazid, rifampin and streptomycin; 1 strain to isoniazid and rifampin; 1 strain to isoniazid and streptomycin; 1 strain
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GİRİŞ

Günümüzde dünyada her yıl % 95’i gelişmekte olan
ülkelerde olmak üzere 10 milyon yeni tüberküloz olgusunun
geliştiği ve yılda 3.5 milyon kişinin öldüğü tahmin edilmektedir.
Ülkemizde de tüberküloz endemik bir hastalık olup, insidansın
1999’da 28/100,000 olduğu bildirilmiştir(9).

Mycobacterium tuberculosis kompleksinin klasik metodlar
ile identifikasyonu ve antitüberküloz ilaçlara duyarlılığının
belirlenmesi uzun zaman almaktadır. Tanı ve antibiyotik
duyarlılığının saptanmasında hızlı ve güvenilir yöntemlerin
geliştirilmesi amacıyla çalışmalar devam etmektedir.
Laboratuvarlarımızda  kullanımı yaygınlaşa n hızlı kültür
sistemleri ile  izolasyon- identif ikasyon yanı sıra  major
antitüberküloz ilaçlara duyarlılık testleri de çalışılabilmektedir.
Hızlı kültür sistemleri ile duyarlılık testleri 4-12 gün gibi kısa
sürelerde sonuçlanmaktadır. Bactec 460 TB, MGIT 960 ve
BacT/Alert MB’nin yanı sıra Dio-TK Scan kültür sistemleri
ile major tüberküloz ilaçlarına duyarlılık testleri çalışılabilmek-
tedir(8,11,19,20).

Çalışmamızda laboratuvarımızda tanımlanan tüberküloz
basili kompleks i suşlar ın antitübe rküloz ilaç lara direnç
oranlarının hızlı ve güvenilir bir yöntem olan radyometrik
proporsiyon yöntemi (Becton Dickinson, Sparks, Maryland,
USA) ile  belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Ondokuz  Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Merkez
Laboratuvarı Tüberküloz Ünitesine başvuran hastalardan izole
edilen 50 Mycobacter ium tuberculosis  kompleksi suşun
radyometrik proporsiyon yöntemi(5) ile major antitüberküloz
ilaç duyarlılıkları belirlenmiştir. Bu suşların 34’ü balgamdan,
6’sı idrardan, 3’ü torasentez ve 7’si diğer klinik materyallerden
izole edilmiştir. Duyarlılık testi için kullanılan konsantrasyonlar
Tablo 1’de sunulmuştur .

Tablo 1: Duyarlılık testi için kullanılan konsantrasyonlar (5).

Streptomisin, izoniazid, rifampisin, etambutol duyarlılık
testinde besiyeri olarak Bactec 12B şişeleri , pirazinamid
duyarlılığı için pH’ı 6.0 olan özel olarak üretilmiş Bactec
PZA duyarlılık test şişeleri kullanılmıştır.

Mikroskop incelemesinde aside dirençli boyandığı, NAP
ve Accu-Probe (GenProbe, San Diago, CA, USA) yöntemi
ile M.tuberculosis kompleksi olduğu saptanan klinik izolatların
Bactec 12B şişesindeki üreme indeksleri (Growth Indeks =
GI ) 500-800’e ulaştığında antitüberküloz ilaç duyarlılık testi
başlatılmıştır. GI 800-999 arasında olanlar 1:1 oranında dilüe
edildikten sonra duyarlılık testine alınmıştır.

Antibiyotik duyarl ılık testi için SIRE (Streptomisin,
isoniazid, rifampisin, etambut ol) kitinden antitüberkü loz
ilaçların tablo 1’de sunulmuş olan kritik konsantrasyonları
hazırlanmış ve Bactec 12B şişeleri ne 0.1 ml konmuştur.
Üremeyi kontrol etmek amacıyla herhangi bir ilaç içermeyen
kontrol  Bactec 12B şişesi (C=0) kullanılmıştır. Bu şişeye de
kültür örneğinden 0.1 ml eklenmiştir. Ayrıca dirençli/duyarlı
ayrımında kullanabilmek için, C=100 adı verilen ikinci bir
Bactec 12B kontrol şişesi kullanılmıştır.  Kontrol C=100’ü
hazırlamak amacı ile, yüz kat dilüe bakteri süspansiyonu elde
etmek gerekmektedir. Bu amaçla, içinde 9.9 ml dilüsyon sıvısı
bulunan DF şişesine yukarıda sözü edilen kültür örneğinden
0.1 ml konmuş ve vortekslenmiştir. Hazırlanan bu bakteri
süspansiyonundan (DF şişesinden) 0.1 ml bakteri süspansiyonu
 alınarak, içinde herhangi bir antitüberküloz ilaç bulunmayan
C=100 kontrol Bactec 12B şişesine   inoküle  edilmiştir .

Şişeler 37ºC‘de  karanlıkta inkübe edilmiş ve her gün
aynı saatte Bactec 460 cihazında okutulmuştur. C=100 kontrol
şişesinde GI’i 30 ve üzerine ulaşınca test sonlandırılmış,
kontrol ve ilaç içeren şişelerin, bir gün önceyle karşılaştırarak,
GI farklılıkları (∆ GI) hesaplanmıştır. Kontrol C=100 şişesinin
∆ GI > ilaçlı şişenin ∆ GI = duyarlı, C=100 şişesinin ∆ GI <
ilaçlı şişenin  ∆ GI =  dirençli olarak belir lenmiştir (5).

Pirazinamid, tüberküloz basillerine karşı sadece düşük
pH’da akti f olan bir antimikrobiya l ajan olduğundan,
pirazinamid duyarlılığı için pH değeri 6.0 olan özel hazırlanmış
şişeler kullanılmıştır. Test için GI = 500-999’a ulaşmış Bactec
12B şişesi poli-oksi-etilen-stearat (POES) solüsyonu ile 1/10
dilue edildikten sonra biri pirazinamid içeren, diğeri içermeyen
olmak üzere iki pirazinamid şişesine kültürden 0.1’er ml
konmuş ve şişeler 37ºC’de karanlıkta inkübe edilmiştir. Şişeler
her gün yaklaşık aynı saatte okutulmuştur. Piraz inamid
konulmamış şişenin GI’i 200’e ulaşınca test sonlandırılmıştır.
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Pirazinamid şişesinin GI < kontrol şişesinin GI’nin %10’u =
duyarlı, pirazinamid şişesinin GI > kontrol şişesinin GI’nin
%10’u= dirençli olarak kabul edilmiştir(5).

Hem isoniazide, hem rifampisine dirençli suşlar çoklu
dirençli olarak kabul edilmiştir(7).

BULGULAR

Suşların 8’inde (6 suş 0.1 µg/ml, 2 suş 0.4 µg/ml)
izoniazide, 2’sinde rifampisine ve 2’sinde (2 ve 6 µg/ml)
streptomisine direnç gözlenirken, etambutol ve pirazinamide
1’er dirençli suş gözlenmiştir. Bu suşlardan 1’i izoniazid,
rifampisin ve streptomisine, 1’i izoniazid ve rifampisine, 1’i
izoniazid ve streptomisine, 1’i izoniazid ve pirazinamide
dirençli bulunmuştur. Antitüberküloz ilaçlara  direnç oranları
tablo 2’de ayrıntılı olarak verilmiştir.

Tablo 2: İzole edilen 50 suşun antitüberküloz ilaçlara  direnç oranları.

Çalışmaya alınan 50 tüberküloz basili kompleksinin
9’unda (% 18)  major antitüberküloz ilaçlara karşı direnç
gözlenmiştir.Bu suşlardan 2’sinin çoklu ilaç dirençli tüberküloz
olduğu tesbit edilmiştir.

TARTIŞMA

Son yıllarda tüm dünyada HIV epidemisi ile birlikte
tüberküloz olgularındaki artış dikkatleri tekrar bu infeksiyonun
üzerine çekmiş ve duyarlılık belirleme çalışmalarının önemini
artırmıştır(3). Ülkemizin tümünü kapsayan bir ilaç direnç
çalışması bulunmamakla birlikte, gerek hastanelerde gerekse
bazı bölgeleri kapsayacak şekilde yapılan çeşitli çalışmalarda
antitüberküloz ilaç direnci konusunda farklı direnç oranları
bildirilmiştir. Ülkemizde yapılan çalışmalarda elde edilen
antitüberküloz direnç oranları tablo 3’de verilmiştir.

Çalışmamızda izoniazide % 8, rifampisine % 4,
streptomisine % 4, etambutole % 2 ve pirazinamide % 2 direnç
saptanmıştır. Diğer çalışmalarda pirazinamid direnci ile ilgili
veriye rastlanmamaktadır.

Çoklu ilaç dirençli tüberküloz; iki veya daha fazla major
antitüberküloz ilaca dirençli M.tuberculosis kompleksinin
neden olduğu tüberküloza verilen isimdir. Klinik olarak en
önemli çoklu ilaç dirençli tüberküloz kalıbı izoniazid ve
rifampisin direncinin birlikte bulunduğu durumdur(7). İzoniazid
ve rifampisin direncindeki artış tüberküloz eradikasyonunun
önündeki en büyük engel olarak görülmektedir(7,9).

Çalışmamızda izoniazid ve rifampisine birlikte direnç
oranları, yurdumuzda yapılan diğer çalışmalardakine  yakın
değerlerde bulunmuştur. İzoniazid ve rifampisine birlikte
direnç % 4’tür. Isparta yöresinde yapılan bir çalışmada  iki
ilacın ikisine birden direnç oranı % 2.7(20), Edirne’de farklı
zamanlarda yapılan iki çalışmada % 7 ve % 3(10,17)

Gaziantep’te yapılan iki farklı çalışmada % 12.8 ve % 19.6(2,4)

olarak saptanmıştır.
Çeşitli çalışmalardaki antitüberküloz direnç oranlarında

Klinik örneklerden edilen tüberküloz basili kompleksinin major antitüberküloz ilaçlara direnç oranları
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gözlemlediğimiz farklılıkların (Tablo 3)  çalışma için seçilen
grubun sosyoekonomik ve kültürel farklılıklarından veya
uygulanan duyarlılık test yöntemlerinin standardizasyon
probleminden kaynaklanabileceği düşünülmektedir.
Radyometrik proporsiyon yönteminin en önemli avantajı,
mikobakterilerin üretilmesi ve ilaç duyarlılık testi için gereken
süreyi kısaltması ve hastaya uygun tedavinin daha erken
başlanmasına olanak sağlamasıdır(11,19,20).

Sonuç olarak laboratuvarımıza gelen klinik materyallerden
izole ettiğimiz tüberküloz basilleri kompleksinde antitüberküloz
ilaçlara karşı % 18 oranında direnç geliştiği, bunun % 4’ünün
çoklu ilaç dirençli tüberküloz olduğu gözlenmiştir. Tüberküloz
eradikasyonunu tehdit eden yüksek ilaç dirençleri nedeniyle
duyarlılık testlerinin standardizasyonunun sağlanması, ayrıca
hızlı ve güvenilir sonuç vermesi açısından radyometrik
proporsiyon yönteminin kullanılmasının yararlı olacağı
düşünülmüştür.
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to isoniazid and pyrazinamide.
As a result, resistance to major antituberculosis drugs was observed in 9 (18 %) of the 50 strains and 2 strains were

accepted as multidrug resistant due to their resistance  to both isoniazid and rifampin.

Key words: antituberculosis drugs, Mycobacterium tuberculosis complex

Tablo 3: Ülkemizde antitüberküloz ilaçlara karşı saptanan direnç oranları (%).

* INH: İzoniazid, RIF: Rifampisin, SM: Streptomisin, EMB: Etambutol
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Antitüberküloz ilaç Dirençli suş (%)

İzoniazid    4 (8)
Etambutol    1 (2)
İzoniazid + Rifampisin    1 (2)
İzoniazid + Streptomisin    1 (2)
İzoniazid + Pirazinamid    1 (2)
İzoniazid + Rifampisin + Streptomisin    1 (2)
Toplam dirençli suş    9 (18)

Kaynak Besiyeri Şehir Yıl INH RIF SM EMB

Uzun ve ark.(18 ) 12B İstanbul 1993 33.0   5.0   2.0   5.0
Yaman ve ark.(19) 12B Adana 1994 16.9 12.5 14.2   2.6
Yüce ve ark.(21)  LJ İzmir 1997   6.0 10.3 10.3   5.2
Otkun ve ark.(10) 7H10 Edirne 1997 30.0 11.0 39.0 1 3 . 0
Özcan ve ark.(12) 12B Kayseri 1998   7.3 22.1 10.1   4.6
Aydın ve ark.(1) 12B Bursa 1998 22.2   7.4   4.5   4.0
Balcı ve ark.(2) 12B Gaziantep 1999 10.6   0.5   2.0   4.5
Öztürkeri ve ark.(14) 12B İstanbul 1999 35.3 21.0   6.8 3 0 . 5
Saniç ve ark.(15)  LJ Samsun        2000   7.3 22.1 10.1 1 6 . 0
Özcan ve ark.(13) 12B Kayseri         2002 19.8    21.3   9.4   4.2
Sürücüoğlu ve ark.(16) 12B    Manisa 2002 17.1 12.4 20.2   7.0
Kısa ve ark.(6) 12B Ankara 2002   8.7   2.1   4.1   5.1
Gani ve ark.(4) 12B Gaziantep 2002 13.9   2.9   1.9   3.4
Kocazeybek.(8) MGIT   İstanbul 2002 19.6 14.7   6.5   3.2
Tansel ve ark.(17) 12B Edirne 2002   9.0   4.5   2.2   1.5
Çalışmamız 12B Samsun         8.0   4.0   4.0   2.0
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ÖZET

Ülkemizde ve tüm dünyada çoklu ilaç dirençli tüberküloz olgularının artışı önemli bir halk sağlığı sorunu olarak
karşımıza çıkmaktadır. Çalışmamızda laboratuvarımızda izole edilen Mycobacterium tuberculosis kompleksi suşlarının
major  antitüberküloz ilaçlara  gösterdikleri direnç oranlarının belirlenmesi amaçlanmıştır.

Hastalardan izole edilen 50 M.tuberculosis kompleksi’nin 34’ü  balgam, 6’sı  idrar, 3’ü  torasentez ve 7’si  diğer klinik
materyalden üretilmiştir. Suşların antitüberküloz ilaçlara duyarlılıkları radyometrik proporsiyon metodu ile belirlenmiştir.
Duyarlılık testi için streptomisinin 2 ve 6 µg/ml, izoniazidin 0.1 ve 0.4 µg/ml, rifampisinin 2 µg/ml, etambutolün 2.5 µg/ml
ve pirazinamidin 100 µg/ml’lik konsantrasyonları kullanılmıştır.

Suşların 8’i  (6 suş 0.1 µg/ml, 2 suş 0.4 µg/ml)  izoniazide, 2’si  rifampisine ve 2’si  streptomisine (2 ve 6 µg/ml)  direnç
gösterirken, etambutol ve pirazinamide 1’er  dirençli suş tesbit edilmiştir. Bu suşlardan 1’i izoniazid, rifampisin ve
streptomisine, 1’i izoniazid ve rifampisine, 1’i izoniazid ve streptomisine, 1’i izoniazid ve pirazinamide dirençli bulunmuştur.

Sonuç olarak 50 tüberküloz basili kompleksinin 9’u (% 18)  major antitüberküloz ilaçlara karşı dirençli bulunmuş,
bu suşlardan 2’sinin izoniazid ve rifampisine dirençli olduklarından çoklu ilaç dirençli tüberküloz izolatı oldukları saptanmıştır.

Anahtar sözcükler: antitüberküloz ilaçlar, Mycobacterium tuberculosis kompleks

SUMMARY

Resistance Ratio to Major Antituberculosis Drugs of Tuberculosis Complex Bacilli Isolated from Clinical
Samples

The increase of multidrug resistance in tuberculosis appears as an important public health problem both in our country
and in the world. The aim of this study is to determine the rate of resistance to major antituberculosis drugs of Mycobacterium
tuberculosis complex strains isolated in our laboratories.

Out of 50 strains, 34  were isolated from sputum, 6 from urine, 3  from thoracentesis, 7 from other samples. The
susceptibility of the strains to antituberculosis drugs were determined by radiometric proportional method. The concentrations
of the drugs used were 2 and 6 µg/ml for streptomycin, 0.1 and 0.4  µg/ml for isoniazid, 2  µg/ml for rifampin, 2.5  µg/ml
for ethambutol  and 100 µg/ml for pyrazinamide.

Eight  strains were found to be resistant to isoniazid (6 strains to 0.1 µg/ml and 2 strains to 0.4 µg/ml), 2 strains to
rifampin, 2  strains to streptomycin and 1 strain for each of ethambutol and pyrazinamide. One strain was resistant to
isoniazid, rifampin and streptomycin; 1 strain to isoniazid and rifampin; 1 strain to isoniazid and streptomycin; 1 strain
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ANKEM Derg 2004;18(4):189-192.

GİRİŞ

Günümüzde dünyada her yıl % 95’i gelişmekte olan
ülkelerde olmak üzere 10 milyon yeni tüberküloz olgusunun
geliştiği ve yılda 3.5 milyon kişinin öldüğü tahmin edilmektedir.
Ülkemizde de tüberküloz endemik bir hastalık olup, insidansın
1999’da 28/100,000 olduğu bildirilmiştir(9).

Mycobacterium tuberculosis kompleksinin klasik metodlar
ile identifikasyonu ve antitüberküloz ilaçlara duyarlılığının
belirlenmesi uzun zaman almaktadır. Tanı ve antibiyotik
duyarlılığının saptanmasında hızlı ve güvenilir yöntemlerin
geliştirilmesi amacıyla çalışmalar devam etmektedir.
Laboratuvarlarımızda  kullanımı yaygınlaşa n hızlı kültür
sistemleri ile  izolasyon- identif ikasyon yanı sıra  major
antitüberküloz ilaçlara duyarlılık testleri de çalışılabilmektedir.
Hızlı kültür sistemleri ile duyarlılık testleri 4-12 gün gibi kısa
sürelerde sonuçlanmaktadır. Bactec 460 TB, MGIT 960 ve
BacT/Alert MB’nin yanı sıra Dio-TK Scan kültür sistemleri
ile major tüberküloz ilaçlarına duyarlılık testleri çalışılabilmek-
tedir(8,11,19,20).

Çalışmamızda laboratuvarımızda tanımlanan tüberküloz
basili kompleks i suşlar ın antitübe rküloz ilaç lara direnç
oranlarının hızlı ve güvenilir bir yöntem olan radyometrik
proporsiyon yöntemi (Becton Dickinson, Sparks, Maryland,
USA) ile  belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Ondokuz  Mayıs Üniversitesi Tıp Fakültesi Merkez
Laboratuvarı Tüberküloz Ünitesine başvuran hastalardan izole
edilen 50 Mycobacter ium tuberculosis kompleksi suşun
radyometrik proporsiyon yöntemi(5) ile major antitüberküloz
ilaç duyarlılıkları belirlenmiştir. Bu suşların 34’ü balgamdan,
6’sı idrardan, 3’ü torasentez ve 7’si diğer klinik materyallerden
izole edilmiştir. Duyarlılık testi için kullanılan konsantrasyonlar
Tablo 1’de sunulmuştur .

Tablo 1: Duyarlılık testi için kullanılan konsantrasyonlar (5).

Streptomisin, izoniazid, rifampisin, etambutol duyarlılık
testinde besiyeri olarak Bactec 12B şişeleri , pirazinamid
duyarlılığı için pH’ı 6.0 olan özel olarak üretilmiş Bactec
PZA duyarlılık test şişeleri kullanılmıştır.

Mikroskop incelemesinde aside dirençli boyandığı, NAP
ve Accu-Probe (GenProbe, San Diago, CA, USA) yöntemi
ile M.tuberculosis kompleksi olduğu saptanan klinik izolatların
Bactec 12B şişesindeki üreme indeksleri (Growth Indeks =
GI ) 500-800’e ulaştığında antitüberküloz ilaç duyarlılık testi
başlatılmıştır. GI 800-999 arasında olanlar 1:1 oranında dilüe
edildikten sonra duyarlılık testine alınmıştır.

Antibiyotik duyarl ılık testi için SIRE (Streptomisin,
isoniazid, rifampisin, etambut ol) kitinden antitüberkü loz
ilaçların tablo 1’de sunulmuş olan kritik konsantrasyonları
hazırlanmış ve Bactec 12B şişeleri ne 0.1 ml konmuştur.
Üremeyi kontrol etmek amacıyla herhangi bir ilaç içermeyen
kontrol  Bactec 12B şişesi (C=0) kullanılmıştır. Bu şişeye de
kültür örneğinden 0.1 ml eklenmiştir. Ayrıca dirençli/duyarlı
ayrımında kullanabilmek için, C=100 adı verilen ikinci bir
Bactec 12B kontrol şişesi kullanılmıştır.  Kontrol C=100’ü
hazırlamak amacı ile, yüz kat dilüe bakteri süspansiyonu elde
etmek gerekmektedir. Bu amaçla, içinde 9.9 ml dilüsyon sıvısı
bulunan DF şişesine yukarıda sözü edilen kültür örneğinden
0.1 ml konmuş ve vortekslenmiştir. Hazırlanan bu bakteri
süspansiyonundan (DF şişesinden) 0.1 ml bakteri süspansiyonu
 alınarak, içinde herhangi bir antitüberküloz ilaç bulunmayan
C=100 kontrol Bactec 12B şişesine   inoküle  edilmiştir .

Şişeler 37ºC‘de  karanlıkta inkübe edilmiş ve her gün
aynı saatte Bactec 460 cihazında okutulmuştur. C=100 kontrol
şişesinde GI’i 30 ve üzerine ulaşınca test sonlandırılmış,
kontrol ve ilaç içeren şişelerin, bir gün önceyle karşılaştırarak,
GI farklılıkları (∆ GI) hesaplanmıştır. Kontrol C=100 şişesinin
∆ GI > ilaçlı şişenin ∆ GI = duyarlı, C=100 şişesinin ∆ GI <
ilaçlı şişenin  ∆ GI =  dirençli olarak belir lenmiştir (5).

Pirazinamid, tüberküloz basillerine karşı sadece düşük
pH’da akti f olan bir antimikrobiya l ajan olduğundan,
pirazinamid duyarlılığı için pH değeri 6.0 olan özel hazırlanmış
şişeler kullanılmıştır. Test için GI = 500-999’a ulaşmış Bactec
12B şişesi poli-oksi-etilen-stearat (POES) solüsyonu ile 1/10
dilue edildikten sonra biri pirazinamid içeren, diğeri içermeyen
olmak üzere iki pirazinamid şişesine kültürden 0.1’er ml
konmuş ve şişeler 37ºC’de karanlıkta inkübe edilmiştir. Şişeler
her gün yaklaşık aynı saatte okutulmuştur. Piraz inamid
konulmamış şişenin GI’i 200’e ulaşınca test sonlandırılmıştır.
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Pirazinamid şişesinin GI < kontrol şişesinin GI’nin %10’u =
duyarlı, pirazinamid şişesinin GI > kontrol şişesinin GI’nin
%10’u= dirençli olarak kabul edilmiştir(5).

Hem isoniazide, hem rifampisine dirençli suşlar çoklu
dirençli olarak kabul edilmiştir(7).

BULGULAR

Suş ların 8’inde (6 suş 0.1 µg/ml,  2 suş  0.4 µg/ml)
izoniazide, 2’sinde rifampisine ve 2’sinde (2 ve 6 µg/ml)
streptomisine direnç gözlenirken, etambutol ve pirazinamide
1’er dirençli suş gözlenmiştir. Bu suşlardan 1’i izoniazid,
rifampisin ve streptomisine, 1’i izoniazid ve rifampisine, 1’i
izoniazid ve streptomisine, 1’i izoniazid ve pirazinamide
dirençli bulunmuştur. Antitüberküloz ilaçlara  direnç oranları
tablo 2’de ayrıntılı olarak verilmiştir.

Tablo 2: İzole edilen 50 suşun antitüberküloz ilaçlara  direnç oranları.

Çalışmaya alınan 50 tüberküloz basil i kompleksinin
9’unda (% 18)  major antitüberküloz ilaçlara karşı direnç
gözlenmiştir.Bu suşlardan 2’sinin çoklu ilaç dirençli tüberküloz
olduğu tesbit edilmiştir.

TARTIŞMA

Son yıllarda tüm dünyada HIV epidemisi ile birlikte
tüberküloz olgularındaki artış dikkatleri tekrar bu infeksiyonun
üzerine çekmiş ve duyarlılık belirleme çalışmalarının önemini
artırmıştır(3). Ülkemizin tümünü kapsayan bir ilaç direnç
çalışması bulunmamakla birlikte, gerek hastanelerde gerekse
bazı bölgeleri kapsayacak şekilde yapılan çeşitli çalışmalarda
antitüberküloz ilaç direnci konusunda farklı direnç oranları
bildirilmiştir. Ülkemizde yapılan çalışmalarda elde edilen
antitüberküloz direnç oranları tablo 3’de verilmiştir.

Çalışmamızda izoniazide % 8, rifampisine % 4,
streptomisine % 4, etambutole % 2 ve pirazinamide % 2 direnç
saptanmıştır. Diğer çalışmalarda pirazinamid direnci ile ilgili
veriye rastlanmamaktadır.

Çoklu ilaç dirençli tüberküloz; iki veya daha fazla major
antitüberküloz ilaca dirençli M.tuberculosis kompleksinin
neden olduğu tüberküloza verilen isimdir. Klinik olarak en
önemli çoklu ilaç dirençl i tüberküloz kalıbı izoniazid ve
rifampisin direncinin birlikte bulunduğu durumdur(7). İzoniazid
ve rifampisin direncindeki artış tüberküloz eradikasyonunun
önündeki en büyük engel olarak görülmektedir(7,9).

Çalışmamızda izoniazid ve rifampisine birlikte direnç
oranları, yurdumuzda yapılan diğer çalışmalardakine  yakın
değerlerde bulunmuştur. İzoniazid ve rifampisine birlikte
direnç % 4’tür. Isparta yöresinde yapılan bir çalışmada  iki
ilacın ikisine birden direnç oranı % 2.7(20), Edirne’de farklı
zamanlarda yapılan iki çalışmada % 7 ve % 3(10,17)

Gaziantep’te yapılan iki farklı çalışmada % 12.8 ve % 19.6(2,4)

olarak saptanmıştır.
Çeşitli çalışmalardaki antitüberküloz direnç oranlarında
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gözlemlediğimiz farklılıkların (Tablo 3)  çalışma için seçilen
grubun sosyoekonomik ve kültürel farklılıklarından veya
uygulanan duyarlılık test yöntemlerinin standardizasyon
probleminden kaynaklanabileceği düşünülmektedir.
Radyometrik proporsiyon yönteminin en önemli avantajı,
mikobakterilerin üretilmesi ve ilaç duyarlılık testi için gereken
süreyi kısaltması ve hastaya uygun tedavinin daha erken
başlanmasına olanak sağlamasıdır(11,19,20).

Sonuç olarak laboratuvarımıza gelen klinik materyallerden
izole ettiğimiz tüberküloz basilleri kompleksinde antitüberküloz
ilaçlara karşı % 18 oranında direnç geliştiği, bunun % 4’ünün
çoklu ilaç dirençli tüberküloz olduğu gözlenmiştir. Tüberküloz
eradikasyonunu tehdit eden yüksek ilaç dirençleri nedeniyle
duyarlılık testlerinin standardizasyonunun sağlanması, ayrıca
hızlı ve güvenilir sonuç vermesi açısından radyometrik
proporsiyon yönteminin kullanılmasının yararlı olacağı
düşünülmüştür.
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to isoniazid and pyrazinamide.
As a result, resistance to major antituberculosis drugs was observed in 9 (18 %) of the 50 strains and 2 strains were

accepted as multidrug resistant due to their resistance  to both isoniazid and rifampin.
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Tablo 3: Ülkemizde antitüberküloz ilaçlara karşı saptanan direnç oranları (%).

* INH: İzoniazid, RIF: Rifampisin, SM: Streptomisin, EMB: Etambutol
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