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OZET

'MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARINDA DIRENCIN
MOLEKULER YONTEMLERLE TESPITI

Rifampin (RIF) yilksek bakterisit etkisi ile tlberkiloz tedavisinde
kullanilan “primer antitiberkiioz” ilaglann en &nemiisidir. Mycobacterium
tuberculosis’e yliksek bakterisit etkisi rifampini tiberkiloz tedavisinin anahtar
bileseni haline getirmistir. Rifampin (RIF) direnci tiberkiloz tedavi ve kontroll
icin ciddi ve 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Rifampin direncli vakalarin dogru
tedavisi ve hizli tanisi ile ilaca direngli tiberkilozun kontrolti saglanabilir. Yeni
molekiler tani yontemierinin kullamimi ile klinik 6rneklerden izole edilen RIF
direncli Mycobacterium tuberculosis suglarinin genetik karakterizasyonu, g¢oklu
ilac direngli (CID) Mycobacterium tuberculosis epidemiyolojisi ile tedaviye cevap
alinamayan tiiberkiiloz olgularinin kontroli i¢in faydali bilgiler sagdlayabilir. Bu
calismada, Cukurova bolgesinde fenotipik yontemlerle RIF direnci tespit edilen
25 klinik izolatta dirence sebep olan mutasyonlarin sikliigr arastinidi.
Mutasyonlarin tayini icin dizi analiz yontemi kullanildi. Bu amagla RIF direnci
gostergesi olarak bilinen 81 bp’lik bélgeyi de igeren RNA polimerazin p-alt
Unitesini kodlayan gen olan rpoB geninin 250 bp’lik merkezi bolgesinin dizi
analizi yapildi. Bulgularimiz -simdiye kadar yapilan c¢aligmalarin bulgularini

destekler niteliktedir.

Anahtar kelimeler:DNA dizi analizi, llag direnci, Rifampin, Molekuler yontemler,

Mycobacterium tuberculosis.



SUMMARY

DETECTION OF THE RESISTANCE IN MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS WITH PCR

Rifampicin with its high bactericidal activity is one of the most important
drug of choice in the primary treatment of tuberculosis. Its high bactericidal
effect against Mycobacterium tuberculosis renders rifampicine the key
component in the treatment regimens. Resistance to rifampicin (RIF) cause a
serious and significant treat in order to tuberculosis control. Control of rifampicin
resistant tuberculosis relies proper treatment of drug resistant cases and rapid
diagnosis. Molecular characterization RIF-resistant M. tuberculosis clinical
strains of different origins can generate information useful for developing rapid
molecular diagnostic methods that are widely applicable. In this study, we
investigated 25 RIF resistant clinical isolates collected from South Turkey by
using automatic DNA sequencing. Consequently, we sequenced a 250-bp
central region of the RNA polymerase B-subunit gene (rpoB) that covers the 81-
bp-core region known to be the marker for RIF resistance. Our results are in

concordance with literature data.

Keywords: Drug resistance, DNA sequencing, Rifampicin, Molecular methods,
Mycobacterium tuberculosis.
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1. GIRiS VE AMAG

Rifampin (RIF) yuksek bakterisit etkisi ile tiberkiiloz tedavisinde
kullanilan  “primer  antitiberkilloz” ajanlarin en &nemlilerinden  birisidir.
M.tuberculosis Uzerindeki yuksek bakterisidal etkisi rifampini tlberklloz
tedavisinin anahtar bileseni haline getirmistir’. RIF; RNA polimerazin B alt
Unitesine baglanarak transkripsiyonun baslamasini inhibe eder. Epidemiyolojik
iliskisiz RIF direngli izolatlarin % 96’s1, RNA polimerazin B alt Unitesini kodlayan
rpoB geninin 81 baz ciftlik (b¢) kor bdigesinde mutasyona sahip oldugu birgok
calismada gosterilmistir. Kor bélgesi 27 aminoasidi kodlar ve 507. ve 533.
kodonlar arasindadir. Aminoasit farklilli§i ile sonuglanan mutasyonlar en sik
531., 526. ve 516. kodonlarda ofur***°.

Mutasyonlarin goériilme sikliginda cografik dedisiklikler biytk rol
oynar®’®®, Bu yiizden diinyanin farkli bdlgelerindeki tuberkiiloz insidans ve
direng prevalansinin yiksek oldugu bdigelerden izole edilen direngli
izolatlardaki mutasyonlarin lokalizasyonlan ile ilgili bilgiler, yeni ilaglarin
bulunmasinda ve direng tespitinde hizli ve duyarli metodlarin gelistirimesinde
yol gésterici ve yardimei olacaktir>®® .

Son yillarda Nikleik Asit Amplifikasyon Teknikleri (NAAT)
mikrobiyolojinin diger alanlarinda oldugu gibi tuberkiloz tanisinda da son
derece vyaygin ve etkili kullanim alani bulmugturm. Bir taraftan Klinik
orneklerden M.tuberculosis’e ait 1S6110, 23S rRNA gibi spesifik gen dizilerinin
varligim birkag¢ saat icerisinde gostererek tanida hem zaman hem de duyarlilik
yoninde 6nemli avantajlar kazandiran NAAT bazli molekiier teknikler, diger
taraftan da Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), DNA dizi analizi, dideoksi-
fingerprinting, heterodupleks analiz, restriction fragment length polymorphism
(RFLP), single-strand conformation polymorphism (SSCP), line probe assay,

DNA microarray ve alele 6zgu prob hibridizasyon yéntemleri direncin molekdler



analizinde yogun olarak kullanilmistir®™®. Mutasyonlarin géruldagu  gen
bolgelerinin PZR amplifikasyonu sonrasinda ya spesifik restriksiyon enzimleri
(RE) ile kesilerek fragment uzunluklarina gére 'degerlendiri'lrhesi veya amplifiye
ediimig hedef bolgelerin dizi analizi yapiimasi, mutasyonlarin tespitinde yaygin
olarak kullanimaktadir®,

Ulkemizde. tiiberkiiloz insidanst 1997-2003 vyillari arasinda 100 000
kiside 40—26 vaka araliginda seyretmistir'’ ve anti-tiiberkiiloz ilaglara direng
orani da dnemli derecede yiksektir'>'*'41516 By nedenle mutasyonlarin ve
direngli vakalarin tespiti bliyik énem tagimaktadir.

Bu g¢alismanin amaci; Adana bolgesinde gorilen tiiberkiiloz vakalarindan
izole edilen RIF direngli M. tuberculosis izolatlarindaki, rpoB direncinin en sik

rastlanan mutasyonlari hedef alan DNA dizi analizi ile tespitine dayanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

21 Tarihge

Cok eski zamanlardan beri insanlan etkileyen hastaliklarin pek az bir
kismi, tiberkiloz kadar korku ve aci yaratmistir. Taberkillozun bu denli eski bir
hastalik olusu Bankoffu; “Tanri 6. glnde insanlari yaratirken herhalde
tuberkiloz basilinin bolca bulundugu Asya ¢amurunu kullanmis olsa gerek” diye
distinmesine neden olmustur’’.

Muhtemelen ilk insanla birlikte var oldugu iddia edilen M.tuberculosis'in
Afrika boynuzundan ilk insan gogleri ile birlikte Asya'ya oradan da Avrupa ve
daha sonrada Yeni Dinya'yva yaylmigtir. Bir teoriye goére insanoglunun
toplayicilik ve avcilik yaptigi, yerlesik hayat yasamadig: paleolitik dénemde,
tiberkiiloz (TB) sporadik olarak gériilmekteydi'®. Milattan &nce yaklasik 8000
yillarinda ilkel tarim tekniklerini ve hayvanlari evcillegtirmeyi 6grenen insanoglu
yerlesik hayata gecti. Insanin biiyilkk bag memeli hayvaniar ve onlarin atalari ile
iliskisi, bu hayvanlarda gérillen bovis tipi tuberkiilozun insanlara gecisine sebep
oldu. Ancak molekiilere dayall metodlarla M.bovis ve M.tuberculosis izolatlarini
takiben M.tuberculosis kompleksi igerisindé degerlendirilen suslarin dizi
analizlerinin yapilmasi, bu teorinin dogrulugunu tartigilir hale getirdi. Genetik
calismalar M.tuberculosis’in M. Bovis'ten daha eski oldugunu gostermekteydi.
Yani hayvandan insana bulas teorisi kismen cirGtilmus oldu. Hayvanciliin
basgladid) ilk caglarda TB giderek daha sik olarak gériiimekle birlikte yine de
seyrekti. Aradan gecgen binlerce yil icerisinde daha kalabalik topluluklar halinde
yagsamaya baglayan insanlar arasinda hastallk daha yaygin hale geldi, buna
cevre sartlarindaki degisiklikler de katilinca tiberklloza duyarllik giderek artti.
Nifus yogunlugunun artmasiyla birlikte epidemik yayihm bagladi. Bati Avrupa
ve ABD’ de 18. ve 19.yy’ da yaklasik olarak 75 yil siireyle biiylk tlberkiiloz



pandemisi yasandi. O yillarda TB en énemli 6lim nedeniydi'®. Hayat sartlarinda
belirgin bir diizelme olmamasina ragmen, sonraki yillarda TB olgularinin
sayisinda yavas da olsa bir azalma gézlendi. Bu durum “genetik olarak geligen
toplumsal bagisikik” teorisiyle agiklanmaktadir’®. Tiberkiiloz, daha sonraki
yillarda, Bati Avrupal géemenler tarafindan énce Dogu Avrupa'ya, sonra Asya,
Giliney Amerika ve Afrika'ya yayildi. Yirminci ybzyilda TB yeni yayildigi
boélgelerde sorun olmaya baslarken hayat sartlarinin dizeimesiyle Bati Avrupa
ve ABD’de TB prevalansi hizla dismeye basladi. 1949 yilinda streptomisinin
(STR), 1952 yilinda izoniazidin (INH) kullanima girmesiyle TB tedavisinde
kemoterapi donemi basladi. Antibiyotik tedavisinin klinik kullanima girmesinden
sonra TB prevalansi 6zellikle gelismis Ulkeler bagta olmak lizere tim diinyada
strekli bir digme egilimi gosterdi. Bu egilim 1980’lerin ortasindan itibaren
degisti. Tuberkiloz ve coklu ilag direnci gésteren TB olgulannin sayisi artmaya
basladi. Halk Saghgi ile ilgili cahsmalardaki yetersiziikler, AIDS’li olgularin
sayisindaki artig ve 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde bozulan sosyoekonomik
yapli bu hizli artigin baglica nedenleri olarak éne surildi.

Taberkilioz insanhdin bilinen en eski hastaliklardan birisi olmasina;
sebebinin kesin olarak bilinmesine, tedavi edilebilir ve korunulabilir bir hastalik
olmasina ragmen, halen diinyada en yaygin ve 6lumcil bulasici hastaliklardan

biri olmaya devam etmektedir'®.

2.2 Diinyada Tiiberkiiloz

Diinya Saghk Orgiti (DSOYniin 2005 yil raporuna gére; 2003 yilinda
diinyada, 8,8 milyon yeni olgu gorildigant (140/100.000), ve oigularin
674.000'i HIV (11/100.000) pozitif oldugunu bildirmistir. Ayni yil 229.000'u HIV
pozitifler olmak tzere 1,7 milyoh insan (28/100.000) tlberkilozdan Simastar.
Tuberkiloz olgulannin % 95’inden fazlasi gelismekte olan ulkelerde goérilmekte
ve kiresel ©olcekte bakildiginda infeksiyon kaynakli &nlenebilir eriskin
élimlerinin % 26’sina yol acmaktadir. Diinya Saglik Orgiti (DSO) Dunyadaki
TB hastalarinin yiizde 80'inin bulundugu tlkeleri, “Yitksek Olgu-Yikii (YOYU)



olan ulkeler” olarak adlandirmistir'’. Guniimiizde bu tlkelerin sayisi 22'dir. Bu
tlkelerden 12'si Asya'da, 9'u Afrika'da ve 1'i Gliney Amerika’dadir. Hindistan,
Cin, Endonezya, Nijerya ve Banglades en ¢ok hastanin oldugu beg (lkedir. Bu
tlkeleri; Pakistan, Etyopya, Giiney Afrika, Filipinler, Kenya, Kongo Demokratik
Cumhuriyeti, Rusya Federasyonu, Vietnam, Tanzanya, Brezilya, Uganda,
Tayland, Mozambik, Zimbabve, Myanmar, Afganistan ve Kambogya
izlemektedir. Sahra Glneyi Afrika ile Guney Dogu Asya’da HIV ile birlikte
seyreden tlberkiloz bu tilkelerde ¢6zilmesi imkansiz problemler yaratmaktadir.
Son yillarda Eski Sovyetler Birligi tilkelerinde de bu iki hastaligin birlikteligi artig

gbstermektedir’!"°,

2.3 Tiirkiye’'de Tiiberkiiloz

DS’ niin raporuna gore Tirkiye'nin niifusu 70.318.000, toplam bildirilen
olgu sayisi 18.043 ve insidans 100000’de 26’d1r.

Turkiye'de bu yizyiin basinda ciddi bir epidemi yasanmaktaydi. TB
Slumleri, bltin 6lim nedenleri iginde birinci sirada yer aliyordu. Bu durum
1950'li yillara kadar devam etti; 1945 yilinda TB 6lumleri 100.000/262, 1950
yilinda 100.000/204 idi'".

Hastalik insidansi Avrupa ulkelerinin gogunda 100.000/20°den az iken,
Hindistan, Bangiades, Cin gibi Ulkelerde yliiz binde 100'Gn Ustlinde, hatta
100.000/200’Gn tstlndedir.

Ulkemizde tiberkilozun durumu degerlendirildiginde, hastalik insidansi
acisindan bagarlll kontrol programi uygulamis ulkeler ile, kdti programlar
uygulamis Ulketer arasinda bir konumumuzun oldugu gérilmektedir.

Verem Savas! Daire Baskanlig: tarafindan DSO’'ne génderilen ve DSO
1999 raporunda yer alan bilgide: Turkiye'nin 1997 yili nufusu 62.774.000, yil
icinde tani konan yeni TB hastalarinin sayisi 20.778, insidanst 100.000/33,1dir.
Yine DSO'niin raporuna gére tani konulan hasta sayisi 18.038, insidansi
100.000/26'dir. Bu rakamilarin Tirkiye'de tim hastalari icermedigi bilinmektedir.

Ornegin bazi dispanserlerde SSK'li hastalarin ya da hastanelerde tedavi



baslanan hastalarin bir kismi kayitl degildir. Ozel kurumiarda, Universitelerde,
diger hastanelerde tedavi olan ve kaydi olmayan hastalar olabilmektedir ve
kayitl olmayan hastalarin sayisi konusunda saglam bilgiler yoktur. Ulkemizde
tuberkiloza bagh élumler, 1940’ yillarda, yilda yiz bin de 150 ile 250 arasinda
ve bitin 8lum nedenleri arasinda birinci sirada yer alirken, bu oranlan 1950°li
yillardan itibaren hizla azalmig, 1970'li yillarda yiiz binde 20, 1990’ yillarda ise
ylz binde 1,5'e kadar cekilmistir. Yine 2002 yilinda yapilan bir ¢alismada,
tlkemizde 0-14 yas grubunda tuberkiloza baglh &élimlerinin, butin 6lamlerin
%1,4’in0 olusturdugu ve 8. en sik 6lum nedeni oldugu, 15-59 yag grubunda ise
tim olumlerin % 2'sini ve 9. en sik 6lim nedeni oldugu gdsterilmigtir. Zaman
icerisinde 6lum hizi ile morbiditede azalma kaydedilmigtir.

T.C. Saglik Bakanligi Verem Savas Daire Bagkanlgi verilerine gére
Tuberkiloz insidansi 1965 yilinda 172/100.000, 1980'de 52.2/100.000, 1990'da
43.8/100.000 ve 2000'de 27/100.000 olarak kaydedilmis, 2000 yilinda 18.038
yeni tiberkiloz vakasi ile karsilagiimigtir'#%°.

Tuberkiloz epidemisinde en 6nemli problem gogul ila¢ direnci gosteren
olgularin sayisindaki artistir. Bu durum tiberkilozla micadeleyi, neredeyse
antibiyotiklerin tiberkilloz tedavisinde kullaniimaya baglamasindan yaklasik 50

yil gecmis olmasina ragmen, yeniden basga doéndurmustur?’.

2.4 Tedavi ve Direng

Bilindigi gibi tlberkiiloz tedavisinde birinci segenek ilaclar rifampisin
(RIF), izoniazid (INH), pirazinamid (PZA), etambutol (EMB) ve streptomisin
(SMYdir. Sikloserin etionamid, tiasetazon, kanamisin, kapreomisin ve PAS gibi
ilaglar ise ikinci secenek ilaclardir. Ayrica tuberkiiloz tedavisinde amikasin,
rifabutin, klofazimin, B laktamaz inhibitdrleri, kinolonlarda deneme agsamasinda
olan ilaclardir®’.

Birinci segenek ilaglara karsi gelisen direnci dikkate alan DSO 1993
yilinda TB'yi kiiresel saglk sorunu olarak ilan etmigtir. Hastaligin erken tanisi ve
primer anti tlberkilloz ila¢ direncinin hizli bir sekilde tespit edilmesi cogul



direngli kbkenlerin kontroltinde ve etkili tedavide yasamsal bir rol oynamaktadir.
Bircok bakteride gorilenin aksine M. (tuberculosis’de plazmid veya
transpozonlar araciidi ile olugan horizontal gen transferine bagh direnc
gériilmemektedir. M. tuberculosis’ de ilag direnci her antibiyotik icin farkl stklikta
olmak Uizere spontan kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya gikmaktadir:
Ornegin, rifampin (RIF)'e direngli mutantlarin ilagsiz ortam da prevalansi 1078,
INH’a direngli mutantlarin ise 10°®dir. Akciger TB’sinde bir kavite blyuklugine
gore ortalama 10’-10° basil igermektedir. Bu durumda teorik olarak kaviter
lezyonlarin icinde ¢ok az sayida da olsa genetik olarak ila¢ direnci olan kékenler
bulunabilmektedir. Fakat ilaca direncgli bu mutantlar duyarli mikroorganizmalar
arasmda dillie olmaktadirlar. Buna kargin 6zellikle buyik kaviter lezyonlan olan
hastalarda tedavide tek bir antibiyotigin kullanilmasi ya da diizensiz antibiyotik
kullammu ile duyarli mikroorganizmalar baskilanmakta ve ilaca direncli kékenler
secilerek bakteri toplulugu iginde baskin duruma ge¢cmektedirler. Bagka bir
deyisle normal sartlarda dogada var olan bir fenomen insanoglu tarafindan
amplifiye edilmektedir. Tedavi sirasinda geligsen bu dirence kazaniimis direng ya
da sekonder direng, olusan direngli kékenlerin baska bir hastaya bulastiriimasi
ile ortaya cikan dirence ise primer ilag direnci denilmektedir'®. Bir kavitenin
icerebilecedi en fazla basil sayisinin 10%, bir basilde hem INH hem de RIF
direncinin bir arada olma ofasiiginin 107" (10 X 107®) oldugu gbz 6niinde
bulundurulursa teorik olarak duyarh bir bakteri toplulugunda spontan
mutasyonlarla ¢ogul ila¢ direnci gelisme olasiliginin olmadigini séylemek yanhs
olmaz. Cogul direng hemen daima belli bir antibiyotije direncli topluluktaki
basillerde yeni mutasyonlarla olusan mutant kékenlerin antibiyotik baskisiyla
segilip topluluk iginde baskin duruma gegmesi sonucunda gelismektedir. '%2°
Diinya ve Ulkemizdeki tibbi kaynaklar incelendiginde 1980°den &nceki
donemierde direngli tiberkiilloz sézcigu daha ¢ok izoniazid ve streptomisine
karsi direnci ifade etmektedir. llerleyen yillarda rifampisinin kullanima girmesi
gerek Tirkiye'de gerekse diinyada tliberkiilozda hem yeni hem de direngli
vakalarin tedavilerinde ¢ok ©nemli basarilarin elde edilmesine imkan
saglamistir. Baslangicta RIF tedavisinden c¢ok iyi sonuglar alinmigken, uzun

vadede olusan RIF direncinin daha &nceden var olan ve hep strmekte olan



izoniazid direncine eklenmesiyle iginden c¢ikilmasi olduk¢a zor olan bir durum
ortaya ¢ikmigtir. RIF direncinin giderek artmasi Turkiye'nin asil énemli sorununu
olusturmaktadir®®?!. Ulkemizde halen kullaniimakta olan rejimler ve tedavi
protokolleri ile izoniazid direnci olan hastalarda prognoz degismezken rifampisin
direnci olan hastalarda prognoz kétl olmakta ve direncli hale gelmeleri
kolaylagmaktadir. RIF hemen hemen her zaman tedavi rejimlerinde izoniazid ile
birlikte kullanidmaktadir. Bu durum 1990’lardan sonra diinyada ¢ok ilaca direngli
tiberkiloz (GIDTB) kavramini giindeme getirmistir. Turkiye'de direng boyutlarini
rakamsal olarak ifade edebilecek resmi bir veri yoktur. Ulkemize ait bilgiler
cesitli kurumlarda yapilan lokal aragtirmalara dayanmaktadir. Dispanserler, iller
ve hastanelerde yapilan gél|§malar|n sonucunda tespit edilen tahmini ilag
direnci oranlari; en az bir ilaca direng: %14-31, CID: %1,7-6, tedavi gérmis
hastalarda ise en az bir ilaca direng: %18,5-65, CID : %6,7-30 arasinda
bulunmustur. Bu oranlar, tlkemizin dinyada ilag direnci orani yiliksek
tlkelerinden birisi oldugunu géstermektedir®. Ginkii DSO, ulusal programlarin
etkin bir sekilde isletildigi Glkelerde primer ¢ok ilaca direngli tiberkiiloz oraninin
%17'in altinda olmasi gerektigini vurgulamaktadir. DSO’niin énerdigi kategorilere
gbre tedavi yaklagimi Tirkiye'de ayni sekilde uygulanmamaktadir, farkiiliklar
vardir; Yayma negatif akciger TB'unda ve akciger disi TB’un daha az ciddi
sekillerinde DSO, g ilagla tedavi 6nermigtir. Ulkemizde ise bu hastalar icin de
dort ilagla tedavi yontemi kullaniimaktadir®.

Ulkemizdeki yiksek CID oranlarinin en &nemli iki sebebi, tedavi terk
oranlarinin yiksekligi ve kir oranlarinin dusiikiugtdir. Gerek tanida gerekse
hasta takibinde bakteriyolojinin rutin kullaniminin artmasi ile kiir oranlan da
artacaktir. Tedavi terklerini énlemenin en etkili yolu da Dogrudan Goézetimli
Tedavi Stratejisidir. (DGTS) . Etkin bir tiberkiiloz kontrol programi uygulanarak
bulas ve mortalite azaltilabilir. Ttiberkiloz hastalarinin programa uyumu ve ilag
direnci dnemlidir. Dinya Saghk Orguti (DSO) énciiliginde 1991'den bu yana
yeni bir TB kontrol stratejisi hizla yayiimis ve giinimiizde TB kontroliiniin temel
ybntemi olarak kabul gérir hale gelmisti. Dogrudan Gozetimli Tedavi
uygulamasi Dr. Styblo'nun onerisi ile Afrika’da baglatiimistir. llk uygulama

6rnegi Tanzanya olup, burada saglanan basari, iyi bir uygulama ile cok fakir



bélgelerde ve ulkelerde bile tiiberkillozun kontrol edilebilecegdini kanitlamigtir.
Bu basan saglik alt yapisi ve ekonomik gelismislik iyi olmadan TB ile yeterince
miicadele edilemeyecegi seklindeki yaygin kanaati yikarak Cin, Peru, Hindistan
gibi Ulkelerde de uygulamaya gecilmesini saglamistir. Ancak DGTS uzun stire
sadece fakir Ulkeler igin gecerli bir strateji olarak kabul ediimis ve diger tlkelerin
ilgi alanina girmemigtir. Ancak ABD’de bu stratejinin basari ile uygulannasi,
gelismislik seviyesi yillksek Ulkelerde de yayillmasini hizlandirmigtir. DGTS
dinya niifusunun %55'ini ve dinyadaki tiiberkilloz vakalanni % 27’sini
kapsayan 148 lilkeyi kapsar. Diinya Saghk Orgiti (DSO)'niin raporuna gore;
2003 yilinda, 2002 yilindan iki fazla tlke ile toplam 182 ilke DGTS siratejisini
uygulamistir. 2003 sonunda, dinya ntfusunun %77’si, Dogrudan Goézetimii
Tedavi StratejisiiDGTS) uyguianan bu dlkelerde ya da bu ulkelerin bazi
boliimlerinde yasamaktadirlar®®. Global olarak tiberkilloz vakalarinin %27’si
DGTS ile tedavi edilmektedir. DGTS’un uygulandigi Ulkelerin niifusu da Dinya
nufusunun %55’ine ulagmistir.

DGTS’nin yurdumuzda uygulanan TB Kontrol Programina uygulanmasi
diger ulke uygulamalarinda oldugu gibi 3 asamada gergeklestirilecektir. Bu

asamalar;

1. Demostrasyon ve Egitim Asamasi,
2. Yayginlastirma Agamasi,
3. Kaliciik Asamasidir.

Halen llkemizde 1. agsama olan “Demostrasyon ve Egitim Asamasi” devam
etmektedir. Bu pilot uygulamanin neticelerinden sonra yeni bir planlama

yapilarak 2. asama olan “Yayginlastirma” asamasina gecilecektir®*.



DGTS stratejisi:

1. TB kontrold ile ilgili uygulamatar icin politik iradenin ortaya konmasi,
2. Semptomatik hastalarda pasif yéntemle bakteriyolojik tani,

3. Gozetimii kisa sireli tedavi,

4. Ucretsiz ve siirekli ilac saglanmasi ve

5. Kayit-raporlama-analiz sistematiginin kurulmasi, unsurlarini icermektedir.

DGTS programlari uygulanan bélgelerde kayith yeni yayma pozitif TB
hastalarinin sayisi 2000 yilinda 1.021.404'tur. 2000 yiinda DGTS uygulanan
bélgelerde yeni olgulanin %62’si, uygulanmayan yerlerde ise %34’ yayma
pozitiftir. Yayma pozitif hastalarda 1999 yilinda saptanan tedavi basarisi, DGTS
uygulanan béigelerde %80,2, uygulanmayan bolgelerde %27,6 bulunmustur.
DGTS uygulanmayan yerlerde hastalarin kiigiik bir kismi degerlendiriimekte,
tedavi basarisi da tim hastalarin tedavi basarisi olarak tanimlanmaktadir. Bu
nedenle tedavi basansi diistktir. Ornegin, dilnyada 1999 yili sonunda DGTS
uygulanan yerlerde hastalarin %96’sinin, DGTS uygulanmayan yerlerde
%41’inin tedavi sonugclari degeriendirilebilmistir.

Tuarkiye, DGTS uygulanmayan bir Ulke olarak listelenmekie ve Trkiye,
tedavi sonucu veremeyen, yani degerlendirilemeyen bir Glke olarak kayitlara
gecmektedir®,

Sanayilegsmis Ulkelerde son 10 yil icinde TB kontrolii cabalan sonug
vermistir ve hasta sayilarinda yeniden dusls egilimi gérilmektedir. Glinimizde
bu Glkelerde TB sorununun énemii bir kismini gégler olusturmaktadir.

DGTS stratejisinin énemli basarilar saglamasi ve yapilan maliyet-
yararhlik analizlerinde gok etkili oldugunun gésterilmesi, diinya ¢apinda énemli
bir harekete yol agmigtir. Ayrica DSO énciiligiinde-StopTB adi ile tuberkiiloza
karg! sosyal ve politik hareketi hizlandirmaya yoénelik uluslararasi bir 6rgiitlenme
olusturulmustur. Dinyanin 10 yiildan uzun siiren DGTS deneyimleri sonrasinda
2002 yilinda DSO, DGTS stratejisinin igerigini genisletmistir. DGTS stratejisini
butunlokli bir destek stratejisine donustirmek gerektigi:  saglik hizmeti

verenlere, hastalara ve TB sorunu ile karsilasan insanlara destek saglayici
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olmas! gerektigi ortaya konulmustur. Bu yeni yaklagimda, TB tedavisinin bir
insan hakki oldugu ve TB kontroliinin toplum i¢in énemli yararlarinin olacagini
vurgulamistir. 1991 yilinda 44. Dunya Saglik Orgiiti Genel Kurul Toplantisinda
2001 yili icin ortaya konan (bulastirict TB olgularinin %70’ini saptamak ve bu
olgularin %85’inde kiir saglamak) hedefi, 2007 yiina ertelenmigtir. Yine,
bulastirici olgularda yiiksek kiir oranlari saglamaya 6ncelik verilmesi gerektigi
vurgulanmistir.

Bu yeni genigletiimis DGTS yapisi iginde TB kontrol ile ilgili girisimlerin gesitli
yénlerine, balgam mikroskobisinden CID-TB tedavisine kadar degisen
cercevede deginiimistir. Bir Ulkede DGTS uygulanmasindaki temel girisimlere
iliskin maddelere 2002 yilinda bir “program geligtirme plani” hazirlanmasi
eklenmistir; bunun yaninda “ek anahtar girisimler” bagli§l altinda bir dizi

uygulama istenmistir. Bunlar;

1- Bilgi, egitim, iletisim ve sosyal mobilizasyon,
2
3
4

Ozel ve génilli saglik hizmeti vereceklerin dahil ediimesi,

Ekonomik analiz ve mali planlama,
Operasyonel arastirmadir®®.

Basarili bir tuberkiiloz 6nleme programi igin laboratuvar 6rgitlenmesi
gereklidir. Bu oOrgutlenmeye gbre periferik birim (seviye 1 laboratuvariar),
balgam toplama ve yayma hazirlama; orta birim (seviye 2 laboratuvarlar),
balgam toplama, yayma ve kiltlr iglemlerini; merkezi birim (seviye 3
laboratuvarlar), yayma, kiltir ve direng takibi islemlerini gerceklestirecek ve
merkezi birimlerden biri ulusal referans laboratuvari olacaktir 2°.

WHO/IUATLD pek cok (lkeyi kapsayan; “Antitiberkiloz llag Direnci
Siirveyansi Global Projesi” baglatmisdir®®.

Projenin 1994-96 yillar arasinda 35 bélgede, diinyadaki TB vakalarinin
%16’sini kapsayan 1. raporunda; yeni vakalarda %3'ten daha fazla oranda CID-
TB oldugu bildirilmisti. Bu oran o6zellikle Arjantin, Dominik Cumhuriyeti,
Estonya, Litvanya, Rusya gibi bazi llkelerde yiiksektir. Ayni projenin 1994-99
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arasini degerlendiren, 72 bélgeyi, diinya nifusunun %33’'tnl ve TB vakalarinin
% 28'ini kapsayan 2. raporunda; yeni vakalarda en az bir ilaca direng orani
%1,7-%36 ( ortalama %10,7), CID-TB orani  %0-14,1 (ortalama %1) olarak
bildiriimigtir. Direng agisindan yllksek prevalans gézlenen llkelerden bazilari
Cin, Litvanya, Rusya ve lran'dir. Almanya, Yeni Zelanda, Estonya ve
Danimarka'da zamanla CID-TB oranlaninda artis saptanmistir. ABD ve
Fransa'da ise bu oran zamana bagli olarak azalmigtir. Yine ayni proje
cercevesinde tedavi almis hastalar degerlendirildiginde; en az bir ilaca direng
oraninin %0 (Finlandiya) ile %94 (Uruguay) arasinda degistigi ve ortalama
%23,3 oldugu belfrtilmigtir. CID-TB orani ise %048,2 (Iran) arasinda degigmekte
olup ortalama %9,3 olarak bildirilmistir. Estonya'da belirgin artis gbézlenirken
Kiiba, Ingiltere ve Kore'de azalmaya dogru bir egilim tespit edilmistir. WHO
aragtirma yapilamamis baz: ilkelerde degiskeniere gére tahmini degerlendirme
yapmigtir. Buna gére Turkiye’de 2000 yilinda 24110 yeni vaka ve 1166 CID-TB
(% 4,8) vakasi oldugu tahmin edilmektedir®!?2,

WHO/IUATLD Antitiiberkiiloz llag Direnci Siirveyansi Global Projesi

cercevesinde bazi konularda tespitler yapiimistir. Buna gére:

1. Direng prevalansi; dnceki tedavi ile dogrudan; kisa siireli kemoterapi, tedavi
basarisi, DOTS ve kisi basina milli gelir ile ters iligkilidir.

2. Kanada, Danimarka, Finlandiya, Almanya, Iran, Hollanda, Isveg, ingiltere ve
ABD’de yabancilarda yiiksek direng prevalansi gézlenmektedir.

3. 0-14 yas arasinda ve 65 yas Uzerinde diren¢ daha disik olarak
gorilmektedir.

4-Human Immunodeficiency Virus (HIV) agisindan pozitif olan hastalarda CID-

TB prevalans ylksektir.

HIV epidemisinin direncli TB sayisinda artisa sebep oldudu bilinmektedir.
Bununla biriikte AIDS hastalarda TB degerlendirildiginde; TB vaka sayisindaki

artisin primer direngli vaka sayisinda artisla da iligkili oldugu, TB tedavi
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birimlerinin kalabaliklagsmasinin edinsel direncli vakalarda artisa neden oldugu
ve baskilanmis bagisiklidin tlberkiiloz tedavisinin etkinligini azaltip edinsel
direnci arttirdigyi yapilan saplamalar arasindadi®. Sahra Giineyi Afrika ile
Gliney Dogu Asya'da HIV ve TB birlikteligi bayik bir sorundur. Son yiliarda Eski
Sovyetler Birligi tGlkelerinde de bu iki hastaligin birlikteligi artis gostermektedir.
llaca direngli TB sorunu diinya ¢apinda dnemii bir olgudur. Dinyanin bitiin
llkelerinde TB tedavisini zorlastirmaktadir®®. Diinyada 58 iilke ya da bolgede
yapilan ila¢ direnci saptama c¢alismasinda, ilac direncinin yaygin olarak
bulundugu ve bazi (lkelerde ciddi boyutlarda oldugu (sicak-noktalar)
gorulmuostar.

Tarkiye'deki CID-TB degerlendiriimesinin yapilabilmesi icin heniiz ne
yazik ki yeterli veri bulunmamaktadir.

2000 yilinda Inéni Universitesinde yapilan bir calismada Malatya
bolgesinden 96 yeni vaka degerlendiriimis, 36 vakada en az bir ilaca direng
(%37,5) ve dort CID-TB (%4,2) tespit edilmistir.

Ulkemizde Gaziantep Universitesi’nde yapilan lokal bir calismada 264 M.
tuberculosis susu BACTEC 460' ile duyarllik agisindan test edilmis; en az bir
ilaca diren¢ % 40,2, yalniz bir ilaca diren¢ % 17,8, iki ilaca diren¢ % 10,6, lc¢
ilaca direng % 11,0 ve dort ilaca direng % 0,8 olarak bulunmustur. INH ve
RIF’e ayni anda direng orani ise % 7,6 olarak bildiriimistir. Caligmanin
sonucunda Giineydogu Anadolu’da direncin yiiksek oldugu belirtiimistir?®.

Coklu direngli tuberkllozun nozokomiyal gegisi hastanelerde AIDS
hastalarinin bulundugu birimlerde gérulebilir. llk salginlar 1988 baslarinda
bildiriimistir?®. Bu salginlarda mortalite orant %72-89'dur.

Coklu direncli tuberklilozun kontrol altina alinmasi icin WHO temel

prensipler belirlemistir®®. Buna gore;

Oncelik CID-TB gelisimini 6nlemektir.
Gerekli ilaglar mevcut olmalidir.

Bu hastalar icin 6zel tedavi Gniteleri olusturulmalidir.

S

Bu hastalar i¢in uygun tedavi rejimieri dlizenlenmelidir.
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5. Gerekli duyarlilik testleri yapilabilmelidir.
6. CID-TB kontrol programi igin uzun streli personel ve mali kaynak

ayrilmalhidir.

-Diunya saghk o6rgutti ayrica yilksek cgoklu direngli tiberkiloziu olan
bélgelerde uygulanmak izere “DGTS-plus” stratejisi geligtirmistir. Bu strateji, 2.
secenek ilaglarla uygun tedaviye dayanir. DGTS’ tan ayri bir strateji degil
DGTS'a yardimc! bir stratejidir. Litvanya, Estonya, Filipinler, Peru ve Rusya gibi
coklu direngli tlberkiilozun yiksek oldugu baz Ulkelerde uygulanmaktadir®”.

“DGTS-plus” stratejileri sunlari igerir:

Kulttir ve antibiyotik duyarlilik testleri (ADT) ile tani

ADT sonugclarina gére uygun tedavi

Sekonder ilaclara da ADT yapiimasi.

Detayli Laboratuvar Degerlendirme (3 ayda bir kiltir, ADT, RFLP ile
degerlendirme)

N =

5. Sekonder ilaglarin kontrolsiiz kullaniminin énlenmesi

6. Uluslararasi kuruluslarin destegi

Tuberkiiloz danigma konseyi gokiu direncli tliberkiilozu énlemek igin
uygun tedavilerin ve direng sorunlarnnin sirveyansinin yapilmasi gerektigini
vurgulamaktadir. Konsey uygun tedavinin énemini belirtmistir?!. Clnkii tekli ilag
kullanimi ile mutant direngli suslar popllasyonda baskin hale gecebilir’2.TB
hastalarinda ilk izolata duyarlilik testleri yapiimahdir. Direng testleri, tedavinin
baslamasindan 3 ay sonra kltir negatif hale dénigmeyen ya da tedaviye yanit
yetersiziigi olduguna dair klinik delilleri olan hastalardan izole edilen sonraki
izolatlarda da yapilmaldir®,

Rifampin (RIF) Tuberkiloz tedavisinde kullanilan “primer antitiberkiloz”

ajanlarin en onemlisidir. RIF’in M.tuberculosis Uzerindeki yliksek bakterisidal
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etkisi bu ilaci tliberkliloz tedavisinin anahtar bileseni haline getirmigtir. Bdylece
RIF direnci ¢oklu ilag direnci belirteci olarak degerlendirilir. Rifampin semi-
sentetik bir rifamisin tlrevidir. Rifampin bakterinin RNA polimeraz enziminin B3-
alt unitesine baglanarak transkripsiyonun basglamasini engeliemektedir.
Rifampine direncli M.tubercuiosis kokenlerinin %95'inden fazlasinda RNA
polimeraz enziminin B —alt nitesini kodlayan rpoB genin 507-533.kodonlari
arasindaki 81 baz c¢ifti (bg) uzunlugundaki rifampin resistance determining
region (RRDR) veya hot spot adi verilen bélgede missense mutasyontarin,
kigiik delesyon veya insersiyonlarin oldugu gésterilmigtir. Buna karsin RIF'e
direncli M.tuberculosis kdkenlerinin yaklasik %4’inde RRDR bélgesinde genetik
degisiklik saptanamamigtir. Bu kdkenlerin bir bdlimiinde rpoB genin RRDR
béigesinin diginda kalan 146, 490, 505, 535, 541, 553 ve 572. kodonlarda
mutasyonlarin oldugu gosterilirken g¢ok kuglk bir béliminde ise direncin
mekanizmas! agiklanamamaktadir. Direngli kdkenlerde mutasyonlar tek bir
kodonda bir niikleotidin degismesi seklinde olabilecegi gibi bir kodonda birden
fazla niikieotidin degismesiyle ya da birden fazla kodonu kapsayan ikili, Gg¢l
hatta dértli kodon mutasyonlan seklinde de olabilmektedir. 2°%"%°

Yapilan ¢ok sayida calismada RIF’e direngli kdkenlerin yaklagik %34-
57'sinde rpoB geninin 531. kodonunda TCG—TTG mutasyonu (Ser531Leu)
saptanmistir. Bunu 526. kodondaki mutasyonlar izlemektedir. Bazi istisnalar
olmasina karsin genellikle belli kodonlardaki aminoasit degisiklikleri ile RIF igin
MIK degerleri arasinda kuvvetli bir iligki oldugu bilinmektedir. Kodon 531, 526 ve
513'deki mutasyonlar yiiksek dizey RIF direncine (MIK_264pg/ml) neden
olurken 514 veya 533. kodonlarda goérillen mutasyoniar genellikle disik dizey
RIF direncine yol agmaktadir. Rifampine direngli kokenlerde rifabutin, rifapentin
ve KRM-1648 gibi diger rifamisinlere karsi duyarliliklar da arastirilmistir.
Yapilan caligmalarda RIF icin MIK degerleri ile diger rifamisinler icin MIK
degerleri arasinda kuvvetli bir korelasyon saptanmistir. Rifampine direngli
kokenlerin timilnde rifapentine de c¢apraz direng goériimekte ve her iki
antibiyotik icin de ayni MIK degerleri saptanmaktadir. Buna karsin RIF'e direngli
kokenlerin rifabutin ve KRM-1648" e duyarli olabildigi bilinmektedir. Ornegin,
rpoB geninde Leu511Pro, Asp516Tyr, Asp516Val, Ser522Leu ve Leu533Pro
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mutasyonu olan RIF’e direngli M.tuberculosis kdkenlerinin rifabutine duyarli
5,8,20

(MIK < 0.5ug/ml) olduklan saptanmigtir

2.5 Duyarlilik Testleri

Gunumizde gittikge artis gésteren ve diinyay: tehdit eden gokiu direngli
tiberkillozu 6nlemek icin hizli ve dogru duyarliik testleri gerekmektedir®'.
Duyarhlik testleri bir antimikrobiyal ajana klinik cevap ile in vitro test sonucu
arasindaki korelasyona dayanir. Bir hastanin basillerinin %71’inden fazlasi bir
ilaca in vitro direngli ise o ilag ile tedavi klinik olarak yararh degildir. lyi bir metod
belii bir ilaca kargi duyarli ve direngli basil oranini belirleyebilmelidir 2.

2.5.1 Kiiltiir Bazli Testler

Bu testlerde, ya klasik kiltir yontemleri veya hizli kiltar yontemieri ile
uygun bir besiyerinde Uretilmis bakteri kolonileri kullanilir. Europian Committee
for Antimocrobial Susceptibility testing (EUCAST) ‘a gore duyarhlik testlerinin
standardizasyonu ¢ok zordur. Cinkii TB direncini tespitte kullanilan
besiyerlerinde, inokulum miktarinda, ilacin minimum konsantrasyonunda,
kullanilan direng kriterlerinde farklar meveuttur®®.

2.5.1.1. Klasik Kiiltiir Testleri

WHO/IUATLD, TB duyarlilik testleri icin {i¢ kabul edilebilir klasik kuitlire
dayali metod tanimlamistir.
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1. Mutlak Konsantrasyon Metodu

Bu metod her bir ilacin MIK degerini tespit etme esasina dayanir. llag
konsantrasyonu besiyerinde tam ve hatasiz olarak ayarlanmalidir, besiyeri ila¢
eklendikten sonra isitilmamalidir®. llag LJ besiyerine iki kati dilisyonlaria
eklenir. Kati besiyeri metodlarinin standardizasyonu sivi besiyerine oranla daha
kolaydir. Direng; belli ilag konsantrasyonunda belii koloni sayisindan fazla
(genellikle 20) treme olarak tanimlanir'®3* Bu metodda ilag konsantrasyonu ve

inokulum miktar iyi standardize ediimelidir.

2. Direng¢ Oran Metodu

Direng oran metodu; mutiak konsantrasyon metodunun geligtiriimesiyle
olusmustur. Test izolatinin MIK degerinin standart duyarli susun MIK degerine
bolinmesine dayanir. Bu oran ikiden kugiik ise duyarli, sekizden buylk ise
direncli olarak degerlendirilir'®>. Metodda standart sus olarak M. tuberculosis

(H37RV ) kullanilir. Standart kontrol kullaniimasi sayesinde ilag iceren besiyeri
19,33

hazirlanmasindaki ve ilag aktivitesindeki degiskenlikler kontrol edilebilir

3. Proporsiyon Metodu

A.B.D. Halk Saghg: Servisi, bu metotta kullaniimak tzere Middlebrook
7H10 agar besiyerinin kullanildigi proporsiyon metodunu 6nermektedir. Test
edilecek mikroorganizmanin cesitli oranlardaki dilisyonlan ilagh ve ilagsiz
besiyerine ekilir. Direngli mutant proporsiyonu; ilag iceren besiyerindeki koloni
sayisi ile ilagsiz besiyerindeki koloni sayisinin oranidir. llagh ve ilagsiz

b

besiyerindeki koloni sayisi belirlenir ve ‘yizde (%) ’ olarak ifade edilir. Sus;
direncli bakterinin kritik bir proporsiyonunun altinda duyarlt, Gstlinde direncli
olarak degerlendirilir. Bu proporsiyon farkli ilaglar igin degisebilir (INH ve RIF

icin %1) 1932,
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2.5.1.2. Hizh Kiiltiire Dayali Duyarlilik Testleri

Kultire Dayali Duyarliik Testleri; ticari otomatize veya yari otomatize
kilttr sistemlerinden olusmaktadir. Bunlar Radyometrik kdltlr sistemi
(BACTEC), Radyometrik olmayan otomatize Kkiltir sistemleri (MGIT),
Kolorimetrik boya yontemi (alamar mavisi ) ve kolorimetrik kilttr sistemleridir.

1. Radyometrik Kiltur Sistemi

Guntlmiuizde siklikla kullanilan BACTEC 460 bir radyometrik kaltOr
sistemlerinden. Bactec yontemi sivi besiyerinde uUreyen mikobakterinin
tremesinin radyometrik olarak izlenmesi esasina dayanir. Temel prensip "C ile
isaretli substrat iceren besiyerinde bu substrati kullanarak Greyen
mikobakterilerin '*CO, Uretmesidir. Tespit edilen "CO, miktar vial igindeki
uremenin miktari ve oranini yansitir ve lreme indeksi olarak tanimlanir. llag
duyarhihk testleri Bactec sistemi kullanilarak yapilabilir. Kiiltirde Gretilmis susa
uygulanabildigi gibi yayma pozitif olan 6rmeklere dogrudan da uygulanabilir.
Middlebrook 7H12 sivi besiyeri kullanilir.

Dinya Saghk Orgiitil (WHO) ve tiiberkiiloz ve akciger hastaliklarina kargi
Uluslararast Birlik / International Union Against Tuberculosis and Lung Disease
(IUATLD) Network of Supranational Reference Laboratories tarafindan
laboratuvarlarda kalite kontrol testleri yapmak {izere 100 sus kullaniimig. Bu
suslar proporsiyon, mutlak konsantrasyon, direng oran ve BACTEC-TB 460
sistemi ile duyarlilik agisindan test edilmis. Sonuclar RIF ve INH agisindan
%97-99, EMB ve SM agisindan % 90-95 glvenilir bulunmus. Ayni sekilde tim
laboratuvarlarin performanslar test edilmelidir 2.
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2. Radyometrik Olmayan Sistemler

Radyometrik olmayan sistemiere MGIT sistemi'iyi bir érektir. MGIT
yéntemi mikobakierilerin  klinik &rnekierden (kan ve idrar harig) hizl
izolasyonunu optimize etmek igin geligtiriimis in vitro bir sistemdir. Hastalardan
alinan érnekler iglendikten sonra MGIT tlplerine inokiie edilir. MGIT taplerinin
dip kisimlarinda fluorescent igeren silikon bulunur ve sivi besiyerinde bulunan
¢ozinmils haldeki O, varhdina duyarlidir. Sivi  besiyerinde Ureyen
mikobakterilerin aciga cikardigi ¢éziinmiis haldeki oksijen floresan agiga gikarir
ve Uremenin tespit edilmesini saglar. Middlebrook tiiplerindeki jelde indikator
mevcuttur. Bu indikatér indirgendiginde (CO. artisi ile) UV’ de fliloresan verir.
llach ve ilagsiz tlpe esit miktarda bakteri ekimi yapilir. llagsiz tiipteki iremeden
sonraki 48 saat icinde ilagh tlpte Ureme olursa; direngli sus olarak

degerlendirilir*®.

3. Kolorimetrik Boya Yontemi

Kolorimetrik boya ydnteminde alamar mavisi kullanilir. Yukseltgenme
indirgenme reaksiyonlari renk degisikligine sebep olur. llagh ve ilacsiz
Middlebrook besiyerinde 10-14 giin inkiibasyon yapilir. Kontrol tipline alamar
mavisi eklenir ve 50°C'de 2 saat beklenir. Ureme ile renk maviden pembeye
dénisar. Ureme varsa ilagh tiiplere de ayni islem yapilir. Pembe olursa direncli
olarak degerlendirilir. Birden fazla kontrol tipl kullaniimasi gerekir. Glnimizde

pratik olmadigindan fazla kullaniimamaktadir 34.

4. Kolorimetrik Kultur Sistemi
Kolorimetrik kaltur sistemi mikobakterilerin metabolizmasina bagh olarak

besiyerinde renk degisimi olur. Bu yodntemle koloni goériinmeden Ureme

saptanabilir. Kontaminasyon gercek mikobakieriden ayirt edilir. Kontaminasyon

19



rengin kirmizidan yesile dénmesine mikobakteriler ise sariya dénmesine neden
olur. Kati besiyerinin kullaniidigi tek hizli kultar sistemidir. Duyarlilik icin ilagh ve
ilagsiz besiyerine esit miktarda bakteri ekilir. Kontrolde Gremeden sonraki 48

saat icinde ilagli besiyerinde treme varsa; direngli sus olarak degerlendirilir ¢,

2.5.2 Bakteriyofaja Dayal Duyarlilik Testleri
2.5.2.1 Lusiferaz Genli Bakteriyofaj Metodu

Bu metodda lusiferaz geni eksprese edebilen fajlar kullanilir. Fajla infekte
canli mikobakterinin foton Gretimi ve sonrasindaki isik olusumuna dayanir.
Direngli olan bakteri lusiferaz tretimine devam eder. Klinik 6rnekte kullanimi cok
yenidir. Yéntemin uygulanabilirliligi icin 10° basil/ml gerekir. Bunun yani sira
pahali bir ydntem olmasi kullanimini sinirlamaktadir®.

2.5.2.2 Faj Cogaltma Metodu

Faj c¢cogaltma metodunda phaB (phage ampilified biologically) faji
kullaniiir. Test edilecek numune ya da kiiltiir mikobakteriyofaj ile infekte edilir.
Mikobakteri disinda kalan fajlar ferrus amonyum siilfat ile inaktive edilir.
Korunan fajlar icerde ¢ogalir, mikobakteriyi pargalar. Agiga cakan fajlar hizli
Ureyen M. smegmatis ile bir araya getirilir. Bir gecelik inklbasyon sonrasi lizis.
alanlari, faj plaklari gdzlenir. Hizli ve kolay bir metottur. Mililitrede 10-100
bakteriye duyarlidir, bu agidan kuitir ile benzerlik gosterir. Zamanla infeksiy6z

canli bakteri azaldig igin gérece olarak giivenli bir ydntemdir *°.
2.5.3 Flow Sitometri
Yontemde floresein asetat ile isaretlemenin yapilir. Flow Sitometri

ydntemi sayima dayal bir yéntemdir. Ug giin ilagh ve ilagsiz olarak inkiibasyon

yapliir. Sonrasinda flow sitometride sayim yapilir®®. llagh tupte yaridan fazla
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azalma varsa, ilag etkili olarak degerlendirilir. Yapilan bir ¢aligmada 17 izolat
icin EMB, INH, RIF’e duyarlilik degerlendirilmistir. Agar proporsiyon metodu ile
% 98 uyum bildiriimigtir. Parafolmadehit ile inaktivasyon yapihr. Givenli, basit
ve hizli bir metod oldugu belirtimektedir®.

2.5.4 Molekiiler Direng Testleri

Mycobacterium fuberculosis’'de ilag direncinin molekiler
mekanizmalarinin anlasilmasindan sonra hizli ila¢ direnci saptamaya yoénelik
molekiller uygulamalar gelistiriimistir'®. Molekiler direng géstergelerinin
saptanmasi igin minimal bir Ureme yeterlidir. Bu nedenle konvansiyonel ilag
duyarhhk yontemleriyle karsilastirnidiginda testlerin sonuclanmasi icin gecgen
stre haftalardan saatlere inmistir. Yine bu teknikier otomasyona izin vermekte
ve laboratuvar tehlikelerini en aza indirmektedir. Birden fazla gen bdlgesinin
direngten sorumlu oldugu durumlarda her bir direng geni icin ayn iglem
yapiimasini gerektirmesi dirence yol agmayan sessiz mutasyonlarin da
saptanmas! bu teknikierin &nemli dezavantajlaridir’®.  Pratik uygulamalarda
molekiller teknikler cogu kez RIF direncinin saptanmasi amaciyla
kullaniimaktadir. Cunkii RIF en potent antitiiberkiiloz ilaglardan biridir. Bu
nedenle RIF direnci 6zellikle beraberinde diger antitiberkiloz ilaglara da direng
olmasi durumunda yilksek oranda kiinik relapslara yol agmaktadir. Ayrica, RIF'e
direngli izolatlann yaklastk %90’'ninda INH direncide bulunmaktadir; dolayisiyla
RIF direnci ayni zamanda INH direncinin de bir géstergesidir. Dahasi RIF
direncinin tamamina yakin bir béliminden rpoB geninin 81 bp’lik bdlgesindeki
mutasyonlar sorumludur. Bu da rpoB genini molekiler teknikler igin uygun bir
hedef haline getirmektedir®”.

Molekiiler direng testleri; hizll sonug vermesi, kiltlr gereksiniminin
minimal olmasi ya da olmamasi nedeniyle gunimizde kullamlan testler
arasinda avantajli sayilan yontemierdir. Dirence neden olan mutasyonlarin
cogunun daha oOncede tespit edilmis olmasi bu ydntemlerin esasini

olusturmaktadir. Molekdler direng testleri In-house olarak ya da ticari testler
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olarak kullanilabilinir. Fakat ayni zamanda bu yéntemlerin bazi dezavantajlari
oldugu da bilinmektedir. Pahali olmalar, direngli organizma proporsiyonunun
belirsiz olmasi ve sessiz mutasyonlar olma ihtimali yontemin dezavantajlar
arasindadir.

Molekller direng testlerinin uygulanabilmesi, ilag hedefi ve gen
-mutasyonunun bilinmesine dayanir. Bu testler; érnek hazirlanmasi, nikleik asit
amplifikasyonu ve mutasyonun tespiti basamaklarindan olusur.

RIF direncinin saptanmasi TB tedavi protokoliiniin belirlenmesinde
6nemlidir. RIF; RNA polimerazin § alt Gnitesine baglanir, transkripsiyonu ve
RNA’'nin uzamasini engeller. M. tfuberculosiste bulunan rpoB geni DNA'ya
bagimli RNA polimerazin $ alt Unitesini kodlar. Bu gendeki bir mutasyon RIF
direncine neden olur®. RIF disi ilaglarda direng mekanizmalari ile ilgili bilgi
yetersizdir. Bu nedenie bu ilaglarda duyarliliyin tespitinde genotipik testler
yetersiz kalabilir. Basan orant SM icin % 40, INH icin  %10-15 ve
siprofioksasin icin % 25 olarak bildiriimistir'®.

INH direncinin tespiti i¢cin kullanilan molekiler ybdntemler daha
komplekstir. Clnkl bu ilaca direng geligimi ile iligkili olarak en az dért gende
mutasyon tespit edilmistir. Bu genler katG, inhA, ahpC ve kasA genleridir®®.

Tiberkiloz suslarinda ilag direncini ve genetik temelini tespitte en ¢ok
kullanim alani bulan testler; Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), Single strand
conformation polymorphism (SSCP), Heminested PZR, Heterodupleks analizi,
Baz-dizi analizi, Kati faz hibridizasyon testleridir.

Direng tespitinde kullanilan ve o6zgil ve duyarli olmasina ragmen
standardizasyonu ve uygulanisi son derece zor olan  “Single strand
conformation polymorphism” manuel ya da otomatize sistemlerle, mutasyonel
fragmentler; radyoaktif olarak ya da giimls boyama ile jelde gosterilebilir. Bu
yontem ile 6nce ilac direncinden sorumliu gen bolgesi PZR ile ¢ogaltilir, DNA iki
tek zincire ayrilir. Tek zincirli DNA, nukleotid dizisine gére Gg¢ boyutlu sekil alir.
Dizide bir mutasyon olmasi halinde zincirlerin poliakrilamid jeldeki hizlarinin
farkh olacaktir™®.

DNA dizi analizi mutasyonlari saptamak icin en dolaysiz ve glvenilir
yontemdir; 6nceden bilinen ve bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasina izin
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verir. Buna kargin INH direncinde oldugu gibi mutasyonlarin daginik ve blyuk
segmentler halinde oldugu durumlarda her izolat i¢in birden fazla sayida dizi
analizi gerekebilecedinden kolay uygulanabilir bir yéntem degildir. Buna karsin
rpoB gibi yodun ve c¢ok kisa segmentte sinirli olan direng genlerinin
saptanmasinda DNA dizi analizi uygun bir tekniktir. Glnimizde DNA dizi
analizi amaciyla Sangerin zincir sonlandirma temeline dayanan
dideoksiniikleotid yontemi kullaniimaktadir. Zincir sonltandirma yéntemi manuel
ve otomatize sistem olarak kullanilabilmektedir. Son vyillarda otomatize
sistemlerin kullanima girmesi DNA dizi analizinin ¢ok genis ¢apli kullanim alani
bulmasina olanak saglamistir'®.

Diger 6nemli bir metod'da heterodupleks analizidir. Bu metodla test
edilen izolat ve duyarli kontrolden dirence neden olan gen bélgesi PZR ile
cogaltilir. Esit miktarlan ayni tupte karistirilir, 1s1 ile zincirler ayriir. Yavas yavas
sogutularak eslesme saglanir. Mutasyon varsa eslesme bozuklugu olur. Cift
sarmal yapi bozulur, t¢ boyutlu yapi degisir. Elektroforezde farkli hizda yuriime
varsa direng mevcuttur. Mutasyon tespiti icin akrilamid jel kullanilir. Sonuglar
UV transluminatérde gotzlenebilir. Bu 6zelligi ile yéntem, SSCP’'den daha
kullanighdir *°.

Kati Faz Hibridizasyon Testinde bekienen mutasyonlara 6zgl problaria
hibridizasyon yapilir. Metod ters hibridizasyon prensibine dayanir. llag direncinin
bekiendigi DNA boigesi cogaltiir. Probun baglanmamasi sbéz konusu ise
mutasyon dolayisiyla direng mevcuttur'®.

Gergcek Zamanl PZR(Real Time PCR) ile RIF ve INH direncinin
tayininde; tespitinde tek tiip iginde primerler, floresan veren madde ile isaretii
prob ve mutasyonla uyumiu isaretli problar birlikte kullanilir. Mutasyon indikator
problari Red 640 ile isaretlenmistir. Sistem floresan rezonans enerji transferi
esasina dayanir. Her genotip icin karakteristik erime profili olugur. Direngli ve
duyarh susun erime egrileri karsilastinhr. Otuz dakika gibi kisa bir stirede sonug
verebilmesi en 6nemli avantajidir 3% Ancak genotipik yéntemler arasinda
altin standart dizi analizidir. Genomdaki direncle iligkili olabilecek biitiin sinonim
ve non-sinonim mutasyonlar tespit edilebilir. Ancak bu zordur ve o6zellikle

otomatize sistemler kullanildiinda pahal bir yontemdir. Floresan metodlar
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kullanan otomatize analizérler ile 48 saatte sonug¢ verebilmesi avantajlan

arasindadir®®.
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3-GEREC VE YONTEM

3.1 M. tuberculosis suslari

Calismada 2004—2005 tarihleri arasinda, Gukurova Universitesi Balcali
hastanesinde akciger tiberkiilozu tanisi ile takip edilen hastadan alinan balgam
orneklerinden BACTEC-TB 460 sistemi ile izole edilip rifampisin ilag direngli
(CID) 25 sus kullaniimistir. ‘

3.2 Fenotipik yontemlerle duyarhlik tespiti

Dort major ilag icin duyarlilik testleri, modifiye proporsiyon metodu ile
BACTEC 460 radyometrik sistem (Becton Dickenson and Company, Sparks,
Maryland, USA) kullanilarak yapildi. Test sonucunda; 0,1 pg/ml izoniazid, 2
ug/mi rifampin, 2,5 pug/ml etambutol ya da 2 pg/ml streptomisin varlidinda elde
edilen treme indeksi kontrol tiipiinden fazla ise (>%1) sus direngli olarak kabul
edildi. Coklu ilag direnci (CID); en az izoniazid ve rifampine direng olarak

tanimlandi. 4142

3.3 Molekiiler galigmalar

RIF direncine sebep olan mutasyonlarin tespiti igin M.fuberculosis
suslarinin, RNA polimeraz geninin B-alt Unitesini kodlayan gen olan rpoB
geninin 250 bp'lik merkezi bolgesinin dizi analizi yapildi. Direngli izolatlar dizi
analizi yapilana kadar, DNA ekstraksiyoniari yapilarak — 70C° de saklandi.
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3.3.1 DNA ekstraksiyonu

PZR analizi icin kullanilan DNA, BACTEC 460 radyometrik sistem
(Becton Dickenson and Company, Sparks, Maryland, USA) tespit edilen
hiicrelerden, Walsh PS ve ark. tarafindan tanimlandigi gibi*®, asagidaki sekilde
ekstrakte edildi;

1. Direncli suslarin tredigi Bactec gisesi iyice vortekslendi

2. Sisenin lastik tipasi izopropil alkol ile iyice silindi,

3. Uremis kaltirden 1 ml'lik enjektérle 0,5 ml alinip 1,5 ml'lik ependorf tiiplne
konuidu,

4. Bes dakika 14000 rpm’de santrifilj edilerek bakteriler cokturildi, Gstteki sivi
atildi,

5. 250 pl kullanilmadan hemen ©nce vorteksienmis *Chelex—100 (% 10'luk
solisyon) ilave edildi,

6. 10-15 sn. vortekslendi,

7. 10 dakika 60 C”lik kuru 1s1 blogunda veya su banyosunda inkiibe edildi,

8. 10-15 sn. tekrar vorteksiendi,

9. Bes dakika 100 C”lik kuru 1s1 blogunda veya su banyosunda inkiibe edildi,
10. Oda isisinda sogumaya birakildt,

11. Ug dakika 14.000 rpm’de santrifilj edildi,

12. Mycobacterium DNA'sini iceren supernatant PCR icin daha sonra

kullanmak lizere —20 veya -70C*de saklandi.

*Chelex—100 Solilisyonu (%10)

2.5 ml TE Buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA)

7.5 mi distile su

1 gram Chelex—100 (Sigma)

Toplam 10 ml soliisyon kullanilincaya kadar + 4 C%de saklandi. Kullaniimadan

once vortekslenerek karigtirildi.
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3.1.2. rpoB mutasyonlarinin DNA dizi analizi ile tespiti

PZR caligmalari, BD Advantage 2 PCR Emzyme System (BD
Biosciences Clontech, CA, USA) kullanilarak 50 pflik amplifikasyon kansimi ile
yapildi. Her bir reaksiyon igin 2 pl purifiye DNA 6rnedi ve uygun primerler
kullanildi. PZR reaksiyon karisimina eklenen primerlerin konsantrasyonlari 10
uM olarak ayarlandi. RIF direncinin karakterizasyonu i¢in RNA polimeraz § alt
Unitesini kodlayan gen olan rpoB'deki 249 b¢'lik santral bblge amplifiye edildi.
Bu amplifikasyon icin 10 pM ROF ve 10 pM RIR primeri kullanildi®. Kullanilan

primerler Tablo I'de gosterilmistir.

Tablo |.Mutasyon tespitinde kullanilan primerlerin baz dizileri

ROF: 5'- GTCGCCGCGATCAAGGA
RIR : §- TGACCCGCGCGTACAC

Amplifikasyon kosullari:

Baslangi¢ denatiirasyonu igin 96C%de 3 dakika
Denatlirasyon igin 95C°de 50 saniye

Primer baglanmasi i¢in 65C®de 40 saniye 25 siklus
Zincir uzamasi igin 72C°de 20 saniye

Final uzama igin 72C%de 3 dakika

Yukaridaki kosullarda amplifiye* edilen rpoB bbolgesine ait DNA,
QlAquick PZR purifikasyon kiti ( QIAGEN companies) ile pirifiye edildi. DNA
dizi analizi i¢cin ABI-PRISM, Model 3700 kullanildi. Sonuglar elektronik olarak
DNA-STAR programi ( Madison, WI, USA) ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Duyarithik testleri

Caligmaya alinan 25 M. fuberculosis susunun dért major ilaca karsi

duyarhilik profilleri Tablo |l.de gésterilmistir.

Tablo II. 25 M. tuberculosis sugunun dért major ilaca kargi duyarlihk profilleri

Sus no | Direnc durumu
Etambutol izoniazid Rifampin | Streptomisin

1 Direngli Direncli Direncli Duyarli
2 Duyarli Direncli Direncli Direncli
3 Duyarli Direncli Direngli Duyarl
4 Duyarli Direncli Direncli Direngli
5 Duyarli Direngli Direncli Direncli
6 Duyarl Duyarli | Direngli Direngli
7 Duyarl Direngli Direncli Duyarli
8 Direncli Direngli Direncli Direngli
9 Direngli Direncli Direngli Direncli
10 Duyarli Direncli Direncli Duyarli
11 Direngli Direncli Direncli Direngli
12 Direncli Direncli Direngli Direncli
13 Direngli Direncli Direngli ‘Direncli
14 Direncli Direngli Direncli Direngli
15 Direncgli Direncli Direngli Direncli
16 Direncli Direngli Direncli Direncli
17 Duyarl Direngli Direncli Duyarli
18 Direncli Direngli Direncli Direngli
19 Duyarli Direncli Direncli Direncli
20 | Direngli Direngli Direncli Direngli
21 Direncli Direncli Direncli Direncli
22 Direncli Direncli Direncli Direncli
23 Direncli Direncli Direngli Direngli
24 Direngli Direncli Direncli Direngli
25 Direncli Duyarl Direncli Duyarli
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4.2 Mutasyon analizleri

RIF direnci gériilen suglarin tamaminin aynt zamanda birden c¢ok ilaca
direngli suslar oldugu géraimustur. Bu suglardan 13/25 (%52)linde 531. kodon
da, 7/25 (%28)'inde 526. kodon da, 1/25 (%4)inde 522. kodon da, 2/25 ‘inde
(%8) 516. kodon da ve 1/25 (%4)inde de 513. kodon da mutasyon tespit
edilmigtir. Kodon 516'da mutasyonu olan Ug izolattan .birinde ayni zamanda
kodon 527'de mutasyon goriimistar. RIF direngli izolatlardaki rpoB

mutasyonlarinin sayilar ve dagilimi grafikte (Grafik:1) gésterilmistir.
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Dizi analizi ile tespit edilen ve yukarida gdsterilen mutasyonlara bagi
olarak genomda meydana gelen degisimler, aminoasit dizilimine tabloda
(Tablo—1ll) gésterildigi sekilde yansimistir,

Tablo Ill. Aminsasit dizilimi.

Alel/Kodon Aminoasit degisimi | Sayi (%)
531 TCGTTG Ser-Leu 10 (%40)
531 TCG TGG Ser-Trp _ 3 (%12)
526 CAC TAC His-Tyr 4 (%16)
526 CAC GAC His-Asp 2 (%8)
526 CAC CGC His-Arg 1 (%4)
522 TCG TGG Ser-Trp 1 (%4)
516 GAC GTC Asp-Val 2 (%8)
527 AAG AGG Lys-Arg 1 (%4)
516 GAC TAC Asp-Tyr 1 (%4)
513 CAACCA GIn-Pro 1 (%4)
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5.TARTISMA

Ulkemizde rifampin direngli M. tuberculosis izolatlannin molekiiler
karakterizasyonuna dayanan galigmalar oldukga az sayidadir***¢. Bu galisma,
llkemizde rifampin direncli M. tuberculosis izolatlarini karakterize eden nadir
calismalardan bir tanesidir. Calisma yiiksek tlberkiloz insidansina sahip
Cukurova bélgesinde yapilmistir. . .

Ege bolgesinde yapilan bir ¢alismada; Cavusoglu ve arkadaglan RIF
direncli izolatlarda rpoB geninde en sik rastlanan mutasyonlarin kodon 531
(%56,1) ve kodon 526 (19,5)da oldugunu, kodon 516’daki mutasyonlarin ise
gorece olarak dusuk (%7,3) oldugunu gbzlemislerdir®. Bu calismada da rpoB
geninde kodon 531'deki mutasyonlarin en sik (%52) oldugu gorildia. Bunu 2.
sira olan ve %28’lik gortilme sikligi ile kodon 526’daki mutasyonlar izliyordu.
Kodon 516 %8 ile 3. sirada iken, 513, 522 ve 527’de ayni siklikta mutasyona
rastlandi ve bu oran her bir kodon igin % 4 idi. Bu galigmanin sonuglariyla Ege
bélgesinde yapilan galismanin sonuglari birbirine uyumlu iken, Malatya ilinde
yapilan calismada ise 516. kodon mutasyonlann sik géraldugi 2. kodon olarak
belilenmistir’®. Baska likelerde de yapilan cahsmalar da kodon 531 birinci
sirada iken, 526 ikinci ve 516'daki mutasyonlar - Gg¢lincl sirada yer
almaktadir®>*,

Bazi caligmalarda iki ayn kodonda ya da ayni kodonda ¢ifte mutasyon
bildirilmistir**. Bizim galismamizda aymi kodonda ¢ifte mutasyon gézienmedi.
Ancak bir kodonda ¢ifte mutasyon gdzlendi buda kodon 516 idi. Malatya’'da
Aktas ve ark. yaptigi calismada ise ancak iki ayri kodonda ¢ifte mutasyonlar
bildirilmistir. lki ayr kodonda ¢ifte mutasyonun oldugu her durumda mutasyon
olan kodonlardan birinin kodon 516 oldugu dikkat c¢ekici oldugunu
dustinmuglerdir. Caligmada tek basina ya da digerleriyle kombine oldugu halde
kodon 516’daki mutasyonlarin ikinci en sik mutasyon oldugu gérmdisler ve

kodon 516’daki mutasyonlarnn sikhdini dikkate deger bulmuslardir. Ciinkii bazi
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caligmalarda butiin rifamisinlere karsi ylksek seviyede dirence neden olan
kodon 531 ve kodon 526 mutasyonlarinin aksine; kodon 511, 516, 519 ve
522'deki mutasyonlarin rifampin ve rifapentine kargi yiiksek seviyede dirence
neden olmakla birlikte bu mutasyoniara sahip suslarin rifabutin, rifaiazil ve
KRM-1648'e duyarli oldugu bildirilmistir*®*’. Bu son ilaglara duyarli olan susglar
rpoB  genindeki sekonder - mutasyonlaria direng  geligtirebilir*®.  Ancak
calismalarindaki izolatlari diger rifampin derivelerine karsi duyarlilik agisindan
test etmemislerdir.

Van der Zanden ve ark® 44 farkh tlkeden 300 sustaki rpoB
mutasyonlarini tanimlayan 59 c¢aligmanin bir derlemesini yapmiglardir. Bu
derlemede ortaya c¢lkan sonu¢ CAA-513-CCA ve GAC-516-GTC
mutasyonlarinin Asya, Avustralya ve Rusya'da daha sik oldudu yénindedir.
Caligmamizda kodon 513'te ¢ mutasyon tespit edildi ve bu mutasyonlarin
hepsi CAA-513-CCA seklindeydi. Kodon 516’da mutasyonu olan Ug izolat vardi
ve kodon 516’da tekli mutasyonu olan bir susta bu GAC-516-GTC mutasyonu
idi. Kodon 516'daki diger mutasyon GAC-516-TAC degisikligi seklindeydi. Bu
mutasyona bir izolatta AAG-527-AGG mutasyonu eslik ediyordu.

Calismamizda en sik rastlanan mutasyon TCG-531-TTG seklindeydi ve
bu sonu¢ Ege ve Malatya bolgesindeki suslarda saptanan bulgulara uyum
gosteriyordu®. Kodon 531'de gozlenen diger mutasyon TCG-531-TGG
degisikligi idi. Calismamizda rpoB’deki 81 bg¢'lik sicak bdlge diginda kalan yeni
bir mutasyon gézlenmemistir.
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6. SONUGLAR VE ONERILER

Bu calismanin ve daha onceden Ege boéigesinde ve Malatya ilinde
yapilan caligmalarin sonuglari géstermistir ki Tarkiye'deki rifampin direngli
suglarda gorilen mutasyonlar, tim dinyada rifampin direnci ile iligkili olan
mutasyonlara uyumludur. Klinik &rneklerden izole edilen RIF direngli M.
fuberculosis suslarinin rpoB genindeki mutasyonlarinin DNA dizi analizi ile
tespiti ile genetik karakterizasyonu; Cokiu llag Direncli (CID) M. tuberculosis
epidemiyolojisi ile tedaviye cevap alinamayan tuberkiiloz olgularinin kontrolli ve
yeni ilaclarin olusturulabilmesi icin  faydali bilgiler saglayabilir. Bu tarz
yaklasimlar; tuberkidloz insidansinin ve direncinin yiksek oldugu béigelerde
ifaca direngli suslarin yayllimini sinirlandirmada, tani ve tedavide yardimci

olabilir.
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