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COK ILACA DIRENGLI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARININ
MINOR ANTITUBERKULOZ ILAGLARA DUYARLILIGININ SAPTANMASI

THE RATES OF RESISTANCE TO SECOND-LINE DRUGS IN MULTIDRUG
RESISTANT MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS STRAINS

Revasiye KAYALI*, Nilay COPLU¥, Ismail CEY. *% Fatih OCAK**,
Burak Ekrem CITIL*, Berrin ESEN*

OZET: Cok ilaca direngli tiiberkiilloz (CiD-TB) tedavisinde minér
antitiberkuloz ilaclara gereksinim vardir ve bu nedenle ilag duyarlilik testleri
yapiimalidir. Bu ¢alismanin amaci, mindr antitiberkuloz ilaclara karsi duyarlilik
testlerinin kurulmasi, standardizasyonu ve diren¢ ylUzdeleri hakkinda veri elde
etmektir. Mindr ilaclara karsi ilac duyarlilik testleri, Glkenin gesitli bolgelerinden
toplanmis olan 50 CiD-Mycobacterium tuberculosis susu igin, proporsiyon
yéntemiyle ve Lowenstein-Jensen besiyeri kullanilarak yapilmistir. Calisilan
ilaglar etionamid, sikloserin, kanamisin, p-aminosalisilik asid (PAS), ofloksasin,
tiasetazon ve kapreomisin olup diren¢ oranlari sirasiyla %22, %8, %6, %6, %2,
%2 ve %0 olarak belirlenmistir. Coklu ilaca direng, suslarin %8’inde saptanmistir.
Sonug olarak, cok ilaca direngli M.tuberculosis izolatlarinin ¢alisilan minér
ilaglara karsi direng oranlarinin disik oldugu kanisina variimistir.

Anahtar sézclikler: Cok ilaca direngli tiiberkliloz,duyarliik testleri, min6r
antitiberkiiloz ilaglar.

ABSTRACT: The treatment of multidrug resistant tuberculosis (MDR-TB)
requires the use of minor antituberculosis drugs, thus susceptibilities against
these minor drugs should be performed. The aim of this study was to establish
and standardize the susceptibility testing methods for minor antituberculosis
drugs in this laboratory and to obtain data about the resistance rates. Drug
susceptibility tests were performed by proportion method in Lowenstein-Jensen
media for 50 MDR Mycobacterium tuberculosis isolates that have been collected
from different regions of our country. Resistance rates to ethionamide, cycloserin,
kanamycin, p-aminosalicylic acid, ofloxacin, thiacetasone, and capreomycin were
found as 22%, 8%, 6%, 6%, 2%, 2%, and 0%, respectively. Multidrug resistance
was observed in 8% of the isolates. As a result, the resistance rates of multidrug
resistant M.tuberculosis strains against the tested minor antituberculosis drugs
seem to be low in this study.

Key words: Multidrug resistant tuberculosis, susceptibility tests, minor
antituberculosis drugs.
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GIiRIS

Tuberkuloz bilinen en eski enfeksiyon hastaliklarindan biri olup hem gelismis
hem de gelismekte olan Ulkeler icin hala saglik sorunu olmaya devam etmektedir.
Daha énemlisi, cok ilaca direncli tiberkiloz (CID-TB) hizla yayiimakta ve buna
bagl olarak epidemiyolojisi ve kontrol programlarinin énemi artmaktadir'”. CiD-
TB tedavisinde, daha pahali olan ve pek ¢ok yan etkisi bulunan minér ilaglara
gereksinim duyulmaktadir?82, Dinya Saglik Orgiti'ne (DSO) gére, klinisyenlere
tedavi segenekleri konusunda yol gosterici olabilmesi, veremle savas programlarinin
dizenlenmesine katkida bulunmasi ve uzun vadeli sUrveyans calismalarina
IStk tutabilmesi acisindan minér ilaclar igin ilagc duyarllik testlerinin yapiimasi
gereklidir'.

Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi (RSHMB), Tuberkuloz Referans
ve Arastirma Laboratuvar (Tb.Ref.Lab.) Mycobacterium tuberculosis’de ilag
duyarllik testlerini proporsiyon yontemiyle ve Lowenstein-densen (L-J) besiyeri
kullanarak major ilaglar icin uygulamaktadir. Bu c¢alismanin amaci mindr ilaglar
icin duyarllik testlerini kurmak, standardize etmek ve direnc¢ oranlari hakkinda
veri saglamaktir.

GEREC ve YONTEM

llag Duyarlilik Test Yontemi: Minér ilaglara karsi duyarlilik L-J besiyerinde
indirek proporsiyon yontemiyle test edildi™.

[zolatlar: Galismaya, Agustos 2002-Agustos 2003 tarihleri arasinda bélge
tiberkiiloz laboratuvarlari ve RSHMB Tb.Ref.Lab.'da izole edilen 50 CiD-
M.tuberculosis susu dahil edildi. izolatlarin geldidi laboratuvarlar ve sus sayilari;
Trabzon (n:18), Ankara (n:8), Van (n:6), Elazig (n:6), Kayseri (n:4), Dlzce (n:4),
Samsun (n:1), izmir (n:1) ve Antalya (n:1) idi (Sekil 1). Hastalarin 6nceden aldiklar
tedavi hakkinda guvenilir bilgiler bulunmadigi igin, tim izolatlar toplam direncli
sus olarak deg@erlendirildi.

Besiyerinin Hazirlanmasi: Patates unu eklenmeden hazirlanmis olan L-J
besiyerine galisilacak olan antibiyotikler, kritik proporsiyona (KP) gore degisen kritik
konsantrasyon (KK) degerinde olacak sekilde eklendi. Kullanilan antibiyotiklerin
KP ve KK degerleri Tablo I'de verildi. ilagl ve ilagsiz L-J besiyeri, burgu kapakli

Sekil 1: Suglarin gonderildigi iller ve sug sayist
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tiplere 7 ml hacimde dagitildi ve 80°C’de 45 dakika koagulatdrde bekletildi.
Besiyeri 4°C’de saklandi ve bir hafta icinde tuketildi'®.

Antibiyotikler: Potens degeri bilinen sikloserin (CYC), etionamid (ETH),
tiasetazon (TiA) ve p-aminosalisilik asit (PAS) RSHMB ilag ve Kozmetikler Arastirma
Mudurlugu’'nden saglandi, kapreosin sulfat (CAP, Sigma-21 K1537), ofloksasin
(OFL, Sigma 51 K-1310) ve kanamisin sulfat (KAN, Amresco B 09-2812) ile
beraber kullanildi.

Tablo I: Kullanilan Minér Antitiiberkiiloz ilaclarin Kritik Konsantrasyon (KK)
ve Kritik Proporsiyon (KP) Degerleri'™

ilaglar* %1 KP igin KK (ug/mL) %10 KP igin KK (ug/mL)
PAS 0.5 0.25

CYC 40 30

ETH 30 20

KAN 30 20

CAP 40 20

OFL 2 -

TIA - 10.0

* PAS: p-aminosalisilik asid (PAS), CYC: sikloserin, ETH: etionamid, KAN: kanamisin,
CAP: kapreomisin, OFL: ofloksasin, TIA: tiasetazon.

Inokuliim: izolatlarin L-J'de 3-4 haftalik kaltdrlerinden BCG 1 mg/ml
bulanikliginda sUspansiyon hazrlandiktan sonra, 10"°den 10%e kadar degisen
10 kat artan seri sulandinmiar yapildi. llach ve ilagsiz L-J besiyerine 107 ve 10?2
sulandinmlardan 0,2 ml ekim yapilirken, ilagsiz besiyerine 10-5 sulandirnm da
ekildi'®2,

Degerlendirme: Sonuglar, izolatlarin 3., 4. ve 6. haftalarda ilacl ve ilagsiz
L-J besiyerlerinde Uremis olan kolonileri sayilarak ve KK ile KP'u gbz 6nunde
tutularak degerlendirildi'®.

Kalite kontrol(i: Hazirlanan ilagl ve ilagsiz L-J besiyerleri sterilite kontrolU igin
37°C'de bir gece inklbe edildi. H,,Rv susu her besiyeri hazirlanmada teste eklendi'.
DSO’nun dékumanlarinda da belirtildigi Uzere ilk 10 susun ilag duyarllik testi
sirasinda, dogal olarak olusan direncli mutantlarin sayisini saptayabilmek amaciyla
standardize inokulim suspansiyonunun 10"den 10®°'e kadar tum sulandirmlari
besiyerine ekildi. Ayrica yine ilk 10 sus icin antibiyotiklerin, KK degerlerinin
bir alt ve bir Ust konsantrasyonlarini icerecek sekilde seri konsantrasyonlari
hazirlanarak minimum inhibitdr konsantrasyonda olusabilecek varyasyonlar
acisindan irdelendi’™.

[statistiksel degerlendirme: Bu amagla SPSS 10,0 programi kullanilarak Ki-
kare testi uygulandi.
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BULGULAR

Caligilan 50 adet CID-M.tuberculosis susunun yedi minér ilaca karsi direng
oranlari Tablo II'de sunulmustur. Direng oranlarinin ETH igin %22, digerleri icin ise
%8'in altinda kaldigi ve izolatlarin higbirisinin CAP'a direngli olmadigi gdzlenmisgtir.
Ki-kare testi ile degerlendirildiginde, antibiyotiklere karsi direng oranlari arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.000 X2=53,05). ETH ve CAP
dislandiginda ise diger bes antibiyotik arasinda diren¢ oranlar %2-8 arasinda
degismekte olup, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.178,
X?=5.22). Coklu ila¢ direnci olan 4 sus’'un 3’Unde iki ilaca birden (biri CYC,
digeri ETH ya da PAS), birinde ise U¢ ilaca birden (TIA, OFL, PAS) direng
saptanmistir.

Tablo Il: Cok ilaca Direngli M.tuberculosis (n: 50) Suslarinda
Proporsiyon Yéntemiyle Minor Antitiberkuloz llaglara Karsi Saptanan
Direng Oranlari

] Direncli sus
ilaglar* n (%)
ETH 11 (22
CYC 4 (8
KAN 3 (6)
PAS 3 (6)
OFL 2 (4
TIA )
CAP 0 (0)

* ETH: etionamid, CYC: sikloserin, KAN: kanamisin,
PAS: p-aminosalisilik asid (PAS), OFL: ofloksasin,
TIA: tiasetazon, CAP: kapreomisin.

TARTISMA

Cok ilaca direngli tuberkiloz (GID-TB) énemli bir halk saghgn sorunudur,
cunkd major ilaclar tedavide yetersiz kalmakta ve enfekte hastalar bu direncli
suslari topluma yaymaya devam etmektedir. CID-TB olgularinda tedaviye mindr
ilaclar da eklenmelidir, ancak bu ilaglar major ilaclara gére daha toksik ve daha
az etkili olup, tedavi daha uzun sidrmekte ve daha pahaliya mal olmaktadir. Bu
nedenlerle CID-TB olgularinin tedavisinde minér ilaglara karsi duyarlilik testleri
yapilarak uygun secgenekler kullanilimalidir'©,

Ulkemizde tlberkiloz siirveyans sisteminde verem savas dispanserlerinin
(VSD) onemli bir yeri vardir. Bilindigi gibi Glkenin degisik bolgelerine yayilmis olan
270 adet VSD’de fizik muayene, radyolojik ve mikroskopik inceleme olanaklarinin
yani sira Ucretsiz tedavi ve takip hizmetleri de verilmektedir. Yine Ulkenin degisik
bolgelerine yayilmis olan 21 adet bdlge tlberkiloz laboratuvarinda (BTL) VSD'lerin
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gonderdigi balgam ve diger klinik ¢rneklerden kulttr ve tanimlama yapilabilmekte,
uc BTL tarafindan da ila¢c duyarlilik testleri uygulanabilmektedir. BTL’ler hem
sonuglarini hem de izolatlarini RSHMB Tb.Ref.Lab.’a géndermektedir. Bu sistem
Ulkedeki tuberkuloz hastalarinin énemli bir oranini kapsamaktadir. Ayrica, Universite,
devlet hastaneleri ve ozel hastaneler de tuberkuloz hastalarina bakabilmekte
ve bir kismi yine VSD agina ve BTL'na ya da RSHMB Tb.Ref.Lab.’a tani veya
tedavinin herhangi bir asamasinda génderebilmektedir. Ulkemizde minér ilag
duyarliigiyla ilgili bazi calismalar yapilmakla beraber cogunlugunda bolgesel veriler
sunulmustur'®2, Bu galismaya, Ulkenin cesitli bolgelerindeki BTL'dan gonderilen
suslarin dahil edilmesi, sonuglarin kismen de olsa Ulke genelini yansitabilecegini
g0stermektedir. Verem Savas Daire Bagkanliginin verilerine gore 2002 yili icin
adi gegen illerde (Trabzon, Ankara, Van, Elazi§, Kayseri, Diizce, Samsun, izmir,
Antalya) tdberkilloz insidansi (1/100.000) sirasiyla 18.05, 14.22, 14.36, 27.04,
13.96, 44.87, 34.07, 33.52 ve 17.33 olarak belirtiimektedir.

Diunya Saghk Orglti, minér ilag duyarlilik testlerinin giivenilir olmasi igin,
bu yéntemlerin major ilag duyarlilik testlerinde deneyimi olan laboratuvarlar
tarafindan yapiimasini énermektedir’®. Bundan baska, Amerikan Toraks Dernegi
tarafindan minor ilag duyarlilik testlerinin yalnizca referans laboratuvarlarca
yapllmasi 6nerilmektedir'*. Major ilag duyarlilik testlerini 1960’lardan bu yana
uygulayan ve Ulkenin referans laboratuvari olan RSHMB Tb.Ref.Lab.'nin minér
ilac duyarlilik testlerini de kurmasi ve standardize etmesi gereklidir. Bu amacla
baslatilan calismamizda, DSO’nin énerileri dogrultusunda L-J besiyeri kullanilarak
yapllan proporsiyon yontemi secilmistir'®. Bu testlerde sonuclarin elde edilme
sUresi hesaplandiginda; klinik érnek ya da kultdr transportunun bir gin aldig ve
6rnegin laboratuara gelmesinden mindr ilag duyarlilik test sonuclarinin gikmasina
kadar gecgen sUrenin 11-16 hafta arasinda degistigi gortlmektedir. Bu surenin
3-4 haftasini kultdr, 4-6 haftasini major ilag duyarlilik testleri ve yine 4-6 haftasini
mindr ila¢ duyarlilik testleri almaktadir.

Bulgularimiza gére mindr ilaglar, M.tuberculosis izolatlarinin %22'sinin direng
gosterdigi ETH disinda oldukga etkili bulunmustur. ETH, izoniasid'in (INH) yapisal
bir analogu olup mikolik asit biyosentezini inhibe etmektedir. INH ve ETH arasinda
inh-A geninde olusabilen mutasyonlar nedeniyle ko-resistans gelisebilecegdi
bildirilmistir2*2*. Calisilan CID-M.tuberculosis suslarinin INH direng mekanizmalari
saptanmamigtir, ancak ETH direncinin gdreceli olarak yuksek bulunmasinin INH
direncli olan bu suglarda ko-resistanstan kaynaklanmis olabilecedi dusuntlmustur.
Bu yuksek direng orani, direncin daha da artmamasi igin uygun politikalarin
gelistiriimesi gerektigine isaret etmektedir. Coklu ilag direnci de yine bu anlamda
Uzerinde durulmasi gereken bir bulgudur.

Yurdumuzda ya da yurtdisinda yapiimis olan diger ¢alismalarin bulgulari
Tablo llI'de sunulmaktadir. Bu bulgular irdelendiginde, bazi sonuglarin bizim
verilerimizle uyumlu oldugu, digerlerinin ise daha yUksek direnc oranlar belirttigi
g6zlenmigtir'e17.19-21.26-28 - By caligmalarda pek c¢ok degisik yontem ve besiyerinin
kullaniimis oldugu, calisma grubunun da yine degiskenlik gosterdigi ve bu
nedenlerle karsilastirma yapmanin gu¢ oldugu dusundlmustar.
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Tablo lll: Yurt ici ve Disinda Yapilmis Olan Bazi Minér ilag Duyarlilik
Calismalarinin Sonugclarn (%)

Tarih (Kaynak no) Sus sayisi ETH CYC OFL KAN CAP PAS TIA
1982-1991 (16) 683 9
1992-1999 (16) 863 7
2000 (17)* 32 65.6; 18.7, 9.3;93 25; 6.2

56.2 15.6
2003 (17) 64 672 100 17.2** 51.6
2002 (20) 75 38.6 0 0 1.3 4
1993 (21) 100 0
2001 (26) 72 49
1997 (27) 54 31 31
1999 (28)*** 242 231 7.85 826 14 7.85
2001 (29) 453 35

* Duyarlilik test sonuglarini degerlendirmek igin iki ayrn KK ve KP kullanimistir.
** Ofloksasin yerine siprofloksasin caligiimistir.
*** Bu sonuglar GID-TB suslarini iceren galisma grubunun verileridir.

Bu cgalisma sonucunda RSHMB TuberkUloz Referans laboratuvarl, minor
ilag duyarllik testlerini standardize etmis ve rutin olarak calismaya baslamistir.
Bu testlerin bulgular hem CID-TB hastalarinin tedavisi agisindan yol gésterici
olacaktir, hem de minor ilaglarda mevcut direng oranlarinin degerlendiriimesine
ve zaman icinde olusacak degisimlerin hizla saptanarak gereken énlemlerin
alinmasina katki saglayacaktir.
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