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OZET

Pirazinamid (PZA), tiiberkiiloz (TB) tedavisinde kullanilan birincil ilagclardandir. Bu calismada, hasta-
nemize bagvuran olgulardan izole edilen cok ilaca direncli (CID) TB ve tiim birincil anti-TB ilaclara (strep-
tomisin, izoniazid, rifampisin, etambutol) duyarli Mycobacterium tuberculosis (MTB) izolatlarinda PZA di-
reng oranlarinin belirlenmesi amaglanmustir. Calisma, 2005-2007 yillari arasinda hastanemiz laboratuva-
rinda izole edilmis CID-MTB izolatlarini ve yine ayni dénem icinde izole edilen duyarl suslardan rastgele
secilmis MTB izolatlarini kapsamaktadir. MTB izolatlarinin kiltiirii, BACTEC 960 sivi bazli otomatize kiil-
tur sisteminde (Becton Dickinson, Sparks, MD) ve Lowenstein-Jensen kati besiyerinde yapilmistir. Tiplen-
dirmede BACTEC NAP prosediirii kullaniimistir. Konvansiyonel birinci sira anti-TB ila¢ duyarlligi, radyo-
metrik BACTEC 460 sistemi, izolatlarin PZA duyarlihdi ise 100.0 ug/ml PZA kritik konsantrasyonu kullani-
larak BD MGIT 960 PZA Kit (Becton Dickinson, Sparks, MD) ile calisiimistir. Calismaya alinan 65 adet bi-
rincil anti-TB ilaglara duyarli MTB izolatinin 2 (%3.1)'sinde ve 63 adet CiD-MTB izolatinin 16 (%25.4)sin-
da PZA direnci saptanmustir. Sonug olarak, bélgemizde CID-MTB izolatlarinda saptanan yiiksek PZA di-
reng orani nedeniyle CiD-TB olgularinda PZA duyarliiginin calisilmasi gerektigi, ancak yeni olgularda di-
rencin dlsiik oranda bulunmasi nedeniyle rutin PZA duyarlilik testinin uygulanmasina gerek olmadig di-
sunulmistar.

Anahtar sézciikler: Cok ilaca direngli TB, ilag direnci, Mycobacterium tuberculosis, pirazinamid, [zmir.

ABSTRACT

Pyrazinamide (PZA) is one of primary drugs for antituberculous treatment. The aim of this study was
to determine the rates of PZA resistance in multidrug-resistant (MDR) and susceptible Mycobacterium tu-
berculosis (MTB) strains isolated from patients who were admitted to our hospital. MDR strains have be-
en isolated between 2005-2007 years, and susceptible strains were chosen randomly among the collec-
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tion of the strains of the same period. MTB isolates were grown in BACTEC 960 full automatized broth
system (Becton Dickinson, Sparks, MD) and Lowenstein-Jensen solid medium. Identification was done by
radiometric BACTEC 460 NAP procedure. Antibiotic susceptibility testing against conventional anti-tuber-
culous drugs (streptomycin, isoniazide, rifampisin, etambutol) was performed by the radiometric BACTEC
460 system and PZA susceptibility was worked out by BD MGIT 960 PZA Kit (Becton Dickinson, Sparks,
MD) with the use of 100.0 pg/ml critical concentrations of PZA. As a result, two of the 65 (3.1%) MTB
susceptible strains and 16 of 63 (25.4%) MDR-MTB isolates were found resistant to PZA. In conclusion,
due to the high PZA resistance rate in MDR-MTB isolates, susceptibility testing against PZA should be do-
ne in MDR-TB cases; however, since PZA resistance rate was low in new susceptible cases, it was thought
that testing susceptibility of PZA is not necessary as a routine procedure in our region.

Key words: Mycobacterium tuberculosis drug resistance, multidrug-resistant tuberculosis, pyrazinamide,
Turkey.

GiRis

Tiberkiloz (TB) tim diinyada 6nemli bir toplum saghgr sorunu olmaya devam et-
mektedir. TB hastalarinin erken taninmasi ve etkin tedavisi ile bulag zincirinin kiriimasi
hastaligin kontroliinde en 6nemli etkendir. Anti-TB ila¢ direncindeki artis etkin tedaviyi
olumsuz yénde etkilemektedir'. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-TB) prevalansinin
yiiksek oldugu bélgelerde Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin  6nerdigi Dogrudan Goze-
timli Tedavi Stratejisi (DOTS) beklenen basariyr gosterememistir. Bunun tzerine gelistiri-
len DOTS-plus stratejisinde standart tedavi semasi yerine, antibiyotik duyarllk test so-
nuglarina uygun olarak tedavinin planlanmasi onerilmistir. Amerikan Hastalik Koruma ve
Kontrol Dairesi de [Centers for Disease Control and Prevention (CDC)] her hastadan izo-
le edilen ilk Mycobacterium tuberculosis (MTB) kompleks izolatina birincil anti-TB ilaclar
icin duyarlilik testi yapilmasini nermektedir?>.

Pirazinamid (PZA) TB tedavisinde kullanilan birincil ilaclardandir. Klinik ve Laboratu-
var Standartlari Enstitisi [Clinical and Laboratory Standards Institutes (CLSI)], PZA'yi
duyarlilik testinde ilk calisiimasi gereken anti-TB ilaclar arasinda bildirmektedir®. PZA, ni-
kotinamidin sentetik pirazin analogu olup, asidik pH degerinde (pH= 5.5) aktivite gos-
terir. Oldukca guclu tuberkilosid etkisi vardir. Bu etkisini hem ¢ogalma halindeki, hem
de “dormant” duruma ge¢mis mikobakteriler tizerinde gosterir. Monositler ve makrofaj-
lar icindeki yavas cogalan mikobakteriler Gzerinde en etkili anti-TB ilactir. PZA, TB teda-
vi suresinin kisaltiimasinda ¢cok 6nemli bir rol oynar; zira PZA, diger TB ilaclari tarafindan
oldirilmeyen asidik bir ortam olan makrofaj fagolizozomlarindaki yari “dormant” basil
grubunu oldirerek in vivo olarak sterilizan etki gosterir. Mikobakterilerin PZA’'ya duyarli-
hgr 6zgiin amidazin varligina baglidir. PZA, mikobakteri hiicre duvarindan diftize olur ve
amidazin PZA ve nikotinamidi hidrolize etmesiyle ilacin aktif formu olan pirazinoik asit
olusur. Direncli suslarda pirazinamidaz aktivitesinde kayip belirlenmistir. Direncli suslarin
%72-94'(inde bu enzimi kodlayan pncA gen bodlgesinde mutasyonlar saptanmigstir>®.

Anti-TB ilaglarin duyarhlik testleri icinde referans yontem olarak onerilen agar propor-
siyon yonteminde ise, besiyerinin asiditesini hem PZA'nin aktivitesini koruyacak hem de
mikobakterilerin Gremeleri icin optimum sartlar saglayacak pH’ya ayarlamak teknik ola-
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rak zordur. Bu nedenle PZA'ya karst MTB izolatlarinin duyarlihgini belirlemede CLSI, sivi
bazli besiyerlerini 6nermektedir. Ticari BACTEC 460 TB duyarlilik test yontemi uzun yil-
lar referans yéntem olarak kabul edilmistir*. Ancak 2002 yilinda yine ayni {retici firma-
ya ait olan MGIT 960 sivi bazli otomatize PZA ila¢ duyarlliyi yontemi “Food and Drug
Administration (FDA)” tarafindan onaylanmistir. Pfyffer ve arkadaslar’ tarafindan yapi-
lan calismada, MGIT 960 yontemi ile 460 TB yontemi arasinda siire ve duyarlilik acisin-
dan fark bulunmamis; daha az is yiiki olusturmasi, otomatize standart okuma prosedu-
ru, enjektor kullanilmamasindan dolayi personel yaralanmasinin olmamasi ve radyoaktif
atik ctkarmamasi gibi avantajlar belirtilmistir. Her iki yontem de uygulanmasi orta dere-
cede zor, ancak agar proporsiyon yontemine gore oldukca pahali testlerdir.

Ulkemizde, TB laboratuvarlarinda PZA icin duyarlilik testi rutin olarak yapiimadigin-
dan, bolgemizde ve llke genelinde MTB izolatlarinin PZA direnci oranlar bilinmemek-
tedir. Bu nedenle calismamizda, bélgenin gogus hastaliklari ve TB konusundaki en bi-
yuk referans merkezi olan hastanemize basvuran veya sevk edilen olgularda PZA duyar-
lihk oranlarinin arastirilarak epidemiyolojik verilere katkida bulunulmasi ve laboratuvari-
mizin duyarlilik testi panellerinin en uygun sekilde yapilandiriimasi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM
izolatlar

Bu calismada, 01 Ocak 2005-31 Aralk 2007 tarihleri arasinda, Dr. Suat Seren Gogus
Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gon-
derilen, farkli hastalara ait klinik drneklerinden ilk izole edilmis, PZA disinda tim birincil
anti-TB ilaclara [rifampisin (R), izoniazid (I), etambutol (E), streptomisin (S)] duyarl 65
MTB susu ve 63 CiD-MTB susu olmak lzere, toplam 128 izolat test edildi.

Kiiltiir ve Antibiyotik Duyarhlik Testi

Klinik 6rnekler, NaOH-trisodyum sitrat-NALC yontemi ile MYCOPROSAFE (Salubris Ltd,
istanbul) ticari kiti kullanilarak homojenize, dekontamine ve konsantre edilip, retici tali-
matlari dogrultusunda BD BACTEC 960 (Becton Dickinson, Sparks, MD) otomatize kiilttir
sistemine ekildi. Ureme olan tiiplerden tanimlama amaciyla BD BACTEC 12B TB (Becton
Dickinson, Sparks, MD, USA) kiiltur siselerine pasaj yapilarak BACTEC 460 NAP testi (Bec-
ton Dickinson, Sparks, MD) ile izolatlarin MTB kompleks olup olmadiklari BD BACTEC 460
TB sisteminde okutularak degerlendirildi. M.tuberculosis suglarinin kesin tanilarinda, labo-
ratuvarin standart tanimlama proseduirii geregi konvansiyonel biyokimyasal testler ve/ve-
ya molekdler yontemler (Genotype Mycobacterium CM, Hain Lifescience, Almanya) kul-
lanildi. Suslarin PZA digindaki birincil anti-TB ilaglara karsi duyarliliklart BD BACTEC 460 TB
radyometrik kiiltiir sistemi (Becton Dickinson, Sparks, MD) kullanilarak aragtirildi®°.

PZA Duyarlilik Testi

MTB izolatlarinin PZA duyarhliklar, Gretici firma onerileri dogrultusunda BD MGIT
960 PZA Kit ve PZA Medium (Becton Dickinson, Sparks, MD) ve 100.0 ug/ml PZA kritik
konsantrasyonu kullanilarak test edildi’. Calismada antibiyotik duyarlilik kontrol suslari
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olarak M.tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) (PZA duyarl) ve M.avium (PZA direncli) kul-
lanildi. Tim PZA direncli izolatlar iki kez calisildi.

istatistiksel Degerlendirme

Duyarli ve direngli izolatlar arasindaki iliski Fisher exact test ile degerlendirildi. istatis-
tiksel olarak 0.05’in altindaki p degeri anlamh olarak kabul edildi.

Calismada kullanilan yontemler ve adi gecen terimlerin tanimlari Tablo I'de verildi

1,11,12

Tablo I. Calismada Kullanilan Yéntemler ve Adi Gegen Terimlerin Tanimlari

Anti-TB ilag direnci
Kritik konsantrasyon

Agar proporsiyon yontemi

BACTEC 460 sistemi

BACTEC 460 NAP sistemi

BACTEC MGIT 960 sistemi

ilaca direncli TB
Coklu ilag direnci
CiD-MTB

Yeni olgu

Eski olgu

Primer direng

Baslangic direnci

Edinilmis ilag direnci

Kultlr vasatindaki basil populasyonunun %1’den fazlasinin bir TB ilacinin
kritik konsantrasyonuna diren¢ gostermesidir.

Laboratuvarda kiltlr vasatindaki basil populasyonunun en az %99’unun
tremesini inhibe eden ila¢ konsantrasyonudur.

Referans yontemdir. 102, 10 diliisyonlu inokilumlar kullanilr.
ilagsiz besiyerinde treyen koloni sayisi ile ilagh besiyerinde treyen
koloni sayisi oranlanir. %1’den fazla oranlar direnci gosterir.

Yari otomatize, radyometrik '4C isaretli palmitik asit iceren BACTEC 12B
besiyeri kullanilan bir sistemdir. isaretli palmitik asit kullanimina bagl
aciga cikan ‘4COZ treme indeksi (Gl) yikselmesi takip edilir.

NAP (p-nitro-a-acetylamine-b-hydroxyprophonone)’'in MTB suslarinin
tremesini inhibe etmesinden yararlanarak MTB kompleks
tanimlanmasinda kullanilir.

Tam otomatize, radyometrik olmayan MGIT tlpunin dibindeki silikon
icine floresan madde gémiiltidir. Floresan madde sivi besiyerindeki
oksijen varligina duyarlidir. Ureyen mikobakterilerce oksijenin kullanilmas
sonucu floresans olusumu olur ve cihazin tarayicisi tarafindan kaydedilir.

Bir ya da daha fazla anti-TB ilaca karsi direncli basil ¢ikaran hastadir.
Birden fazla anti-TB ilaca karsi gorilen direng turiddr.

En az izoniazid ve rifampisine diren¢ gosteren MTB susu varligini
ifade eden &zel bir ¢oklu ilag paternidir.

Daha 6nce TB tedavisi gérmemis ya da bir aydan daha az siire
tedavi almig hastalardir.

Daha 6nce en az bir ay tedavi gérms TB hastasidir.
Bu tanim, niiks, tedavi basarisizligindan donen, tedaviyi terkten dénen
ve kronik olgulari icermektedir.

Daha 6nce hi¢ TB tedavisi almamis ya da bir aydan daha kisa siire TB ilaci
kullanmig hastadaki direnctir.

Daha 6nce tedavi goriip gérmedigi konusunda sliphe varsa saptanan
dirence “baslangi¢ direnci” denir. Baslangi¢ direnci, primer direng ve
bilinmeyen edinsel direnci kapsar.

Artik sekonder direng terimi yerine “edinsel diren¢” terimi
kullanilmaktadir. Daha 6nce bir aydan fazla TB ilaci kullanmig olan
hastadaki direnctir. Daha 6nce kullanilmisg TB ilaglarina bagli gelisen

ilag direncidir. Eger primer direncli bir hastada daha sonra baska bir ilaca
edinsel direnc gelisirse karma (mixed) tip direncten bahsedilir.

TB: Tiiberkiloz, MTB: Mycobacterium tuberculosis.
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BULGULAR

Calismamizda, PZA digindaki tim birincil anti-TB ilaglara duyarli olan 65 MTB izola-
tindan 2 (%3.1)'sinin PZA'ya direncli oldugu bulunmustur. CiD-TB izolatlar arasinda ise
PZA direncinin 63 sus icinde 16 susta oldugu saptanmistir (%25.4) (Tablo II). Duyarh
izolatlar arasinda PZA direng orani, CID izolatlara gore anlamh olarak dustktir (p>
0.001).

CID-TB suslarinin izole edildigi iki hastada baslangi¢ direnci, geri kalan 61 hastada
edinsel diren¢ saptanmistir. CID-TB izolatlarinin direng paternleri Sekil 1’de verilmistir.
Dortli ilag direnci olan izolatlarda PZA direnci %40 ile en yiiksek oranda izlenirken; izo-
niazid-rifampisin-etambutol (IRE) ve izoniazid-rifampisin-streptomisin (IRS) Ucli direng
paterninde sirasiyla %31 ve %33 oranlarinda PZA direnci saptanmis, izoniazid-rifampi-
sin (IR) ikili direng paterninde PZA direnci tespit edilmemistir. ila¢ diren¢ paternleri ve
PZA direncinin varhgi arasinda IR paterni diginda istatistiksel olarak anlamli iliski saptan-
mamistir (p> 0.05). IR paterni ise sadece PZA’ya duyarli suslarda izlenmistir (p< 0.05).
Duyarli suslarin izole edildigi tum hastalar yeni olgulardir.

TARTISMA

Ulkemizde TB laboratuvarlari, gerek teknik altyapi ve ekipman yetersizligi gerekse yiik-
sek maliyet nedeniyle rutin olarak PZA duyarlilik testi yapmamaktadir'>'4. Diinyada bir-

Tablo II. M.tuberculosis izolatlarinin PZA Duyarlilik Oranlari

PZA-direncli PZA-duyarh
Sayi (%) Sayi (%) p
Duyarli izolatlar* (n= 65) 2(3.1) 63 (96.9) < 0.001
CID-TB izolatlar** (n= 63) 16 (25.4) 47 (74.6)

* PZA disindaki tim birincil ilaglara duyarli MTB izolatlari.
** CID-MTB izolatlari.

10 I:' PZA duyarl

8

6

4

2 i
0 T T

SIRE IRE IRS IR
Antitiberkdiloz ilaglar

- PZA direncli

izolat sayilari

S: Streptomisin, I: izoniazid, R: Rifampisin, E: Etambutol.

Sekil 1. CID-TB izolatlarinin antitiiberkiiloz ilag direng paternleri.
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cok ulkede de durum benzerdir. Bu nedenle PZA direnc oranlari ile ilgili veriler yetersiz-
dir. Yolsal ve arkadaslarinin'> yaptigi bir meta-analizde, {ilkemizde yapilan calismalarda,
izole edilen tim suglar arasinda PZA diren¢ oraninin 1984-1989 yillari arasindaki cals-
malara gore %1.6, 1990-1995 yillar arasinda ise %6.5 oldugu rapor edilmistir. Samsun
bolgesinde izole edilen 50 MTB susunun incelendigi bir calismada ise, suslarin sadece 1
(%2)'inde izoniazid direnci ile birlikte PZA direnci saptanmistir'®. Farkli Gilkelerde yapilan
calismalarda, birinci sira ilaglara duyarli bulunan izolatlar arasinda %2-5 oranlarinda PZA
duyarliigr bildirilmistir'317-19,

Duizensiz ila¢ kullanimi ve ilag direnci, dzellikle CID-TB tedavisindeki basarisizliklarin
en 6nemli nedenlerindendir''. CID-TB olgularinin tedavi semalarinda ikinci sira anti-TB
ilaclarin yani sira PZA da kullanilmaktadir'22%2!, Ancak PZA direncinin bu grup olgular-
dan izole edilen MTB suslarinda daha fazla oldugu gorilmektedir. Mestdagh ve arkadas-
lar?2, 63 CID-MTB izolatinin 23 (%36.5)'tinde PZA'ya direnc bildirmislerdir. Louw ve ar-
kadaslar'” ise 127 CID-TB olgusunun 68 (%53.5)'inde PZA direnci saptamislar ve PZA
direnci ile CID-TB arasinda siki bir iliski oldugunu belirtmislerdir. Mphahele'? de calisma-
sinda, 85 CID-TB izolatinin 30 (%35.3)’'unda PZA direnci buldugunu rapor etmistir.
Diinyanin en yuksek anti-TB ilag direncine sahip bdlgelerinden biri olan Litvanya’dan
toplanan 52 CID-TB izolati, CDC'nin referans laboratuvarinda caligilmis ve PZA direnci
%51 oraninda tespit edilmistir?3.

Yiksek ilag direncinin problem oldugu bir diger Ulke olan Rusya’da yapilan bir ¢alisma-
da, sivil ve mahkum hastalardan izole edilen suglarin anti-TB ila¢ direncleri analiz edildigin-
de, yeni sivil olgularda PZA direnci %6.1, 6nceden tedavi almig (eski) sivil hastalarda %14.6
bulunmustur?*. Ancak ilging olarak, mahkum hastalarda PZA direnci, yeni ve eski olgularda
sirastyla %13 ve %5.3 olarak saptanmustir. Bu calisma, primer direng oranlarinin yiiksek ol-
dugu topluluklarda yeni olgularda da énemli PZA direnci olabilecegdini géstermektedir?*.

Calismamizda, bolgemizde PZA direncinin yeni olgularda ve duyarli suslarda dustik
oranlarda oldugu, ancak CID-TB olgularinda 6zellikle direngli ilag sayisi arttikca PZA di-
renc¢ oraninin da arttig saptanmistir. Bu nedenle tim duyarlilik testlerinde PZA duyarli-
igina bakilmasinin gerekli olmadigi, tedavi basarisizigi veya CiD-TB olgularinda ise test
edilmesinin uygun olacagi diisiiniilmistiir. Ulkemizin diger bélgelerinden daha fazla izo-
lat sayisi ile ulusal TB referans laboratuvarinda PZA ve diger anti-TB ila¢ diren¢ oranlari-
nin belirlenmesinin, ulusal duyarlilik testi politikasi gelistirmek acisindan 6nemli olacagi
sonucuna varilmigtir.
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