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Özet: Tüberküloz, tüm dünyada hala insan sağlığına en ciddi tehditlerden biridir. İlaç direncinin günden güne artması 
da bu durumun başlıca nedenlerindendir. İlaca dirençli Tüberküloz olgularının hızlı saptanması, dirençli suşların 
bulaşını önlemek ve etkili tedavi rejimine başlanması açısından önemlidir. Mycobacterium tuberculosis kompleks  
türleri arasında birbiri ile çok yakın ilişki bulunan ve insan tüberkülozuna sebep olan türler arasında Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium bovis ve Mycobacterium africanum yer almaktadır. M.tuberculosis’in aksine, M.bovis 
başta sığırlar olmak üzere çok geniş memeli hayvan yelpazesini etkileyebilir ve bu yüzden M.bovis  zoonotik özelliğe 
sahiptir. Bu nedenle hastalıkla mücadelede ve antibiyotik direnç oluşum mekanizmalarını anlamada konuya tek sağlık 
penceresinden bakmak büyük önem arz etmektedir. Yapılan bu derlemede Mycobacterium tuberculosis kompleks 
izolatlarında ilaç duyarlılıklarının belirleme yöntemleri ile ilgili bilgiler verilmiştir.
Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, ilaç direnci, sağlık

Determination of drug susceptibility in Mycobacterium tuberculosis 
complex isolates by culture based and molecular methods

Abstract: Tuberculosis  is still one of the most serious threats to human health around the world. Increasing of 
the drug resistance is one of the main cause of this state. Early diagnosis of drug-resistant Tuberculosis cases is 
urgently needed to prevent the transmission of resistant strains and to optimize treatment regimens. Mycobacterium 
tuberculosis complex  includes closely related species among which M. tuberculosis, M. bovis, and M.africanum are 
the most frequently associated with human disease. Unlike M. tuberculosis, M. bovis can infect a broad range of 
mammals, especially cattle and, therefore, M. bovis has zoonotic properties. For this reason, it is of great importance 
to look at the issue from a single health perspective in the fight against the disease and in understanding the 
mechanisms of antibiotic resistance formation. In this review, information about the methods of determining drug 
susceptibility in Mycobacterium tuberculosis complex  isolates is given.
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, drug resistance, health

Giriş
Tüberküloz (TB), tüm dünyada yıllık 1,2 milyon insa-
nın ölümü ile sonuçlanan ve yaklaşık 1,7 milyon in-
sanı etkileyen ciddi bir halk sağlığı sorunudur (WHO, 
2019). Mycobacterium tuberculosis kompleks (MT-
BK)’e bağlı gelişen Tüberküloz (TB) hastalığı, insanlık 
tarihi boyunca ve günümüzde hala enfeksiyöz has-
talıklar içinde önemli bir yere sahiptir (Luo ve ark., 
2011). Bakteriyolojik bazı benzer özellikleri ve DNA 
benzerlikleri nedeniyle birbirine yakın ilişkili türler 
“kompleks” başlığı altında toplanmaktadır. “M.tuber-
culosis kompleks” M.tuberculosis (insan), M.bovis (sı-
ğır), M.microti (kemirici hayvanlar), M.africanum (in-
san) türlerinden oluşmaktadır (Hlavsa ve ark., 2008). 

Bovine Tuberkülosis (BTB), Mycobacterium bovis 
tarafından endemik bölgelerde direkt veya endirekt 

ekonomik kayıplara sebep olan kronik bir hastalık-
tır. Mycobacterium bovis’in sebep olduğu tüberküloz 
hastalığı dünya çapında çok geniş alanlara yayılmış 
zoonoz bir hastalıktır. Bu hastalık ilk olarak sığırlarda 
görülmesine rağmen yeterince ısıl işlem görmemiş, 
ham, pastörize olmamış süt ürünlerinin tüketimi ile 
insanlara da bulaşmaktadır. Böylelikle HIV/AIDS en-
feksiyonuna sahip immunsupresif insanlar arasında 
aerosol enfeksiyon şeklinde solunum yolu ile bulaş-
ma meydana gelebilmektedir (Hlavsa ve ark., 2008).

İnsanlardaki tüberküloz vakalarının yaklaşık 
% 1-2’sini BTB oluştururken, gelişmekte olan ülke-
lerde M.bovis’in sebeb olduğu BTB’nin yaklaşık % 
10-20’sini oluşturur (Mueller ve ark., 2013). Sığırlar 
M.tuberculosis’e ev sahipliği yapmadığı halde, birkaç 
rapora göre insan basili olan bu etkenin Hindistan 
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bölgesinde sığırları enfekte edebileceği gösterilmiş-
tir (Ocepak ve ark., 2005). BTB için çok ciddi kontrol 
mekanizmaları olmasına rağmen, Avrupa ülkelerin-
de yaygınlığı artmıştır (Schiller ve ark., 2011). 

BTB sadece insan ve hayvan sağlığı üzerine et-
kisi yoktur, aynı zamanda geçim kaynağı hayvancılık 
olan ve dünya çapında kırsal kesimde yaşayan in-
sanların yaklaşık  % 70’ini de etkilemektedir (WHO, 
2017). M.bovis öncelikli olarak sığırları etkilemekte-
dir fakat zoonotik karakterde olmasından dolayı in-
sanları da enfekte edebildiği gibi, çoklu ve yaygın 
ilaç direncine de sebep olabilmektedir (Sagasti ve 
ark., 2016). İnsanlar da M.bovis’e ev sahipliği yapa-
bilir ve insanlarda BTB, M.tuberculosis’in sebeb ol-
duğu tüberküloz hastalığı kadar ciddi seyredebilir 
hatta daha ölümcül olabilir (Rodwell ve ark., 2008; 
Bilal ve ark., 2010).  M.bovis  enfeksiyonu insanlarda 
endişe vericidir, çünkü M.tuberculosis’in sebep oldu-
ğu insanlardaki tüberküloz hastalığı ile kronik klinik 
süreci arasında ayırt edilmesi çok güçtür (Cardoso 
ve ark., 2009). BTB için ayrıca etkili bir aşı mevcut 
değildir (Hope, 2008). Antitüberküloz ilaçlarla teda-
vi teşebbüsleri tartışmalı sonuçlar ortaya çıkarmıştır 
(Cousins, 2001).  

Tüberküloz tedavisinde kullanılan ilaçlar anti-
biyotiklerdir. Bu antibiyotikler antitüberküloz ilaçları 
olarak da adlandırılmaktadır. Başlıca iki grupta in-
celenebilir. Primer ilaçlar; izoniazid (INH), rifampisin 
(RIF), pirazinamid (PZA), etambutol (ETM), strepto-
misin (STR)’dir. Rifabutin, rifapentin, sikloserin, eti-
yonamid, amikasin, kanamisin, kapreomisin, para-
aminosalisilik asit, levofloksasin ve moksifloksasin 
gibi daha toksik ve zor tolere edilebilen ilaçlar ise 
sekonder ilaçlar grubunda yer alır (Durmaz, 2005). 
Hastalık Kontrol ve Önleme Merkezi ve Dünya Sağ-
lık Örgütü (DSÖ) tarafından tüberkülozun başlangıç 
tedavisinde primer ilaçların kombine kullanımı öne-
rilmektedir. 

Bununla birlikte antitüberküloz ilaç direnci 
önemli bir sorun oluşturmaktadır. Primer antitü-
berküloz ilaçlardan INH ve RIF’ e birlikte direncin 
oluşması, çok ilaca dirençli tüberküloz (ÇİD) olarak 
tanımlanmaktadır (Öz ve ark., 2012). İlaç dirençli 
soyların ortaya çıkması, özellikle çoklu ve yaygın ilaç 
direncinin ortaya çıkmasının hastaya uygulanacak 
tedavi protokolü üzerine endişe verici etkileri vardır 
(Vazquez-Chacon ve ark., 2014). 

İlaç direnci öncelikli olarak bakterinin geno-
munda meydana gelen genetik değişikliklerden 
kaynaklanır fakat fenotipik ilaç direnci gibi birkaç 
istisna da vardır (Kester ve ark., 2014). İnsanlarda, 
tüberküloza karşı küresel ilaç direnci ortaya çıkması 
büyük bir endişe oluşturmuş ve tüberkülozda çoklu 

ilaç direnci yaygınlığı % 26’ya kadar yükseldiği bil-
dirilmiştir. Ulusal tüberküloz araştırma enstitüsünce 
Chennai’de yürütülen klinik ilaç çalışmalarındaki ilaç 
direnci kontrol edilmiş; ioniazid, streptomisin, rifam-
pisine ilaç dirençleri sırasıyla % 10-16, % 8-3 ve % 1 
olarak görülmüştür (Paramasivan ve ark., 2004).

Hayvanlarda oluşan ilaç direnci ile ilgili olarak 
ise hasta olan hayvanlar tedavi edilmeyip kesime 
gittiği için ilaç direnci bilgisi bulunamamaktadır. Bu 
yüzden bir takım çalışmalar yapılarak endemik böl-
gelerde M.tuberculosis kompleks’in klinik suşlarında 
ilaç direnci belirlenmektir (Anne  ve ark., 2017).

İlaca dirençli suşlar ise; hastalığın kontrolünde 
başarısızlığa, etkisiz tedavi rejimlerine ve dirençli 
suşların yayılması gibi problemlere neden olmakta-
dır (Andrews ve ark., 2008; Li ve ark., 2007). Kon-
vansiyonel fenotipik ilaç duyarlılık testleri, üremeleri 
oldukça yavaş olan MTBK suşlarının duyarlılıklarının 
belirlenmesinde gecikme olmasına neden olmakta-
dır. MTBK suşlarının ilaç duyarlılıklarının hızlı tanısı, 
etkili antitüberküloz tedavisine erken dönemde baş-
lanması ve dirençli suşların yayılmasının önlenmesi 
açısından gereklidir. MTBK suşları ilaç dirençlerini, 
spontan gerçekleşen nokta mutasyonlar sonucu 
kromozomal DNA’nın değişikliğe uğramasıyla ka-
zanmaktadırlar (Zhang ve ark., 1992; Banerjee ve 
ark., 1994). Antitüberküloz ilaçların pek çoğunda 
dirence neden olan bu spesifik genlerdeki mutas-
yon bölgeleri tanımlanmıştır (Luo ve ark., 2010). İlaç 
direncine neden olan mutasyonların bilinmesi, ilaca 
dirençli TB tanısında moleküler yöntemlerin geliş-
mesine ışık tutmuş, böylelikle dirençli suşların tanısı 
erken konulmaya başlanmıştır (Palamino, 2009).

Bu derlemede Mycobacterium tuberculosis 
kompleks (MTBK) izolatlarında ilaca dirençli suşları 
belirleyen metotlar hakkında bilgiler verilmiştir.

İlaç Duyarlılığının Belirlenmesi
MTBK suşlarının neden olduğu enfeksiyonların etki-
li tedavisinin yapılabilmesi için, tedavide kullanılan 
antitüberküloz ilaçların duyarlılıklarının belirlenmiş 
olmasının önemi büyüktür. Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI)     M24-A2 kodu ile ya-
yınladığı dokümanında MTBK duyarlılık testleri için 
standartlar belirlenmiştir (CLSI, 2011). Buna göre 
orantı yöntemi PZA hariç bütün antitüberküloz ilaç-
ların duyarlılıklarının çalışılmasında standart metot 
olarak kabul edilmiştir. Orantı yöntemi PZA duyarlı-
lığı için kanıtlanmış doğru bir yöntem değildir. Çün-
kü PZA duyarlılığının çalışılabilmesi için asit pH’ya 
ayarlanmış agarda mikobakteriler üreme safhasında 
ölebilmektedir veya üremeleri durabilmektedir. Bu 
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nedenle PZA duyarlılığı çalışılmasında radyometrik 
yöntem olan Bactec 460 TB sistemi referans yöntem 
olarak önerilmektedir (CLSI, 2011). 

PZA duyarlılığı çalışmak için radyometrik olma-
yan ticari hızlı sıvı kültür duyarlılık sistemleri gelişti-
rilmiştir. MGIT 960 da bunlardan biridir. Bu sistem-
lerin performanslarının radyometrik sisteme eşit ol-
duğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (CLSI, 2011; 
Scarpora ve ark., 2004).

Antimikobakteriyel duyarlılık belirlenmesinde 
kullanılan yöntemler, kültüre dayalı yöntemler ve 
moleküler yöntemler olmak üzere iki gruba ayrıla-
bilir.

Kültüre Dayalı Yöntemler
Kültüre dayalı yöntemler, klasik ve hızlı kültür yön-
temleri olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır.

1- Klasik Kültür Yöntemleri
Duyarlılık testleri, doğrudan veya dolaylı olarak uy-
gulanabilmektedir. Doğrudan testte, ARB pozitif 
klinik örnek işlendikten sonra, ilaçlı ve ilaçsız besi 
yerine ekilmektedir. Dolaylı testte ise, besi yerinde 
saf olarak üretilmiş basillerden hazırlanan süspansi-
yondan, ilaçlı ve ilaçsız besi yerine ekim yapılır (CLSI, 
2011).

Orantı Yöntemi
Bu yöntemde MTBK suşları kültürde üredikten sonra 
0.5-1 McFarland hazırlanıp 10-2 ve 10-4 dilusyonları 
basillerden ayarlanan inokulumun birkaç dilüsyonu 
eşit miktarlarda ilaç içeren ve ilaç içermeyen agar 
temelli besi yerlerine ekilip 3 hafta inkübe edilir. Bu-
rada kullanılan besi yerleri Middlebrook 7H10 veya 
7H11’dir. İnkübasyon sonunda ilaç içeren besi yerin-
deki koloni sayısının, ilaç içermeyen besi yerindeki 
koloni sayısına oranı dirençli basillerin oranını gös-
terir. Test edilen suşlarda hesaplanan direnç yüzdesi 
% 1’den daha fazla ise o suşun test edilen antibiyoti-
ğe dirençli olduğu kabul edilir (CLSI, 2011). Sonuçlar 
genellikle, 21 günlük inkübasyon sonrasında elde 
edilir (Beckton, 2010).

2- Hızlı Kültür Yöntemler
CLSI tarafından önerilen sistem olan Bactec 460 ile 
MGIT 960 sistemleri yaygın olarak kullanılan sistem-
lerdir (CLSI, 2011).

BACTEC 460 Sistemiyle Belirleme
BACTEC TB 460 sistemi klasik yöntemlerle aynı te-
mele dayanır. Farkı sıvı besi yeri (Middlebrook 
7H12;12B) kullanılması ve 3 hafta sonra koloni sa-

yılması yerine, üremenin radyometrik olarak takip 
edilmesi ve sonuçların 4-5 gün içerisinde verilebil-
mesidir. Bu yöntemle özellikle ilk sıra antitüberküloz 
ilaçlara karşı duyarlılık test edilebilmektedir. Dirençli 
basillerin oranının belirlenememesi ve radyoaktif 
madde kullanımı gibi dezavantajlara sahipse de, hız-
lı, güvenilir bir yöntem olması ve agar orantı metodu 
ile % 90 uyumlu olması nedeniyle birçok merkez ta-
rafından kullanılmaktadır. 

Bu yöntemde duyarlılığı saptanacak her suş için 
dört antibiyotikli (STR, INH, RIF, EMB) ve bir antibi-
yotiksiz olmak üzere beş adet 12B besi yeri kullanılır. 
Besi yerlerine her ilaçtan 0,1 ml ve 12B besi yerinde 
üreme indeksi (Growth Index=GI) 500-800 arasında 
olan denenecek suştan 0.1 ml eklenir. Kontrol şişe-
sinin hazırlanması için, orijinal suş Bactec dilüsyon 
sıvısı ile % 1 direnci saptamak için 1/100 oranında 
sulandırılır. 37 0C’de inkübe edilen besi yerleri Bactec 
cihazında her gün aynı saatlerde okutularak, 4-12 
gün boyunca GI’ları takip edilir (Beckton,  2010).

BACTEC MGIT 960 SIRE Yöntemiyle Belirleme
Kültürdeki MTBK suşlarının STR, INH, RIF ve EMB’ye 
karşı duyarlılığını test etmek üzere MGIT 960 ciha-
zında uygulanan hızlı ve kalitatif bir yöntemdir. Bac-
tec MGIT 960 SIRE Kit MTBK’nın antimikobakteriyel 
duyarlılık testi için tasarlanmıştır. Direnç, ilaç içeren 
koloni ortamında en az % 1’lik üreme olduğu zaman 
gelişmektedir. Kültür ortamlarındaki ilaç konsantras-
yonları; INH, 0.2 μg/ml; RIF, 1 μg/ml; STR, 2 μg/ml;  
EMB, 5 μg/ml ve PZA, 100 μg/ml olarak belirlenerek 
Bactec MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company, 
Spark, MD, USA) cihazı kullanılarak ilaç duyarlılıkları 
belirlenmektedir (WHO, 2018). 

SIRE kiti 20 ml Middlebrook, sığır albümini, ka-
talaz, dekstroz ve oleik asitten oluşan (OADC) zen-
ginleştirici içerir. BBL MGIT 7 ml mikobakteri üreme 
indikatör tüpü, mikobakterilerin çoğalmasını ve sap-
tanmasını destekleyen modifiye edilmiş Middlebro-
ok 7H9 sıvı besi yeri içeren bir tüptür. MGIT tüpü, 
yuvarlak altlı tüpün alt kısmında bulunan silikonla 
kaplanmış floresan bir bileşim içerir. Floresan bileşik, 
sıvı besi yerinde çözünen oksijenin varlığına duyar-
lıdır. Çözünmüş oksijenin başlangıç konsantrasyonu 
bileşik emisyonunu bastırdığı için çok az floresans 
tespit edilebilir. Daha sonra, aktif olarak solunum 
yapan mikroorganizmaların oksijeni tüketmesi bile-
şimin floresans vermesine neden olur.

Bactec MGIT 960 SIRE kiti 4-13 günlük kalitatif 
bir testtir (Beckton, 2010). Bu test, MTBK izolatının, 
ilaç içermeyen tüple karşılaştırıldığında ilaç içeren 
tüpte üremesine dayanır. Bactec MGIT cihazı, tüple-
ri artan floresans bakımından izler. Cihaz tarafından 
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ilaç içeren tüpteki floresans üreme kontrolü tüpün-
deki floresansla karşılaştırılarak, duyarlılık sonuçları 
belirlenir. Bactec MGIT cihazı, önceden tanımlanmış 
(ilaç içeren tüpteki üremeyi, üreme kontrolü tüpün-
deki üremeyle karşılaştıran) algoritmaları kullanarak 
bu sonuçları otomatik olarak yorumlar ve duyarlı 
veya dirençli sonuç cihaz tarafından rapor edilir. 

Bactec MGIT 960 SIRE testi, duyarlılık sonucunu 
Bactec 460TB sistemi ile yaklaşık olarak aynı zaman 
aralığında verir. Ayrıca, bu yöntem radyometrik ol-
mayan bir yöntemdir ve uygun antibiyotik duyarlılığı 
sonuçlarının çoğu durumda orantı yöntemine göre 
daha önce raporlanmasına olanak verir (Beckton, 
2010).

Moleküler Yöntemler
MTBK suşlarında ilaç direncinin moleküler mekaniz-
malarının anlaşılmasından sonra direncin erken sap-
tanmasına yönelik moleküler yöntemleri kullanma 
çalışmaları başlamıştır (Luo ve ark., 2011; Perezoso-
rıa ve ark., 2012; Chakravorty ve ark., 2011; Bergval 
ve ark., 2008; Yang ve ark., 2005). Klasik yöntem-
lerde haftalar süren duyarlılık testlerinin moleküler 
yöntemlerle kısa sürede alınabilmesi hedeflenmiştir. 
Dirençten sorumlu mutasyonları taramak için kulla-
nılan moleküler yöntemler; uygun antibiyotiklerle 
erkenden tedaviye başlanmasına, tedavinin başarılı 
olmasına ve tüberkülozun kontrol altına alınması-
na büyük katkı sağlayacaktır. Bu yöntemlerden bir 
kısmında kültüre gerek kalmadan, doğrudan klinik 
örnek üzerinden yapılan uygulamayla direnç ortaya 
konulabilmektedir (Saniç, 2004). 

Moleküler yöntemlerle en iyi sonuç RIF diren-
cini belirlemede alınmakta; INH ve siprofloksasine 
dirençli suşların sırasıyla % 10-15 ve % 25 kadarı bu 
yöntemlerle saptanamamaktadır. Moleküler yön-
temlerin dezavantajları ise; yüksek maliyet, klinik 
olarak dirence yol açan bakteri topluluğu içindeki 
dirençli suşların duyarlılara oranının kesin olarak be-
lirlenememesi, saptanan mutasyonların (sessiz mu-
tasyonlar) her zaman ilaç direnciyle ilişkili olmama-
sıdır (Cho, 2007).

Kullanılan moleküler yöntemlerin çoğunda üç 
ana aşama vardır:
1) Klinik örneklerden nükleik asitin ekstraksiyonu,
2) Gendeki dirençten sorumlu spesifik bölgenin 
amplifikasyonu,
3) Çoğaltılan gen bölgesi üzerindeki mutasyonların 
saptanması (Chakravorty ve ark., 2011).

Bu aşamalardaki işlemler kısaltılabildiği ölçüde 
uygulanan testin sonuç verme süresi erken olabil-

mektedir. Yöntemlerin çoğunda zaman kaybının, 
çoğaltılan genlerdeki dirençle ilişkili mutasyon-
ların gösterilmesi aşamasında yaşanmaktadır. Bu 
aşamada birçok yöntem kullanılmaktadır. Katı faz 
hibridizasyon testleri (INNO-LiPA RIF TB), GenoTy-
pe MTBDR, (microarray), DNA dizi analizi, PCR tek 
zincir konformasyon polimorfizmi (single strand 
confirmation polymorphism analysis) (PCR-SSCP), 
heterodupleks analizi, “pyrosequencing”, mutasyo-
na özgü primer ile amplifikasyon, “real-time PCR” ve 
amplifikasyon ürünün mutasyona özgü restriksiyon 
enzimle analizi gibi işlemlerle hedef gendeki deği-
şimler saptanabilmektedir (Luo ve ark., 2011; Dur-
maz, 2010; Zeka ve ark., 2011).

DNA Dizi Analizi
Bu yöntemle bilinen mutasyonlar yanında, önceden 
bilinmeyen mutasyonlar da saptanabilmektedir. Ge-
nelde özgüllük ve duyarlılığı tam olarak bulunmak-
tadır (Aktaş ve ark 2005). Ancak, geleneksel DNA se-
kanslama işleminin 1-2 gün içerisinde sonuç vermesi 
ve fazla manipülasyon işlemlerinin olması nedeniyle 
rutin uygulanan bir yöntem değildir (Cho, 2007).

Katı Faz Hibridizasyon Testleri
Katı faz hibridizasyon yöntemleri temel moleküler 
çalışmaların uygulandığı alt yapı olanakları sınırlı 
laboratuvarlarda bile kolayca uygulanabilen duyarlı 
ve özgül yöntemlerdir. Önemli dezavantajları bilinen 
mutasyonlar için tasarlandıklarından yeni mutas-
yonları saptayamamaları ve ayrıca amplifikasyondan 
sonraki aşamalarda yoğun iş yükü ve zaman kaybı-
nın olmasıdır. Katı fazda ters hibridizasyon esasına 
dayanan yöntemin Inno-Line Probe Assay (InnoLi-
PA Rif TB) ve GenoType MTBDR/MTBDR plus olmak 
üzere iki ticari kiti bulunmaktadır. InnoLipa MTBK 
suşlarında RIF direncini saptayabiliyorken, MTBDR 
plus RIF ve INH direncini saptayabilmektedir (Dur-
maz, 2010).

DNA Mikroçip Analizleri
Katı faz hibridizasyon esaslı diğer bir yöntem DNA 
mikroçipleridir. Mikobakterilerin tanımlanmasına ve 
çok sayıda farklı mutasyonların saptanmasına ola-
nak sağlamaktadır. DNA mikroçip ile yapılan çalış-
malarda katG, inhA, rpoB, rpsL ve gyrA genlerindeki 
mutasyonların belirlenmesinde dizi analizi ile uyum-
lu sonuçlar alınmıştır. Yöntemin en önemli avantajı 
klinik örnekten bakterinin saptanması, tür tayini, ilaç 
direncinin araştırılması ve virülans geninin aynı anda 
belirlenmesine olanak vermesidir (Durmaz, 2010).



96 Pir H ve Yardımcı H. İlaç duyarlılığının belirlenmesi

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 33, Sayı 2, 2022, 92-98

Gerçek Zamanlı PZR ile Mutasyonların 
Saptanması
Teknolojik gelişmelere paralel olarak TB basillerin-
de tanı ve direnci belirlemede kullanılan moleküler 
testlerde de önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. En 
önemli ilerleme amplifikasyon ve sonuç gözleme iş-
lemlerinin eş zamanlı olarak yapılabildiği real time 
PCR (Gerçek Zamanlı PZR) yöntemlerinin uygula-
maya girmesidir. Amplifikasyon ve analiz işlemleri-
nin kapalı tek tüp içinde yapıldığı bu yöntem, DNA 
izolasyonunu takiben 1.5-2 saat içerisinde tamam-
lanmakta, bazı antitüberküloz ilaçlara direnci belir-
lemede kullanılabilmektedir (Luo ve ark., 2011; Espy 
ve ark., 2006; De  Viedma ve ark., 2002; Bergval ve 
ark., 2008). 

GeneXpert MTB/RIF Testi
TB tanısında duyarlılığı ve özgüllüğü yüksek, hızlı 
sonuç veren, uygulaması kolay olan bu yöntem ile 
iki saat içerisinde örnekte MTBK varlığı ve aynı za-
manda RIF direnci olup olmadığı saptanabilmekte-
dir (Blakemore ve ark., 2010).

Sonuç
Tüberküloz hastalığının yaygınlığının artmasıyla ve 
geniş alanlara yayılmasıyla birlikte, birçok ilaca karşı 
da direnç geliştirmiş ve böylece insan sağlığını tehdit 
eden durum ortaya çıkmıştır (Galagan, 2014). M.bo-
vis pirazinamide karşı doğal dirençlidir, ki bu ilk nesil 
antitüberküloz ilaç olarak sınıflandırılmıştır (Kanene 
ve ark., 2014). Pirazinamid tedavisinde ortak yan et-
kileri; hiperürisemi, hepatotoksisite, dysuria, artralji 
ve sideroblastik anemidir. Bu yüzden, M.tuberculosis 
kompleks izolatlarının tür bazında tamamen tanım-
lanması, hastaya uygun tedavi, halk sağlığı ve epi-
demiyolojik çalışmalar için gereklidir (Jiang ve ark., 
2015).

Tüm dünyada yapılan birkaç çalışmada tüber-
küloz enfeksiyonuna yakalanmış insanlarda, yabani 
hayvanlardan ve sığırlardan elde edilen M.bovis, ri-
fampisin ve izoniazide dirençli olduğu saptanmıştır 
(Bobadilla-Del ve ark., 2015; Sechi ve ark., 2001; Fitz-
gerald ve ark., 2011).

Tarih boyunca, M.bovis’in sebeb olduğu insan 
tüberkülozu oranı ile aynı bölge içindeki sığır tü-
berkülozu arasında çok yakın bir ilişki bulunmuştur 
(Grange, 2001). Maalesef, gelişmekte olan çoğu ül-
kede sığır tüberkülozunun kontrolünün hala uygun 
bir şekilde yapılmadığı ve kontrol programlarının 
yetersiz olduğu görülmektedir (Cosivi ve ark., 1998; 
Mueller ve ark., 2013). Birkaç faktörle insanlardaki M.
bovis’in sebep olduğu tüberküloz vakalarının neden 
az raporlandığı açıklanabilir. İlki, kontrol program-

larının Acid-resistance bacilli (ARB) boyama yönte-
minin tüberküloz şüpheli vakalarda öncelikli teşhis 
metodu olarak görülmesi ve mycobacterial kültürün, 
ilaç direncinden şüphelenildiği zaman ya da teda-
vinin başarısız olduğu zaman yapılmasıdır. İkinci 
olarak, çoğu laboratuvar kültür ortamında gliserol 
olması ve bu durum M.bovis’in izolasyon olasılığını 
azaltmasına sebep olmaktadır. Son olarak da sade-
ce birkaç laboratuvarın M.tuberculosis kompleks’i 
tür bazında ayrımını yapmasıdır (De Kantor ve ark., 
2008; De Kantor ve ark., 2010).

Bobadılla-Del ve ark. (2015) yapmış olduğu ça-
lışmada kendi laboratuvarlarına gelen insan tüber-
küloz vakalarının içinde M.bovis kaynaklı tüberküloz 
vakalarının yaygınlığının arttığını ve zamanla yüksel-
me eğiliminde olduğunu rapor etmişlerdir. Ayrıca bu 
rapor M.bovis’in primer antitüberküloz ilaçlarla ça-
lışılmış en büyük çalışmalardan biri olup, M.bovis’in 
primer antitüberküloz ilaçlara karşı büyük oranda 
direnç gösterdiği ve sekonder antitüberküloz ilaçla-
ra karşı çok sayıda ilaca direnç gösterdikleri tespit 
edilmiştir. Yapılan bu çalışmada insan tüberküloz 
vakalarındaki etkenin M.bovis olmasının ve zaman-
la M.bovis kaynaklı insan tüberküloz vakalarının ço-
ğalmasının sebebinin Meksika bölgesi içindeki sığır 
tüberkülozu vakasının fazla olmasından kaynaklan-
dığını düşünmüşlerdir. Nitekim o bölgede yapmış 
oldukları çalışmada bir süt ürünleri tesislerinde çok 
fazla miktarda sığır tüberkülozu varlığını tespit et-
mişlerdir. Antibiyotik direnç konusunda ise M.bovis 
ve M. tuberculosis’in ilaç dirençleri kıyaslandığında 
M.bovis’in STR daha yüksek direnç gösterdiği My-
cobacterium tuberculosis’in ÇİD oranının yüksek ol-
duğu tespit edilmiştir. M.bovis’in STR’e yüksek oran-
da dirençli çıkmasının sebebi olarak sığırlara diğer 
hastalıklar sebebiyle tedavi amacıyla aminoglikozit 
grubu antibiyotiklerin uygulanması olduğu düşü-
nülmüştür (Economou ve ark., 2015).

Süt sığırcılığı işletmelerinde sığır türberkülozu 
survey çalışmasında, sığır tüberkülozlu hayvanların 
mezbahane kesim aşamasında toplanan numune-
lerden elde edilen 150 M.bovis izolat arasında ilaç 
direnç oranı en yüksek STR’e direnç (% 15.6), sonra 
INH (% 9.2) ve RIF (% 3.4) dirençli çıkmıştır. İlaç di-
renç oranlarında insan izolatları ile hayvan izolatları 
arasında paralellik olduğu saptanmıştır (Bobadil-
la-Del ve ark., 2015).

Chan ve ark. (2021) yapmış olduğu çalışmada 
202 insan M.bovis izolatlarından % 100’ünün  PZA’ya 
dirençli olduğu; 52 (% 25.7)’sinin INH’ye dirençli ol-
duğu; 5 (% 2.5)’inin INH ve STR’ye dirençli olduğu; 
3 (% 1.5)’ünün INH ve RIF’e dirençli olduğu ve 1 (% 
0.5)’inin ise INH, RIF ve EMB’ye dirençli olduğunu 
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belirtmişlerdir. Dört M.bovis izolatının da ÇİD (INH 
ve RIF) olduğunu bildirmişlerdir. Yine aynı çalışmada 
hayvanlardan elde ettikleri 22 M.bovis izolatından % 
100’ünün RIF’e duyarlı olduğu ve PZA’ya dirençli ol-
duğunu, 5 (% 22.7) izolatın ise INH’ye dirençli oldu-
ğunu bildirmişlerdir. Yapılan bu çalışmada insanlar-
dan elde ettikleri M.bovis izolatları ile hayvanlardan 
elde ettikleri M.bovis’in % 22.7 (5/22) izolatlarının 
eşzamanlı olarak PZA ve INH’ye dirençli oldukları 
görülmüştür.

Hindistan’da Sweetline Anne ve ark. (2019) yap-
mış oldukları bir çalışmada, sığırlardan elde ettikleri 
sekiz M.bovis izolatlarının % 25’i INH’ye dirençli ol-
duğu, % 12.5’inin ise RIF’e dirençli olduğu görül-
müştür.

Monika Krajewska ve ark. (2017) Polonya’da 
yapmış oldukları çalışmalarda sığırlardan elde edilen 
toplam 134 MTBK izolat insanlarda TB tedavisinde 
kullanılan primer antitüberküloz ilaçlarla fenotipik 
ilaç duyarlılıkları test edilmiştir. MTBK izolatlarının 
tür bazında ilaç dirençlilik test sonuçlarına göre M.
bovis olarak sınıflandırılan türün 4 antitüberküloz 
ilaca karşı duyarlı olduğu; izoniazid (INH), rifampi-
sin (RIF), etambutol (ETM) ve streptomisine (STR) ve 
pirazinamide (PZA) karşı dirençli olduğu ortaya çık-
mıştır. Bu sonuçlar şunu göstermiştir; Mikobakterile-
rin fenotipik yapısında çok fazla değişimler olmasına 
rağmen, sığırlardan elde edilen MTBK izolatlarında 
herhangi bir çevresel direnç görülmemiştir.

M.bovis’in sebep olduğu insan tüberkülozu va-
kalarında eğer M.bovis’in pirazinamide doğal direnç-
li olduğu ve INH ya da RIF’e karşı bir direnç geliştir-
me olasılığı  göz ardı edilirse, ÇİD gelişimi meydana 
gelir. Bu yüzden ÇİD’e sahip M.bovis’in sebep olduğu 
TB vakalarını sekonder antitüberküloz ilaçlarla teda-
vi etmek çok zordur. (McLaughlin ve ark.,2012; Kur-
batova ve ark.,2013).

Tüm dünya çapında TB karşı yürütülen prog-
ramlardaki en büyük engelin ilaca dirençli basillerin 
ortaya çıkması ve sayısının artmasının yanı sıra di-
rençli basillere karşı yeni ilaçların yokluğudur (Chiu 
Chang ve ark.,2010). Bu nedenle sahip olduğumuz 
ilaçlar antibiyotik duyarlılık testleri yapılmadan kul-
lanılmamalıdır. Hastalığın kontrolünde koruyucu he-
kimliğe önem verilmelidir. Tek tıp tek sağlık konsepti 
uygulanmalıdır.
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